Aus der Klinik fiir Neurologie,
Abteilung fiir Experimentelle Neurologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitiatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Molekulare Mechanismen der glukoseabhidngigen Regulation des neuronalen Zelltodes durch

die Hexokinase 11

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét

Charité — Universitiatsmedizin Berlin

von

Anja Kahl
aus

Beeskow



Gutachter/in: 1. Prof. Dr. med. Andreas Meisel
2. Prof. Dr. med. Dirk Hermann
3. PD Dr. rer. nat. Ulrich Schweizer

Datum der Promotion: 30. November 2012



Das Ganze ist mehr als die Summe seiner Teile.
— Aristoteles



Inhaltsverzeichnis I
INHALTSVERZEICHNIS
INHALTSVERZEICHNIS ..ottt sttt ettt b ettt b ettt ene e b e I
VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN UND ANGLIZISMEN ......c.cocoiiiiiieeieierieinieeeeeiessie e v
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ...ttt sttt sttt VI
1. EINLEITUNG... 1
1.1. ZEREBRALE DURCHBLUTUNGSSTORUNG....... ceeeeseestetesessetsesenstnstnsrnsnssesane 1
1.2. PATHOPHYSIOLOGIE DES ISCHAMISCHEN SCHLAGANFALLS cesececensesececcnsecensnseseccnsasacensases 2
1.3. ENDOGENE NEUROPROTEKTION UND ISCHAMISCHE PRAKONDITIONIERUNG.......ccceeeereeeeeraneanes 3
1.3.1. MECHANISMEN DER ISCHAMISCHEN PRAKONDITIONIERUNG .......ccccourriiieeeeiiiireeeeeeeeeinereeeeeeeeeinnnns 4
1.4. MITOCHONDRIEN UND DER NEURONALE ZELLTOD 4
1.5. MITOCHONDRIALE PERMEABILITAT-TRANSITIONSPOREN UND DIE INDUKTION VON

ZELLTOD 6
1.5.1. ROLLE DES SPANNUNGSABHANGIGEN ANIONENKANALS IN DER APOPTOSEREGULATION ............. 7
1.6. APOPTOSEREGULATORISCHE PROTEINE ....... ceeeeseestttesetsettetsnstnstnsrnsnssesnne 8
1.6.1.  PROTEINE DER BCL-2 FAMILIE ......ccoiiiiiiiiiiiiiiee e e eecieeee e eeee e e e eeetaaeee e e e etaaeee e e e e eeeaaaseeeeeeeeanneees 8
1.7. FAMILIE DER HEXOKINASEN. 9
1.7.1. KATALYTISCHE FUNKTION DER HEXOKINASE .......uuvtiiiiiiiiiiiiiieeeeeeiiieeeeeeeeeeiveeeeeeeeeeanaeeeeeeeennnnees 9
1.7.1.1. Gewebs- und zellspezifische Regulation der Hexokinase ISOtypen ..........ccocceveverienieriinieennenne. 11
1.7.1.2.  Induktion der Hexokinase II Expression durch Prikonditionierung in neuronalen Zellen ........ 11
1.7.1.3.  Strukturell-regulatorische Organisation der HexoKinasen............ccoecvevueeivenieiienienienieeie e 12
1.7.1.4. Rolle der Hexokinase in der ApoptoSeregulation ............ccueeveeeerireiinieniiesiesie e eee e 13
1.8. ARBEITSHYPOTHESEN UND ARBEITSPROGRAMM .... 14
2. MATERIAL & METHODEN. 17
2.1. MATERIAL ........ 17
2110 GERATE ctiteteee ettt h ettt h et h et bbbttt b ettt b et enee 17
2.1.2. SOFTWARE ...ttt e oot e e et e e e e e e e ettt e e e e e e eeettaeaeeeeeeeattaaaeaeeeeestaeeaaeeeeesaasssseeeeeanaes 18
2.1.3.  CHEMIKALIEN, REAGENZIEN, ENZYME, PROTEINE .....c.tiueteeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeeeeeseeeeseeeesenas 18
2.1.4. ZELLKULTURMEDIEN UND ZUSATZE ......uuttiiiiieeeeiiiieeee e eeeieeee e e eeeeeaaaeeaeeeeetaeeeeeeeeeianaesaaeeeeenannns 19
2.1.5. ANTIKORPER .....outiiiiiiiiieiiiiieee e e e et e e et et e e e e e eeeetate e e e e e eeetatasaeeeeeeeetatsaeeeeeeaessaeseaeeeeesnsaseeaaeeeaes 20
2.1.6.  KITSTUND GELE ..oooiiiiiiiiiiiiiiee e et eeeett e e e e ettt e e e e et taaaeeeeeeeeeetaaaaeeeeeeeetraeaeeeeentsssneaaeeeeennnes 20
2.1.7. BAKTERIENSTAMME .....cutviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeiieteeeeeeeettaaeeeeeeeeeetaaeeeeeeeetaaeaeeeeeeeetstsseeessentassseeeaeeeaeisnnes 20
2.1.8.  VERBRAUCHSMATERIALIEN.......coiiutttiiieieiiiitteeeeeeeeeittaeeeeeeeeeeetteseeeeeeeaiaaseseaeeeasassrseseeeeesassrneeeeeeannns 20
2.1.9. MEDIEN- UND PUFFERZUSAMMENSETZUNGEN.........uuttiiiiiieiiiiiieeeeeeiiiieeeeeeeeeeiiuneeeeeeeeesaisesesaeeeanns 21



Inhaltsverzeichnis I

2.1.9.1.  ZellKUItUIMEAICN .....ccueiiiiiiieit ettt ettt ettt et e st e s ete et e et eesteenteenteeneesneesnnesnsesnsesnseans 21
2.1.9.2.  Westernblot-LOSUNZEN .......eeiiiiiiiiieie ettt ettt sttt e bt e steeseeesaeesseesateseenseensee e 21
2.1.9.3.  MoleKularbiologiemeEdien ..........ccoviiiiiiiiiiecciieeciie ettt ettt ettt et esb e s b e ereeesabeeereeeaeaens 22
20 O R I 1234 oSSR 22
2.2. METHODEN....... . . 23
2.2.1. ZELLKULTUR ....uutttiiiieieeeeiiteeee e eetee e e e e eeetaae e e e e e eeetateeeeeeeeetataeaeeeeeeeeestsaeeeeeeeessaeseaeeeeeniassseeeeeeeaes 23
2.2.1.1. Herstellung von konditioniertem Meditum............ccoeceeiiieriieiiieieeie ettt e e 23
2.2.1.2. Préparation von primaren KOrteXNEUIONEN.........cccuviiiiiiiieeeiiiieiiieeeeiieeeeeireeeeereeeeeveeessnsneeesnnns 23
2.2.2.  MODELL ZUR DETEKTION DER ZELLSCHUTZENDEN EFFEKTE DER HEXOKINASEII ..................... 24
2.2.2.1. Transfektion der primaren KOIMeXNEUIONE.........c..cccviiiiuiieiiieiiieeiieeeireeeteeeieeeeeeeesreeeteeeseveesevee s 26
2.2.2.2.  Sauerstoff- und Glukose-DeprivationSeXPerimente. .........ccueeeuererererreeeieeenreesreeereeesreeesereesneens 27
2.2.3. HERSTELLUNG DER HEXOKINASE Il MUTANTEN ......ccotiiiiiiiiiuiiieeeeeeeeieeeeeeeeeeectaneeeeeeeeeeesvaneeeeeeans 28

2.2.3.1. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der mitochondrialen Lokalisations-
sequenz defizienten HKIT MULANTE ..........ccoviiiiiiiiiiiciii et 31
2.2.3.2.  Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten

HEKIT MUEANTE ...ttt ettt ettt ettt e eete bt e st e st e e bt e e bt e e sabeebeeebaeesateesabeeenbeeanes 32
2.2.3.3. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante .....33
2.2.3.4. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der HKII-BH-4 Doméne Mutante ....................... 34
2.2.3.5. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante..35
2.2.3.6. Sequenzierung der EXpressionSVEKtOTEN ........cccuiviieiiiiiieieeie ettt siae e 36
2.2.4.  WESTERN BLOT...ooiiiiiiiiiiiiiiee et e e et e e e e e et e e e e e e eeraeeeeeeeeesaaeeaaeeeeennnnes 37
2.2.4.1. Gewinnung der Zellen fiir die Western Blot-Analyse ..........cccecveeiieiieiiieienieeece e 37
2.2.4.2.  ProteiNDESTIMIMUIG .......cc.eeiiviiiiiiieetieeiteeceeeetteeereeeteeeeteeeseseesteeesteeessseeessesesseessseassesensseesssessnreeas 37
2.2.4.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ......cccoooiiviiriiriiiiieeeeesece e 37
2.2.4.4.  Durchfithrung der Western BIot-ANalYSe .........cceoviriiieiiieiiieiiieieeie ettt 38
2.2.5. STATISTISCHE AUSWERTUNG ......uuuviiiiieieiiiiiiieeeeeeeiiitteeeeeeeeeeiitteeeeeeeeeeaiseseaeeeeessseseseseeesissssseeeeennns 39
3. ERGEBNISSE... . . . . . 40

3.1. BEDEUTUNG DER MITOCHONDRIALEN LOKALISATION DER HKII FUR DIE VERMITTLUNG

VON NEUROPROTEKTION ........ . . . . . 40

3.2. BEDEUTUNG DER AKT-PHOSPHORYLIERUNG DER HKII FUR DIE VERMITTLUNG

VON NEUROPROTEKTION ........ . . . . . 41
3.2.1. AKT-PHOSPHORYLIERUNGSDEFIZIENTE HKII MUTANTE VERFUGT UBER KEINE NEURO-
PROTEKTIVEN EIGENSCHAFTEN ...cceiiiiiiiiiitteeeeeeeiiitteeeeeaauietteeeessssannseeeeeesannsssseeeeesssnsnssseeeesssssnnseees 42
3.2.2. PHOSPHOMIMETISCHE HKII MUTANTE VERFUGT UBER NEUROPROTEKTIVE EIGENSCHAFTEN ...44
3.3. BEDEUTUNG DER PUTATIVEN HKII-BH-4 DOMANE FUR DIE VERMITTLUNG DIE

NEUROPROTEKTION ... . . . . . .45




Inhaltsverzeichnis 111

3.4. BEDEUTUNG DER KATALYTISCH-INAKTIVEN HKII DOPPELMUTANTE FUR DIE

VERMITTLUNG DER NEUROPROTEKTION ...... . ceeeeeceencenseeecsencesesenssnsssnsances 48
3.5. PROTEINNACHWEIS DES HKII EXPRESSIONSVEKTORS IM WESTERN BLOT 50
3.6. PROTEINNACHWEIS DER HKII-MUTANTEN IM WESTERN BLOT.... cesececeencerecsencsanenaes 51
4. DISKUSSION...... . . 53
4.1. HEXOKINASE UND DER ANTIAPOPTOTISCHE EFFEKT DER GLYKOLYSE ..... 54
4.2. APOPTOSE-REGULATORISCHE EIGENSCHAFTEN DER MITOCHONDRIALEN HK .....ccccceevsnerennns 56
4.2.1. INTERAKTION MITOCHONDRIALER HEXOKINASE MIT PEA-15 UND VDAC .....coccovviieiiieeeiiees 59
4.3. HEXOKINASEREGULATION DURCH AKT-KINASE ..... . . 62

4.4. MITOCHONDRIALE HEXOKINASEN ALS BINDEGLIED ZWISCHEN ZELLMETABOLISMUS

UND APOPTOSEREGULATION. . . 64
4.5. BEDEUTUNG EINER PUTATIVEN BH-4 DOMANE DER HEXOKINASE 11 . 66
4.6. AUSBLICK . . . 68
5. ZUSAMMENFASSUNG ceseeessessssnessanaennne 69
LITERATURVERZEICHNIS. ....coiiiiiiiiiietet ettt ettt ettt ettt et ene s VII
DANKSAGUNG ..ottt ettt ettt ettt sttt sttt et et eae e st sae e saeesetesaneennesaneenees XVII
CURRICULUM VITAE ....oiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt sttt ettt ettt sttt et XIX
PUBLIKATIONSLISTE ..ottt ettt st st sttt XX

SELBSTSTANDIGKEITSERKLARUNG ...ttt e e e s eeseseeseeeeaeeas XXI



Abkiirzungsverzeichnis v

VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN UND ANGLIZISMEN

ADP
ANOVA
AS

ATP
Bcl-2

Bel-xg,
bp
BSA
BSS
DIV
DNA
DNase
dsDNA
c-DNA
DFO

E. coli
EDTA
et al.
FCS/FKS
GD
GFP
G-6-P
GSK38
Xg
HEPES
HIF-1
HKI
HKII
Kb
kDa
LB

Adenosindiphosphat

analysis of variance (Abweichungsanalyse)
Aminosiure

Adenosintriphosphat

B-Cell Lymphoma 2

Name fiir ein an der Apoptoseregulation beteiligtes Protein und Prototyp
der gleichnamigen Proteinfamilie
antiapoptotischer Vertreter der Bel-2 Familie
Basenpaare

bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
balanced salt solution (ausgewogene Salzlosung)
day in vitro (Tag in Kultur)
Desoxyribonukleinsiure

Desoxyribonuklease
Doppelstrang-Desoxyribonukleinséure
komplementire DNA

Deferoxamin

Escheria coli

Ethylendiamintetraacetat

et alteres (lat.: und andere)

fetal calf serum (fetales Kélberserum)

glucose deprivation (Glukose-Deprivation)
green fluorescent protein (griin fluoreszierendes Protein)
Glukose-6-Phosphat

Glykogensynthase-Kinase 3 beta
Erdbeschleunigung (9,81 m/s%)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethylsulfonsédure
Hypoxie-induzierbarer Faktor 1

Hexokinase |

Hexokinase II

Kilobasen (1000 Basenpaare)

Kilodalton

Luria-Bertani



Abkiirzungsverzeichnis

mRNA
MOMP

MPTP

mtHK
NBM-A
NBM
OD
OGD
PBS

p.c.
PCR
RNA
RNase
ROS
RT

SDS
TBE
TEMED
Tris

VDAC

well
WT
YFP

,,messenger““ (Boten-) Ribonukleinsdure

mitochondrial outer membrane permeabilization (Permeabilisierung der
duBleren Mitochondrienmembran)

mitochondriale Permeabilitdt-Transitionspore: mitochondrialer Multipro-
teinkomplex, der an der Initiierung von Apoptose beteiligt ist
mitochondriale Hexokinase

Neurobasal-A-Medium

Neurobasalmedium

oxygen deprivation (Sauerstoff-Deprivation)

oxygen glucose deprivation (Sauerstoff-/Glukose-Deprivation)
Phosphat-gepufferte Salzlosung

post conceptionem (nach der Empféngnis)

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Ribonukleinséure

Ribonuklease

reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffradikale)

Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat

Tris-Borat-Na,EDTA

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

voltage dependent anion channel (spannungsabhéngiger Anionenkanal in
der dulleren Mitochondrienmembran)

Zellkulturplattenvertiefung

Wildtyp bzw. Plasmid ohne Mutation

vellow fluorescent protein (gelb fluoreszierendes Protein)



Abbildungsverzeichnis

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:

Mitochondrial vermittelter Apoptose-SignalWeg........ccvecvveriierieriiniieeeieee et 6
Putative molekulare Architektur der mitochondrialen Permeabilitit-Transitionspore ......7
GlUKOSEMELADOLISITIUS ... .eeeuvieiieiieiietieiteie et et ettt et esteenbe e bt e teesteesseesneesneesneeseens 10
m-RNA Expressionsraten der Hexokinase I und Hexokinase Il..........c.ccccoeeeeviieiiiennnnn. 12
Putativer neuroprotektiver Mechanismus der Hypothese 1 ...........ccooeiiiiiiiiciiniieinen, 15
Putativer neuroprotektiver Mechanismus der Hypothese 2 ...........cccooviieiiiiiciiniieene, 15
Schematische Darstellung der Hypothese 3 ........ccoveviieiiienienieiieieeceeeeeeeee e 16
Schematische Darstellung der Hypothese 4. ........cccoovieiiieiieiieiieieeeeieeeeeeee e 16
Transfektionsstrategie zur Uberexpression der Hexokinase II Varianten........................ 26

Vektorkarte und Multiple Cloning Site des Plasmids pPCAG-MCSnl........cccccceevueennene. 29

Schematische Darstellung der ortsgebundenen Mutagenese ............ccoeceeveeeieeieneennenne 29

Konstruktion der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante ...31

Ubersicht der Herstellung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante ........ 32
Ubersicht der Herstellung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante....................... 33
Schematische Darstellung der HKII-BH-4 Domine Mutante. ..........cccceeceeeveeieneennenne 34
Schematische Darstellung der katalytisch-inaktiven HKII Mutante.............ccccccereennee. 35
Box-Plot der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante........... 41
Darstellung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante ..............cccceevueenenne. 43
Darstellung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante...........ccccceeveenienieneeieeneene 44
Box-Plot der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante.............c.ccocveeeiieiiiecnieecnreennen. 45
Darstellung der HKII-BH-4 Doméne defiziente Mutante............ccccceevverieneeneeeeenennn. 46
Box-Plot der HKII-BH-4 Doméne defizienten Mutante............ccceeveeveeniesineeeieenennn 47
Box-Plot der OD-Experimente der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante........... 49
Box-Plot der GD-Experimente der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante........... 50
HKII Western Blot-Analysen aus Skelettmuskel und Kortexneuronen der Ratte. ........ 51
Hexokinase II Western Blot aus primdren Kortexneuronen der Ratte........................... 52



Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1. Zerebrale Durchblutungsstorung

Jedes Jahr erleiden in Deutschland etwa 196 000 Menschen erstmals und circa 60 000 Menschen
wiederholt einen Schlaganfall (Heuschmann et al., 2010). Statistisch gesehen stellt der Hirnin-
farkt bei den Frauen die vierthdufigste und bei den Ménnern die fiinfthdufigste Todesursache in
der Bundesrepublik dar. Rund 30% der Schlaganfallpatienten versterben innerhalb eines Jahres
nach dem Ereignis oder sind von bleibenden neurologischen Funktionseinschrinkungen betrof-
fen (Diederichs et al., 2011). In Anbetracht der Zahlen bildet der Schlaganfall einen der hiufig-
sten Griinde flir vorzeitige Invaliditdt im Erwachsenenalter und stellt gemeinhin die lebensbe-
drohliche neurologische Erkrankung dar (Mumenthaler und Mattle, 2008). Insgesamt sind 78,7%
aller zerebralen Durchblutungsstérungen ischdmisch bedingt, wéihrend 12,6% auf eine intrazere-
brale Blutung und 2,7% auf eine Subarachnoidalblutung zuriickzufithren sind. Weitere 6,0%
werden als nicht ndher bezeichnete Insulte klassifiziert (Glinster ef al., 2011).

Bei einem ischdmischen Schaganfall handelt es sich definitionsgemdfl um ein globales oder fo-
kales Sauerstoffdefizit des Gehirns hervorgerufen durch eine Restriktion der zerebralen Blutzu-
fuhr, welche sowohl durch eine Thrombose, eine Embolie als auch durch eine systemische Hy-
poperfusion bedingt sein kann (Doyle et al., 2008). Derzeit stellt die systemische Thrombolyse
mit rtPA (recombinant tissue plasminogen activator) die einzige durch Studien belegte medika-
mentdse und arzneimittelrechtlich zugelassene Therapieoption des ischdmisch bedingten Insults
dar (DGN Leitlinien 2008). Allerdings konnen aufgrund der Latenz zwischen dem Ereignis und
einer neurologischen Vorstellung im Mittel nur 7-10% der Schlaganfallpatienten einer Lysethe-
rapie zugefiihrt werden (Heuschmann ef al., 2010). Im Dezember 2011 wurde das Zeitfenster der
rtPA-Rekanalisationstherapie von 3 auf 4,5 Stunden erweitert, jedoch korreliert ein verzogerter
Beginn mit einer Abnahme der Wirksamkeit der Thrombolysetherapie und der Zunahme des
Risikos einer sekundidren Diapedeseblutung (Hacke et al., 2008; Wahlgren et al., 2008). Auf-
grund der Héufigkeit der Erkrankung und den damit verbundenen sozialmedizinischen Folgen
wird derzeit nach geeigneten Therapieansétzen zur Optimierung der Versorgung von Schlagan-
fallpatienten gesucht, wobei die suffiziente Wiederherstellung des zerebralen Blutflusses und die
Minimierung des Infarktvolumens im zentralen Fokus stehen. Die medizinische Forschung kon-
zentriert sich insbesondere auf das Verstindnis von ablaufenden pathophysiologischen Prozessen
und der Charakterisierung von endogenen Schutzmechanismen im Gehirn (Iadecola und An-

rather, 2011).
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1.2. Pathophysiologie des ischimischen Schlaganfalls

Obwohl das menschliche Gehirn nur circa 2% der Korpermasse umfasst, beansprucht es 20% der
totalen Sauerstoffversorgung des Organismus (Edvinsson und Krause, 2002). Dieser vergleichs-
weise hohe Sauerstoffbedarf wird vom Organ bendtigt, um iiber oxidative Phosphorylierung den
Energielieferanten Adenosintriphosphat (ATP) zu generieren und mit dessen Hilfe lonengradien-
ten aufrechtzuerhalten, beziehungsweise im Bedarfsfall wiederherstellen zu kénnen. Es wird
vermutet, dass die an der Plasmamembran von Neuronen lokalisierte Na'/K-ATPase etwa 70%
der bereitgestellten Energie innerhalb des Gehirns verbraucht (Edvinsson und Krause, 2002). Die
Aufgabe dieser speziellen lonenpumpe ist es, sowohl die hohe intrazelluldre Kalium-
Konzentration als auch die niedrige intrazelluldre Natrium-Konzentration, welche fiir die Initiie-
rung von Aktionspotentialen notwendig sind, sicherzustellen. Durch Inhibition der mitochondria-
len ATP-Synthese fiihrt eine Ischdmie innerhalb von zwei Minuten zu einem zerebralen ATP-
Defizit mit nachfolgender Membrandepolarisation und Ionenfreisetzung (Caplan, 2000).

Innerhalb des Infarktkerns fallt der Blutfluss unter 20% der normalen Flussrate, sodass die dort
lokalisierten Neurone aufgrund des akut einsetzenden und stark reduzierten Blutflusses mit nach-
folgendem ATP-Defizit innerhalb von wenigen Minuten in den nekrotischen Zelltod iibergehen
(Sims und Muyderman, 2010). Die massive funktionelle und strukturelle Zellschddigung macht
es den Zellen unmoglich ihre verlorene Homdoostase wiederherzustellen oder notwendige Repa-

raturmechanismen zu aktivieren.

Zwischen dem irreversibel geschddigtem Infarktkern und dem normalen Hirnparenchym kommt
es charakteristischerweise zur Ausbildung einer ischdmischen Periinfarktzone, der Penumbra. In
diesem Gebiet ist der Blutfluss und Energiemetabolismus weniger stark eingeschriankt, da die
Substratversorgung durch bereits vorhandene GefiaBkollaterale partiell kompensiert werden kann
(Sims und Muyderman, 2010; Dirnagl et al., 1999). Im Gegensatz zum nekrotisch bedingten
Zelluntergang im Infarktkern, sind im Gebiet der Penumbra zumeist pro- und antiapoptotische
Signalkaskaden aktiv. Durch schnelle Einleitung einer revaskularisierenden Therapie ist man
hier in der Lage, den Zelluntergang zu limitieren und das Infarktvolumen zu reduzieren (Sims
und Muyderman, 2010). Unterbleibt jedoch die therapeutische Intervention oder die spontane
Thrombolyse geht auch dieser Teil des Hirnparenchyms von einer reversiblen funktionellen

Schidigung in eine irreversible strukturelle Schadigung tiber (Dirnagl ef al., 1999).
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1.3. Endogene Neuroprotektion und ischimische Prikonditionierung

Im Verlauf der zerebralen Ischimie kommt es neben der Aktivierung von destruktiven im Zell-
tod miindenden Signalkaskaden auch zu einer Induktion von zelleigenen Schutz- und Repara-
turmechanismen. So fiihrt ein potentiell schidigender Stimulus, welcher kurzzeitig nahe aber
unterhalb der Schadensschwelle appliziert wurde, zur Aktivierung von endogenen Schutzmecha-
nismen und nachfolgend zur Ausbildung einer endogenen Toleranz (Janoff, 1964). Dieser kor-
pereigene Schutzmechanismus wird als Prakonditionierung bezeichnet und wurde in einer Viel-
zahl von Organen wie beispielsweise dem Gehirn beobachtet (Kitagawa et al., 1990). Hier be-
zeichnet es kurze nicht letale ischdmische Intervalle, die zur Entwicklung von Toleranz gegen-
iiber folgenden eigentlich letalen Ischdmien fiihrt. Die erworbene Toleranz bewirkt eine funda-
mentale Verschiebung der endogenen Schadensantwort von Zelltod zu Zelliiberleben (Dirnagl

und Meisel, 2008).

Im menschlichen Gehirn kann das Auftreten einer ,,transienten ischdmischen Attacke* (TIA) die
Ausbildung einer endogenen Toleranz mit einem anschlieenden neuronalen Schutz bewirken
(Dirnagl et al., 2003; Weih et al., 1999). Klinisch definiert wird die TIA als eine durch Ischimie
hervorgerufene funktionell neurologische Stérung ohne Existenz eines strukturell-
morphologischen Korrelats. Die Symptomatik der TIA ist innerhalb von 24 Stunden vollstindig
reversibel und kann iiber die Aktivierung von endogenen neuroprotektiven Mechanismen einen
positiven FEinfluss auf das klinisch-neurologische Bild bei Auftreten eines nachfolgenden

ischidmisch bedingten Schlaganfalls haben (Dirnagl et al., 2003; Weih ef al., 1999).

Weih et al. priasentierten im Jahr 1999 klinische Daten tiber neuroprotektive Effekte von tran-
sienten ischdmischen Attacken. In der Studie wurden 148 Schlaganfallpatienten mit und ohne
vorangegangene TIA nach dem Schweregrad der neurologischen Symptomatik bei stationdrer
Aufnahme und ihrem klinisch-neurologischem Ergebnis beurteilt. Die Patienten mit anamne-
stisch eruierter TIA im gleichen vaskuldren Territorium zeigten einen leichteren klinischen Ver-
lauf kombiniert mit besserer Genesung nach einem ischdmischen Insult (Weih et al., 1999). Dies
bedeutet, dass die aufgetretenen neurologischen Defizite geringer ausgeprigt und die Zahl an
dauerhaften klinisch relevanten Spétfolgen kleiner waren. Diese Beobachtung konnte auch durch

Studien von Moncayo et al., 2000; Sitzer et al., 2004 und Wegener et al., 2004 bestitigt werden.
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1.3.1. Mechanismen der ischimischen Prikonditionierung

Im Rahmen der Priakonditionierung sind zwei zeitlich voneinander abzugrenzende Formen be-
kannt. Zum einen die klassische Prékonditionierung (schnelle Prikonditionierung), welche in-
nerhalb von Minuten nach dem subletalen Stimulus nachweisbar ist und zum anderen eine zeit-
lich verzdgert einsetzende Form, die erst nach einigen Stunden bis Tagen auftritt und die Synthe-
se von Proteinen bendtigt (Kitagawa et al.,1990).

Die Mechanismen der ischdmischen Pridkonditionierung kénnen aus Griinden der Didaktik in
drei verschiedene Module aufgeteilt werden, wobei die einzelnen Komponenten in einem defi-
nierten, zeitlich versetzten Profil ablaufen.

Das erste Modul umfasst die Signal-/Sensorkomponente, wodurch verschiedene die Zelle bedro-
hende Stimuli von zelleigenen Sensoren detektiert und in ein intrazelluldres Signal konvertiert
werden. Der Hypoxie induzierbare Faktor 1 (HIF-1) und eine Vielzahl von sauerstoffsensitiven
Ionenkanélen kontrollieren die zelluldre Hypoxieantwort nicht nur auf spezialisierten Neuronen,

sondern auch auf anderen Zelltypen (Semenza, 2007; Kemp und Peers, 2007).

Ist die Bedrohung von der Zelle detektiert, wird diese im Rahmen des Transduktionsmoduls in
eine zelluldre Antwort iibersetzt. An diesem Prozess sind eine Reihe von Kinasen, wie bei-
spielsweise die Janus-Kinasen (JAKSs), p38 Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) (Nishimu-
ra et al., 2003) und die Akt-Kinase (Akt) (Ruscher et al., 2002) beteiligt.

Der dritte Baustein der ischdmischen Prékonditionierung ist das Effektormodul, welches {iber die
Induktion von Genen die eigentliche Protektion vermittelt. Zu den bekanntesten Mediatoren der
endogenen Toleranz zdhlen: freie Sauerstoffradikale (ROS), Superoxid-Dismutase (SOD) (Da-
nielisova et al., 2005), Erythropoetin (EPO) (Ruscher ef al., 2002), Stickstoffoxid (NO), Hexo-
kinase (HK) (Pastorino et al., 2003) und Vertreter der Bcl-2 Proteinfamilie (Liu et al., 2002).

1.4. Mitochondrien und der neuronale Zelltod

Bei der Entwicklung von ischdmisch bedingter Gewebsschddigung und damit verbundenem Zell-
tod kommt den Mitochondrien eine zentrale Bedeutung zu. Unter hypoxischen Bedingungen ist
die mitochondriale Funktion als Hauptlieferant des Energietragers ATP beeintrachtigt, was liber
ein wachsendes Energiedefizit zur Schidigung der Zellhomdostase und Funktion fiihrt. Aufer-
dem besitzen die Mitochondrien eine Schliisselposition in diversen im Zelltod miindenden Si-

gnalwegen (Sims ef al., 2002).
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In Séugetieren existieren zwei alternative Signalkaskaden, um den programmierten Zelltod zu
induzieren: der Rezeptor-vermittelte Apoptoseweg (extrinsic pathway) und der mitochondrial-
vermittelte Apoptoseweg (intrinsic pathway). Beide Signalwege benutzten spezifische intrazellu-
lare Caspasen (cysteine aspartyl-specific proteases), um die charakteristischen Verdnderungen
des programmierten Zelltodes zu bewirken, wobei die Signaltransduktion an unterschiedlichen
Stellen verstirkt oder inhibiert werden kann.

Da in der vorliegenden Arbeit die Funktion der Mitochondrien im Rahmen der Apoptoseantwort
im zentralen Fokus der Betrachtung steht, soll im folgenden insbesondere auf den mitochondrial-
vermittelten Apoptoseweg eingegangen werden. Bei dieser Form des programmierten Zelltodes
fiihrt eine Erhohung der duBeren mitochondrialen Membranpermeabilitit zur Freisetzung von
proapoptotischen Proteinen aus dem intermembrandren Raum in das Zytosol. Zu diesen apopto-
seeinleitenden Molekiilen gehdren Cytochrom C, Smac/Diablo, HtrA2 (Omi), AIF (apoptosis-
inducing factor) und DNaseG (Green et al., 2002; Wang et al., 2001). Die zytosolische Freiset-
zung von Cytochrom C resultiert aus einem ionischen Ungleichgewicht mit einer nachfolgenden
osmotisch bedingten mitochondrialen Schwellung durch Formation von in der Mitochondrien-
membran liegenden Kanilen, sogenannten mitochondrialen Permeabilitit-Transitionsporen (Mi-
tochondrial Permeability Transition Pore, MPTP) (Leung und Halestrap, 2008). Der Prozess der
mitochondrialen AuBenmembranpermeabilisierung wird als mitochondrial outer membrane
permeabilization, MOMP bezeichnet (Youle und Strasser, 2008). In Anwesenheit von ATP bin-
det das durch MOMP freigesetzte Cytochrom C im Zytosol an Apaf-1 (apoptotic protease acti-
vation factor-1), veranlasst seine Oligomerisation und fiihrt zur Rekrutierung und Autoaktivie-
rung von Procaspase-9. Der entstandene Proteinkomplex aus Cytochrom C, Apaf-1 und Pro-
caspase-9 wird als Apoptosom bezeichnet und sorgt mit der anschlieBenden Aktivierung der

Caspase-3 fiir den finalen Kaskadenpunkt des intrinsischen Wegs (Desagher et al., 2000).
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mitochondrial vermittelter Apoptoseweg (intrinsischer Weg)

Stress, UV, Chemotherapie

Effektor-
Caspase

Initiator-
Caspase

Apoptose Apoptosom

Abbildung 1: Mitochondrial vermittelter Apoptose-Signalweg. Multiple Stimuli wie beispielsweise UV-Licht,
DNA-Schiden, Oxidantien, Chemotherapeutika oder ein vermehrter Kalzium-Einstrom induzieren eine Zunahme
der Permeabilitit der duleren Mitochondrienmembran. Dies fiihrt zu einem Ausstrom von apoptogenen Faktoren
wie Cytochrom C, AIF, Smac/Diablo aus dem Mitochondrium ins Zytosol. Das freigesetzte Cytochrom C bindet an
Apaf-1 veranlasst seine Oligomerisation und fithrt zur Rekrutierung und Autoaktivierung von Pro-Caspase 9. Der
entstandene Proteinkomplex aus Cytochrom C, Apaf-1 und Pro-Caspase 9 wird als Apoptosom bezeichnet und sorgt
fiir die Aktivierung der Caspase 3. Diese Effektorcaspase vermittelt im finalen Schritt des intrinsischen Wegs den

programmierten Zelltod. Abbildung modifiziert aus Shoshan-Barmatz ef al., 2010.

1.5. Mitochondriale Permeabilitiit-Transitionsporen und die Induktion von

Zelltod

Eine dramatische Erhohung der intrazelluldren Kalzium-Konzentration fiihrt klassischerweise zu
einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und miindet im Zelltod. Es wird
vermutet, dass verschiedene proapoptotische Stimuli maBgeblich zur Formation des MPTP-
Kanals in der mitochondrialen Membran beitragen und iiber eine gezielte Modulierung des
MPTP fiir die Induzierung von Zelluntergangsmechanismen verantwortlich sind (Tsujimoto und
Shimizu, 2007; Shoshan-Barmatz und Gincel, 2003; Halestrap ef al., 2000).

In der Literatur wird der MPTP mehrheitlich als ein dynamischer Multiproteinkomplex, beste-
hend aus dem spannungsabhénigen Anionkanal (voltage dependent anion channel, VDAC) in
der duBeren Mitochondrienmembran (outer mitochondrial membrane, OMM), dem Adenin-
Nukleotid Translokator (ANT) in der inneren Mitochondrienmembran (IMM), Cyclophilin D

(Cyp D) als regulatorisches Matrixprotein und weiteren moglichen Molekiil(en), beschrieben
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(Sims und Muyderman, 2010; Leung und Halestrap, 2008; Tsujimoto und Shimizu, 2007). Die
genaue Zusammensetzung des Multiproteinkomplexes ist derzeit Gegenstand vieler Diskussio-
nen, denn bisher konnte nur Cyclophilin D als eine obligate Komponente des MPTP bestitigt
werden (Halestrap et al., 2007). Zudem sind die zugrunde liegenden Mechanismen fiir die
MPTP-Formation und Modulierung nicht vollstdndig verstanden (Sims und Muyderman, 2010;
Leung und Halestrap, 2008).

S

Zytosol

OMM

Intermembrandéser
Raum

MM

Abbildung 2: Putative molekulare Architektur der mitochondrialen Permeabilitit-Transitionspore.

Darstellung der putativen Strukturkomponenten der mitochondrialen Permeabilitit-Transitionspore (MPTP). Der
dynamische Multiproteinkomplex besteht aus dem spannungsabhinigen Anionkanal (VDAC) in der duleren Mito-
chondrienmembran (OMM), dem Adenin-Nukleotid Translokator (ANT) in der inneren Mitochondrienmembran
(IMM) und Cyclophilin D (CyD) als regulatorisches Matrixprotein. Angedeutet ist auch eine Assoziation der mito-
chondrialen Hexokinase (HK) mit VDAC, was tiber noch nicht eindeutig gekldrte Mechanismen die Freisetzung von

mitochondrialem Cytochrom C verhindern konnte. Abbildung modifiziert aus Shoshan-Barmatz ef al., 2010.

1.5.1. Rolle des spannungsabhingigen Anionenkanals in der Apoptoseregulation

Die VDAC Proteinfamilie wurde erstmals 1976 beschrieben und beinhaltet drei Isoformen
VDACI-VDAC3, welche alle in der dufleren Mitochondrienmembran lokalisiert sind.

Der spannungsabhingige Anionenkanal, VDACI stellt nicht nur eine mogliche Strukturkompo-
nente des MPTP dar, sondern tréigt iiber eine Oligomerbildung auch zur mitochondrialen Cytoch-
rom C Freisetzung mit nachfolgender Induktion von Apoptose bei (Shoshan-Barmatz et al.,
2008). Es liegt die Vermutung nahe, dass die VDAC1-Aktivitéit und die Apoptoseregulation iiber
den MPTP-Proteinkomplex und MOMP eng miteinander verbunden sind.

Als wichtiges Schliisselprotein in mitochondrial vermitteltem Zelltod ist VDAC1 mafigeblich an

der Freisetzung von proapoptotischen Proteinen aus dem intermembrandsen Raum beteiligt und
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fungiert als wichtiger Interaktionspartner von zelltodregulatorischen Proteinen wie Bcl-2 und der
Hexokinase (Azoulay-Zohar et al., 2004; Halestrap et al., 2002). Es gibt eindeutige Hinweise,
dass die Bindung von antiapoptotischem Bcl-2 an VDACI zu einer direkten Unterdriickung der
VDAC!1 Uberexpression mit nachfolgender Suppression der Apoptose fiihrt (Tsujimoto und
Shimizu, 2000).

Analog wird auch eine liber VDAC]1-vermittelte mitochondriale Bindung der Hexokinase be-
schrieben, welche die Aktivitdt des MPTP inhibiert und dariiber zur Reduzierung des Zelltodes

in Kardiomyozyten beitrdgt (Zuurbier ef al., 2005).

1.6. Apoptoseregulatorische Proteine

1.6.1. Proteine der Bcl-2 Familie

Die Familie der B-cell Lymphoma-2 Proteine (Bcl-2) ist durch vielfiltige Mechanismen an der
Apoptoseregulation beteiligt (Youle und Strasser, 2008). Verschiedene Vertreter der Bcl-2 Pro-
teine besitzen die Fahigkeit, die Aktivitit des an der d&uBBeren Mitochondrienmembran lokalisier-
ten spannungsabhingigen Anionenkanals (VDAC) suffizient zu modulieren. (Shimizu et al.,
2000). Dazu umfasst die Bcl-2 Familie pro-und antiapoptotische Vertreter mit charakteristischen
Strukturhomologien, welche klassischerweise in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden
konnen. So inhibieren beispielsweise antiapoptotische Vertreter wie Bcl-2, Bel-xp und Bcl-w,
die Offnung des MPTP-Kanals durch Bildung von Heterodimeren mit Bax, Bak oder BH-3-only
Proteinen. Die zweite Gruppe mit den proapoptotischen Vertretern Bax und Bak fordert {iber
nicht vollstdndig gekliarte Mechanismen, die MPTP-Kanalbildung durch Homooligomerisation
und stimuliert dartiber die mitochondriale Cytochrom C Ausschiittung. Alle anderen proapopto-
tischen Bcl-2 Proteine, wie Bad, Bim und Bid, gehoren in die divergierende Gruppe der BH-3-
only Proteine und fungieren als Stresssensoren durch Induzierung von Apoptose und Antagoni-
sierung der Bcl-2/Bcl-xp Antwort (Youle und Strasser, 2008; Kroemer und Reed, 2000). Daran
anlehnend aktivieren und unterstiitzen BH3-only Proteine direkt die Bax- und Bak-
Oligomerisation an der dufleren Mitochondrienmembran mit einer damit verbundenen Apopto-

seinduktion (Robey und Hay, 2006).

Die antiapoptotischen Bcl-2 Proteine weisen vier strukturell hochkonservierte Aminosdurese-
quenzen, sogenannte BH Doménen (BH-1 bis BH-4) auf (Adams und Cory, 1998). Mutationen

und Strukturanalysen innerhalb der BH Dominen von antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen haben
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ergeben, dass die BH-1 und BH-2 Domine und wahrscheinlich auch die BH-3 Doméne fiir die
Bildung von Heterodimeren mit proapoptotischen Bcl-2 Proteinvertretern verantwortlich sind
und so gezielt deren proapoptotische Aktivitdt unterdriicken (Sugioka et al., 2003).

Im Gegensatz zu den BH-1 bis BH-3 Doménen stellt die BH-4 Doméne eine — mit Ausnahme
der proapoptotischen Vertreter Bcl-xs und Bel-xax — nur innerhalb der antiapoptotischen Bcel-2
Familie vorkommende Domine dar (Hossini und Eberle, 2008). Die Mutation der N-terminal
homologen BH-4 Doméne in Bcl-2 und Bcel-x, fiihrte in verschiedenen experimentellen Ansét-
zen zur Aufthebung der zellschiitzenden Eigenschaft dieser Proteine (Pastorino und Hoek, 2003;
Shimizu et al., 2000; Huang et al., 1998). Eine Studie mit VDAC Liposomen zeigte, dass Bel-xi.
im Gegensatz zu Bcl-xp ohne BH-4 Doméne in der Lage war, die VDAC Aktivitdt zu unter-
driicken. Die BH-4 Oligopeptide von Bcl-2 und Bcel-x; besaBlen die Fahigkeit, anders als in der
BH-4 Doméne mutierte Peptide, die VDAC Aktivitdt an Liposomen auch in der Gegenwart von
Bax entgegenzuwirken und den Verlust des mitochondrialen Membranpotentials in isolierten
Mitochondrien zu inhibieren (Shimizu et al., 2000). Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die
BH-4 Doméne, fusioniert an die Protein Transduktionsdoméne vom HI Virus (human deficiency
virus, HIV) (TAT-BH-4) vor Apoptose schiitzt (Ju et al., 2007; Sugioka et al., 2003; Shimizu et
al., 2000).

Diese experimentellen Daten beweisen, dass allein die BH-4 Doméne von Bcl-2/Bcl-x;. essenti-
ell und suffizient die VDAC-Aktivitéit blockiert, vor apoptotischen Membranpotentialverdnde-
rungen schiitzt und mafigeblich apoptotischen Zelltod unterdriickt (Ju et al., 2007; Shimizu et al.,
2000).

1.7. Familie der Hexokinasen

1.7.1. Katalytische Funktion der Hexokinase

Die Hexokinase (HK) ist klassischerweise als Schliisselenzym aus dem Glukosemetabolismus
bekannt, wo sie ATP-abhingig die erste obligate Reaktion der Glykolyse katalysiert (Wilson,
1995). Durch Phosphorylierung von intrazelluldrer Glukose zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P) ist
die Hexokinase essentiell fiir die Aufrechterhaltung des Glukosekonzentrationsgradienten. Die
phosphorylierte Hexose ist nun unfdhig die lipophile Zellmembran zu passieren und wird dem
weiteren Energiemetabolismus der Zelle zugefiihrt (Robey und Hay, 2006; Wilson, 2003). Nach-
folgend kann das entstandene G-6-P in Form der Energiereserve Glykogen intrazelluldr gespei-

chert, der weiteren Glykolyse zur Energiegewinnung zugefiihrt oder zur Gewinnung von Reduk-
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tionsiquivalenten (NADPH/H") und Nukleotiden (ATP, GTP) im Pentose-Phosphatweg ver-
stoffwechselt werden (Wilson, 2003).

ATP  ADP Glykogen
\ / (Speicherform)

Glukose Glukose-6-Phosphat, —————p Glykolyse
(Energiegewinnung)
\ Pentose-

phosphatweg
(Produktion von
Nukleotiden und
Reduktionsédquivalenten)

Abbildung 3: Glukosemetabolismus. Die ATP-abhédngige Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat
durch die Hexokinase stellt die gemeinsame erste Reaktion in den Stoffwechselwegen des Glukosemetabolismus

dar. Abbildung modifiziert aus Wilson, 2003.

In den Geweben von Séugetieren findet sich eine Familie von vier Isoenzymen der Hexokinase
(HKI-IV) mit unterschiedlichen katalytischen, regulatorischen und expressionsspezifischen Ei-
genschaften (Robey und Hay, 2006).

Die HKI-III haben eine hohe Affinitidt zu dem Substrat Glukose (Ky-Wert: 0.02-0.03 mM) und
konnen durch das Produkt G-6-P mittels eines potenten negativen Riickkopplungsmechanismus
inhibiert werden (Pastorino und Hoek, 2003). Dazu besitzen die HKI-III eine durch Glukose,
Glukagon, Insulin und verschiedene Wachstumsfaktoren aktivierbare Promoterregion, welche
eine transkriptionelle Regulation der HK Expression ermdoglicht. So ist die HK in der Lage ihre
Proteinkonzentration den unterschiedlichen intrazelluldren Stoffwechselbediirfnissen anzupas-

sen.

Wihrend in der HKI nur der C-Terminus eine katalytische Aktivitét besitzt und der N-Terminus
eine regulatorische Funktion iibernimmt, verfiigt die HKII iiber zwei intrinsisch katalytisch akti-
ve Termini (Robey und Hay, 2006). Zusitzlich besteht bei der HKII eine enge funktionelle Inter-
aktion zwischen der N- und C-terminalen Hélfte des Proteins. So bewirkt eine Glukosebindung
am N-Terminus des glykolytischen Enzyms eine Herunterregulierung der katalytischen Aktivitit
im C-Terminus (Ardehali et al., 1999).

Die Isoenzyme I-I1I der Hexokinase Familie umfassen eine ProteingroBe von 100 kDa und besit-
zen zwei strukturell homologe 50 kDa Halften, welche durch vermutliche Genduplikation mit
anschlieBender Tandemligation entstanden sind (Sun et al., 2008; Robey und Hay, 2006; Tsai
und Wilson, 1995).
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Die Isoform IV der Hexokinase Familie wird als Glukokinase (HKIV) bezeichnet. Im Gegensatz
zu den Hexokinasen, welche definitionsgemiB neben Glukose auch andere eng verwandte Hexo-
sen wie Mannose, 2-Desoxyglukose, Glukosamin und Fruktose an ihrer sechsten Carboxylgrup-
pe phosphorylieren, katalysiert die Glukokinase diese Reaktion nur mit dem Substrat Glukose.
Das Isoenzym IV ist 50 kDa grof3 und unterliegt bei einer geringeren Affinitit zu Glukose (Ky-
Wert: 5-8 mM) nicht der G-6-P-Riickkopplung (Pastorino und Hoek, 2003).

1.7.1.1.  Gewebs- und zellspezifische Regulation der Hexokinase Isotypen

Alle Hexokinasen besitzen unter homdostatischen Bedingungen charakteristische Expressions-
muster in unterschiedlichen Geweben. Die konstitutiv in allen Geweben vorkommende HKI
stellt zudem die Hauptisoform im Gehirn dar. Hingegen ist die HKII die pridominante Isoform
in insulinsensitiven Geweben wie Herz-und Skelettmuskel, Fettgewebe und den Mesangiumzel-
len der Niere (Robey und Hay, 2006). Die HKIII unterliegt einer ubiquitir niedrigen Expression,
wogegen die Glukokinase isoliert in der Leber und in den 3-Zellen des Pankreas vorkommt (Pa-

storino und Hoek, 2003).

Im Unterschied zu gesunden Geweben ist die Glykolyserate in Tumoren auch unter physiologi-
schen Sauerstoffbedingungen stark erhoht. Diese fundamentale Anderung der Stoffwechselfunk-
tion in Tumorzellen wird unter dem Begriff Warburg-Effekt zusammengefasst (Pedersen, 2008;
Pastorino und Hoek, 2003). In schnell wachsenden und schlecht differenzierten Tumoren ist ins-
besondere die Expressionsrate der HKII signifikant erhoht, was fiir eine wichtige Bedeutung des
iberexprimierten Proteins in dysreguliertem Wachstum spricht (Sun et al., 2008; Pastorino et al.,
2002). In den verdnderten Zellen ist bis zu 70% der HKII iiber Interaktion mit VDAC am Mito-
chondrium gebunden, wodurch das Enzym einen direkten Zugriff auf mitochondrial generiertes
ATP hat. Unter diesen Bedingungen sind Tumore in der Lage eine gesteigerte aerobe Glykolyse-
rate zu etablieren und iiber einen potenten Schutz gegeniiber apoptotischen Zelltod, uneinge-

schriankt zu wachsen (Pastorino und Hoek, 2003).

1.7.1.2. Induktion der Hexokinase II Expression durch Prikonditionierung in

neuronalen Zellen

In einer fritheren Dissertation (Neeb, 2006) in unserer Arbeitsgruppe wurde die Induktion von

Hypoxie induzierbarem Faktor 1 (HIF-1) Zielgenen durch Prikonditionierung mittels Genex-
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pressionsanalyse im Gehirn untersucht. Bei HIF-1 handelt es sich um einen globalen Regulator
der intrazelluldren Sauerstofthomdostase, welcher eine essentielle Rolle bei der Vermittlung der
zelluldren Regulation auf einen prakonditionierenden Stimulus spielt (Semenza, 2011; Semenza,
2007; Semenza, 2000).

Wie bereits beschrieben, stellt die HKI die prddominante Isoform im Gehirn dar, wéihrend die
HKII nur in geringem Umfang in diesem Gewebe exprimiert wird. Bei Behandlung der priméren
Kortexneurone mit dem Eisenchelator und HIF-1 Induzierer Deferoxamin (DFO) konnte eine
isolierte Erhohung der HKII m-RNA Expression beobachtet werden, wihrend die HKI m-RNA
nicht induziert wurde (Abb. 5).
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Abbildung 4: m-RNA Expressionsraten der Hexokinase I und Hexokinase II.
Endogene Hexokinase I (HKI) und Hexokinase (HKII) m-RNA Induktion nach Behandlung primérer Kortexneuro-

nen mit dem Eisenchelator Deferoxamin (DFO). Abbildung modifiziert aus Mergenthaler ef al., 2012.

Folglich unterliegt die HKII Expression in neuronalen Zellen einer HIF-1-abhidngigen Regulati-
on, welche vermutlich durch die spezifische HIF-1 Bindungsstelle am HKII Promoter vermittelt

wird (Pastorino und Hoek, 2003).

1.7.1.3.  Strukturell-regulatorische Organisation der Hexokinasen

Wihrend die HKIII vorwiegend perinukledr und die HKIV rein zytosolisch lokalisiert sind, ha-
ben nur die HKI-II die Fahigkeit unter bestimmten Bedingungen einen Kompartimentwechsel zu
vollziehen und sich zwischen Zytosol und Mitochondrium zu bewegen (Mathupala et al., 2009).
Dazu besitzen die N-Termini der HKI und HKII eine hochkonservierte 21 Aminoséuren lange
mitochondriale Lokalisationssequenz, welche imstande ist eine hydrophobe a-Helix zu formen
und dariiber eine Bindung an die Mitochondrienmembran zu vermitteln (Sun ef al., 2008). Der

spannungsabhingige Anionenkanal ist ein bekannter Bindungspartner der HKI und HKII an der
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dulleren Mitochondrienmembran, wobei insbesondere eine Interaktion zwischen der HK und der
Isoform VDACI beschrieben wird (Pastorino und Hoek, 2008; Robey und Hay, 2006).

Der Zellkompartimentwechsel der HKI und HKII unterliegt einer dynamischen Regulation und
wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Zu diesen regulierenden Parametern gehoren die
physiologische G-6-P-Konzentration, zweiwertige Kationen, ATP, anorganisches Phosphat und
der intrazellulare pH-Wert (Wilson, 2003; Wilson, 1978).

Im Hinblick auf die mitochondriale Assoziation der HKI und HKII kommt auch der Akt-
Kinase/Proteinkinase B (Akt) eine wichtige regulatorische Rolle zu. Bei Akt handelt es sich um
eine hochkonservierte Proteinkinase, welche eine Vielzahl zelluldrer Funktionen beeinflussen
und gezielt modulieren kann. So unterstiitzt sie beispielsweise glukoseabhéngig die Aufrechter-
haltung der mitochondrialen Integritit und inhibiert die auf einen apoptotischen Stimulus fol-
gende Cytochrom C Ausschiittung. Bisher besteht Unklarheit iiber die molekularen Mechanis-
men des Akt-vermittelten Zellschutzes (Robey und Hay, 2006). Interessanterweise wurde in der
Aminoséduresequenz der HKI und HKII ein charakteristisches Akt-Phosphorylierungsmotif be-
schrieben, worliber der Phosphorylierungszustand der zwei HK Isoformen iiber Akt aktiv ge-
steuert und moglicherweise die Interaktion zwischen HK und Mitochondrium gezielt modifiziert

werden kann (Robey und Hay, 2006; Miyamoto et al., 2004a).

Anhand von Strukturanalysen wurde von Pastorino and Hoeck, 2003 eine putative BH-4 Domé-
ne im HKII Gen beschrieben. Die Bedeutung und Funktion der BH-4 Doméne wurde in Kapitel
1.6.1. erldutert. In der deskriptiven Ubersichtsarbeit wurden die BH-4 Dominen zahlreicher an-
tiapoptotischer Bcl-2 Proteine gegeniiber gestellt und mit der HKII-Sequenz verglichen. Die
Strukturanalyse zeigte eine Bcl-2 homologe Region im C-Terminus des HKII Gens, welche zur

Vermittlung der antiapoptotischen Effekte des Proteins beitragen konnte.

1.7.1.4. Rolle der Hexokinase in der Apoptoseregulation

Moglicherweise verfiigen die HKI und HKII neben ihrer zentralen Bedeutung im Glukosemeta-
bolismus iiber eine zusitzliche Funktion bei der Regulation von intrazelluliren Zelltodmecha-
nismen. Ahmad et al. 2002 exprimierte die HKII in Lungenepithelzellen und konnte einen
Schutz gegeniiber oxidativ induzierten Zelltod zeigen. In Kardiomyozyten demonstrierten Giirel
et al., 2009 und Zuubier et al., 2005 einen vergleichbaren Effekt des Proteins unter Ischimiebe-
dingungen. Sie beschrieben eine HKII-vermittelte Protektion durch mitochondriale Lokalisation

und damit einhergehender Unterdriickung der MPTP-Offnung. Im Vergleich zum kardioprotek-
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tiven Effekt der HKII unterlag die HKI in diesem experimentellen Ansatz keiner Expressions-
steigerung oder Kompartimentverschiebung. Die Ergebnisse sind kongruent mit experimentellen
Daten aus unserer Arbeitsgruppe, welche einen Schutz von HKII transfizierten Neuronen im
Vergleich zu unbehandelten Neuronen im kombinierten Sauerstoff- und Glukose-
Deprivationsmodell zeigte (Mergenthaler ef al., 2012). Auf Grund der isolierten, hypoxisch be-
dingten Expressionsinduktion der HKII-mRNA, fokussierten sich die Experimente ausschlieB3-

lich auf die Detektion von HKII-assoziiertem Zellschutz.

Die molekularen Mechanismen, durch welche die HKII in den unterschiedlichen Geweben ihre
protektiven Effekte vermittelt, sind nicht vollstdndig verstanden und derzeit Gegenstand intensi-
ver Forschung (Mergenthaler ef al., 2012; Sun ef al., 2008; Robey and Hay, 2006; Pastorino und
Hoek, 2003). Aus neurologischer Sicht ist insbesondere der Einfluss der HKII auf die endogen
ablaufenden Schutz-und Reparaturmechanismen im Periinfarktgebiet des ischdmischen Schlag-
anfalls interessant. Da das Hirngewebe in diesem Bereich einer primér reversiblen funktionellen
Schidigung unterliegt, konnte das Verstindnis der antiapoptotischen Mechanismen dazu beitra-
gen den drohenden Gewebsuntergang in der Penumbra zu reduzieren und dariiber das klinische

Ergebnis der Patienten zu verbessern (Dirnagl et al., 1999).

L.8. Arbeitshypothesen und Arbeitsprogramm

In Anbetracht der HIF-1 vermittelten Expressionssteigerung der HKII und dem damit einherge-
henden Schutz vor Hypoxie-induzierten neuronalen Zelltod, stellt sich nun die Frage nach den
Mechanismen der neuroprotektiven Wirkung der HKII. Ziel der vorgelegten Arbeit ist eine
strukturell-funktionelle Charakterisierung der glukoseabhéngigen Apoptoseregulation durch die
HKII. Die Arbeitshypothesen basieren auf den in der Einleitung beschriebenen HKII Eigenschaf-

ten.
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1. Hypothese: Die N-terminale Domine der Hexokinase II ist essentiell fiir die mitochon-

driale Assoziation und dem damit verbundenen neuroprotektiven Effekt des Proteins.

/ S

/
(o)
\ D
. Mitochondrium

e
+ e

Z ) HKII mRNA

Abbildung 5: Putativer neuroprotektiver Mechanismus der Hypothese 1. Zerebraler Sauerstoffmangel fiihrt zu
einer Aktivierung des Hypoxie induzierenden Faktors 1 (HIF-1), welcher iiber eine spezielle HIF-1 Bindungsstelle
im Hexokinase II Gen (HKII) die Hochregulierung der HKII-mRNA Expression mit Steigerung der HKII Protein-
expression induziert. Nachfolgend bindet die HKII iiber die mitochondriale Lokalisationssequenz an das Mitochon-

drium und vermittelt die Neuroprotektion.

2. Hypothese: Die Phosphorylierung der Hexokinase II durch die Akt-
Kinase/Proteinkinase B vermittelt iiber eine mitochondriale Assoziation die neuroprotekti-

ven Effekte des Proteins.

e

\ \
gy <

__)‘ Neuroprotektion/
Zellschutz

Mitochondrium

\\

HKII mRNA

Abbildung 6: Putativer neuroprotektiver Mechanismus der Hypothese 2. Zerebraler Sauerstoffmangel fiihrt zu
einer intrazelluldren Aktivierung des Hypoxie induzierenden Faktors 1 (HIF-1), welcher iiber eine spezielle HIF-1
Bindungsstelle im Hexokinase II Gen (HKII) die Hochregulierung der HKII-mRNA Expression mit einer nachfol-
genden Steigerung der HKII Proteinexpression induziert. Gleichzeitig wird Akt durch Phosphorylierung aktiviert
und phosphoryliert anschlieBend die zytosolische HKII, welche durch diesen Stimulus an das Mitochondrium bindet

und die Neuroprotektion vermittelt.
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3. Hypothese: Die putative BH4 Doméine der HKII ist essentiell fiir die neuroprotektiven
Eigenschaften der HKII.

a.) Bcl-2 Proteinfamilie

N-TERMINUS C-TERMINUS

I ——{ehs———— s ——Ie

b.) Bel-x;,

IR S R ELVV DR LSYK L SOK G S |-~ —IEE

¢.) HKII

[ R D T L G

Aminoséure: 753-773

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Hypothese 3. a.) Charakteristische BH Doménen Anordnung inner-
halb der Bcl-2 Familie. b.) BH-4 Domine von Bcl-x;. ¢.) putative HKII-BH-4 Doméane mit Markierung von Amino-

sdure-Homologien zu Vertretern der Bcl-2 Familie.

4. Hypothese: Die katalytische Aktivitit der Hexokinase II ist essentiell fiir die antiapopto-
tische Wirkung der HKII.

Neuroprotektion/
Zellschutz

i

Gl

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Hypothese 4. Die ATP-abhingige Phosphorylierung von intrazellu-
larer Glukose zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P) durch die Hexokinase II (HKII) stellt nicht nur die Schliisselreaktion

im Glukosemetabolismus dar, sondern ist auch essentiell fiir die Vermittlung der neuroprotektiven Effekte der HKII.



Material und Methoden

17

2. MATERIAL & METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Gerite

Gerite Hersteller

Autoklav H+P Labortechnik AG, OberschleiSheim
(Deutschland)

Bakterieninkubator Minitron, Infors AG, Bottmingen (Schweiz)

Fluoreszenzfilter fir Mikroskop DMIL:
F41-025, F41-027, F41-041
Fuchs-Rosenthal Zahlkammer
Gelscanner Typhoon 8600
Homogenisierer

Kiihl- /Gefrierschrianke

Magnetrithrer mit Heizplatte
Mikroskope:
Leica DMIL mit Fluoreszenz-/Kamerasystem,

Stereomikroskop

Mikrowelle

Nucleofector I

OGD-Kammer, Concept 400

pH Meter pH100

Photometer

Reinstwasseranlage

Schiittler

Spannungsquelle fiir Gelelektrophorese
Sterilwerkbank (laminar flow)
Thermocycler Hybaid PCRexpress
Thermocycler Trio Thermoblock
Thermomixer

Tischschiittler

Typhoon 8600

UV-Lampe

AHF Analysetechnik AG, Tiibingen (Deutschland)
Lo Laboroptik, Friedrichsdorf (Deutschland)
Amersham Biosciences, Freiburg (Deutschland)
VWR International, Darmstadt (Deutschland)
AEG, Frankfurt; Liebherr Ochsenhausen
(Deutschland)

IKA Labortechnik, Staufen (Deutschland)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
(Deutschland)

Braun, Kronberg (Deutschland)

Amaxa GmbH, KoIn (Deutschland)

Ruskinn Technologies, Bridgend (UK)

VWR International, Darmstadt (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Millipore GmbH, Schwalbach (Deutschland)
Edmund Biihler Lab Tec, Tiibingen (Deutschland)
Sartorius AG, Géttingen (Deutschland)

Nuaire, COTECH Berlin (Deutschland)
Thermo Scientific, Bonn (Deutschland)
Biometra GmbH, Géttingen (Deutschland)

IKA Labortechnik, Staufen (Deutschland)

IKA Labortechnik, Staufen (Deutschland)
Amersham Biosciences, Freiburg (Deutschland)

Bioblock Scientific, Illkirch (Frankreich)
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Vakuumpumpe

Waagen CP225D

Wasserbad

Western Blot Elektrophorese-Kammer
Western Blot Entwicklungs-Kamera:
Proline 9000, mit Objektiv Canon EF
50mm F/1.2L USM
Zellkulturinkubator

Zentrifugen

2.1.2. Software

Vacubrand, Wertheim (Deutschland)
Sartorius, Gottingen (Deutschland)
BL150 Sartorius, Géttingen (Deutschland)
Koéttermann GmbH, Uetzte/Hanigsen
(Deutschland)

Biorad, Miinchen (Deutschland)

Finger Lakes Instrumentation, Lima (USA)
Nuaire, COTECH Berlin (Deutschland)

Hettich Universal 30RF, Hettich Universal 32R,
Thermo Electron, Oberhausen (Deutschland),

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
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Software

Hersteller

pubmed Datenbanken, BLAST Programm

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

National Center for Biotechnology Information,

Bethesda, CA (USA)

SPSS SPSS GmbH, Miinchen (Deutschland)

Adobe Photoshop Adobe Systems GmbH, Miinchen (Deutschland)
2.1.3. Chemikalien, Reagenzien, Enzyme, Proteine

Chemikalien Hersteller

Agar-Agar Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Agarose NEEO Ultra Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Ethanol J.T. Baker, Deventer (Niederlande)

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Glyzerol, >99%

Glyzin

Hefeextrakt
Isopropanol
Kaliumchlorid (KCI)
Kalziumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
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Milchpulver, blocking grade
Paraformaldehyd

Protease Inhibitor Cocktail
Proteinmolekulargewichtsmarker Page Ruler
Phosphatase Inhibitor Cocktail A & B
Phusion-DNA-Polymerase
Laurylsulfat (SDS)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Natriumbicarbonat (NaHCO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat (C24H39NaO,)
Natriumfluorid (NaF)
T4-DANN-Ligase

TEMED

Trizma-Base

Trizma-HCl

TMRE Molecular Probes
Trypsin/EDTA

Tween-20

Westernblot Luminol-Reagenz: sc-2048
Zeocin

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Roche, Mannheim (Deutschland)
Fermentas, St. Leon-Rot (Deutschland)
Roche, Mannheim (Deutschland)
Finnzmyes OY, Espoo (Finnland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Serva, Heidelberg (Deutschland)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Roche, Mannheim (Deutschland)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Biochrom, Berlin (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

2.1.4. Zellkulturmedien und Zusatze

Produkt

Hersteller

Ampuva Spiilllésung

B27 supplement

Collagen G

D-(+)-Glukose >99.5% Reinheit

DMEM mit Glukose

DPBS 10x (Dulbecco phoshate-buffered saline)
FCS (fetal calf serum)

FCS (fetal calf serum) GOLD

Glutamat

HEPES 1M

Insulin (Insuman Rapid)

Fresenius Kabi (Deutschland)

Gibco, Karlsruhe (Deutschland)
Biochrom, Berlin (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Gibco, Karlsruhe (Deutschland)

Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Biochrom, Berlin (Deutschland)

PAA, Linz (Osterreich)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Sanofi Aventis, Frankfurt (Deutschland)
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L-Glutamin

MEM-Earle

Natrium-Pyruvat

Neurobasal A Medium (NBM-A)
Neurobasal Medium (NBM)
Penicillin 10.0001E/
Streptomycin 10.000 pg/ml (Pen/Strep)
PBS w/o

Poly-L-Lysin (0.1 mg/ml)
Trypan Blau

Trypsin/EDTA (10x)

2.1.5. Antikorper

Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Gibco, Karlsruhe (Deutschland)

Gibco, Karlsruhe (Deutschland)

Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Biochrom AG, Berlin (Deutschland)
Biochrom AG, Berlin (Deutschland)

Antikorper

Hersteller

Anti-HKII goat, polyklonal IgG, (sc-6521)
Anti-Actin goat, polyklonal IgG, (sc-1616)
Donkey anti-goat IgG HRP-linked (sc-2020)
Donkey anti-goat IgG HRP-linked (sc-2033)

2.1.6. Kits und Gele

Santa Cruz, Santa Cruz (CA, USA)
Santa Cruz, Santa Cruz (CA, USA)
Santa Cruz, Santa Cruz (CA, USA)
Santa Cruz, Santa Cruz (CA, USA)

Produkt

Hersteller

BCA protein assay Kkit,

reducing agent compatible (23250)
QIAGEN Endofree Maxiprep Kit
QIAGEN Plasmid Mini Kit

QIAquick Gel extraction/PCR Purification Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

. ™ .
Precise " Proteingele

2.1.7. Bakterienstimme

Pierce, Bonn (Deutschland)
QIAGEN, Hilden (Deutschland)
QIAGEN, Hilden (Deutschland)
QIAGEN, Hilden (Deutschland)
QIAGEN, Hilden (Deutschland)
Pierce, Bonn (Deutschland)

Produkt

Hersteller

One Shot TOP 10 Competent Cells

2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Deutschland)

Produkt

Hersteller

Elektroporationskiivetten (steril) fiir

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
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Nucleofector I™

Plastikwaren

Kodak Biomax Light-1 X-ray Filme

PVDF-Membran

(Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Falcon, Franklin Lakes (NJ, USA)

Nunc, Langenselbold (Deutschland)
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
(Deutschland)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)
Millipore, Schwalbach (Deutschland)

2.1.9. Medien- und Pufferzusammensetzungen

2.1.9.1. Zellkulturmedien
Medium Zusammensetzung
BSS, 116 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.8 mM MgSO,4, | mM NaH,POy,,
26.2 mM NaHCOs;, 10 mM HEPES, 9.96 uM Gylzin, 1.8 mM CaCl,
BSS; BSSo, 1 mM Glukose

Collagen-Med

MEM, 5% FKS Gold, 1% Pen/Strep, 1% 1 M HEPES, 1% Collagen G

DMEM

(Transfektionsmedium)

DMEM (w 3,7 g/l NaHCO3, w 4,5 g/l D-Glukose, w/o L-Glutamin,
w/o Na-Pyruvat), 10% FKS, 1% Pen/Strep, 1% L-Glutamin

Elektroporationspuffer B1

NaCl 192 mmol/l, KCI 9,6 mmol/l, MgCl, 10 mmol/l

Elektroporationspuffer B2

NaCl 192 mmol/l, KCI 9,6 mmol/l, MgCl, 15 mmol/l

NBM-A NBM-A (w/o L-Glutamin), 2% B27 Supplement,

(Wachstumsmedium) 1% Pen/Strep, 0.5 mM L-Glutamin

NBM-B27 NBM, 2% B27 Supplement, 1% Pen/Strep, 0.25% L-Glutamin

N-Medium MEM, 10% FKS, 1% Pen/Strep, 1% L-Glutamin, 0.25% Insulin,
1% 1 M HEPES, 0.9% Glukose

PBS H04est. (Ampuva), DPBS w/o Ca++/Mg++ (Konzentration 1:10)

Starter-Medium

NBM-B27, 0.1 % Glutamat

2.1.9.2.

Westernblot-Losungen

Losung

Zusammensetzung

4-fach SDS Probenpuffer

200 mM Tris/HCI (pH 6.8), 8% SDS, 0.4% Bromphenolblau,
40% Glycerol, 400mM DTT

Ripa-Lysepuffer

50 ml Hy04e, 0.5 g Natrium-Deoxycholat, 1.5 ml 5 M Nacl,
0.5 ml 10% SDS, 0.5 ml Triton X-100, 2,5 ml 1 M Tris pH 7.4

1 x Tris-HEPES-SDS-Puffer

H504est, 100 mM Tris, 100mM HEPES, 3 mM SDS
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2.1.9.3. Molekularbiologiemedien

Medium Zusammensetzung

LB-Med/-Agar Bacto-Trypton 1% (w/v), Bacto-Hefeextrakt 0,5% (w/v),
NaCl 1% (w/v)
fiir Agar: +0,75% (w/v) Agar

2.1.10. Tiere

Embryonen von Wistar Ratten Versuchtierhaltung der Charité — Universitdtsmedizin Berlin,

(Embryonaltag 17 — 19) Berlin (Deutschland)
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Die Zellkulturbedingungen in den Inkubatoren entsprachen 5% CO,, 95% Luft, 95% Luftfeuch-
tigkeit bei einer Temperatur von 36,5°C. Fiir die kombinierten Sauerstoff- und Glukose-
Deprivations Experimente wurden Zellkulturplatten mit 48 Vertiefungen und einem Volumen
von 1,1 cm?Vertiefung eingesetzt. Platten mit 6 ZellkulturgefaBen und 9,0 cm?/Vertiefungen
wurden fiir die Kultivierung von priméren Neuronen zur Westernblotanalyse genutzt. Die Zell-
dichte der embryonalen Kortexneurone betrug 200.000 Zellen/cm”. Im Kapitel 2.1.4. ist die Zu-
sammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien beschrieben.

Die Zellkulturgefd3e wurden vor Aussaat der adhédrenten, embryonalen Zellen mit Poly-L-Lysin
(0,1mg/ml), in einer Konzentration von 1:20 in PBS, bei 4°C iiber Nacht inkubiert, anschlieend
mit PBS gespiilt und fiir eine Stunde mit kollagenhaltigem Medium bei 36,5°C in den Inkubator
gestellt. Nach zweimaliger Spiilung mit PBS erfolgte die Befiillung der Platten mit dem jeweili-
gen Zellkulturmedium.

Am 5. Tag nach Aussaat der Neurone erfolgte ein Mediumaustausch, um den Zellen neue Nahr-
stoffe zur Verfiigung zu stellen. Dazu wurde 4 des Volumens einer Zellkulturplattenvertiefung

entfernt und durch % frisches serumfreies Medium ersetzt.

2.2.1.1. Herstellung von konditioniertem Medium

Zur Herstellung von konditioniertem Medium wurden 175 cm?® Zellkulturflaschen mit Poly-L-
Lysin beschichtet, zweimal mit PBS gespiilt und mit Wachstumsmedium (NBM-A) beziehungs-
weise Transfektionsmedium (DMEM) befiillt. Das Gesamtvolumen pro Flasche betrug 35 ml
und wurde ab dem 4. Tag nach Aussaat der Neurone alle zwei Tage durch Austausch von 5 bis
2 des Volumens erneuert. Das abgenommene Medium wurde in sterilen Flaschen gesammelt,
gepoolt und bei 4°C gelagert. Am 10. Tag wurde das gesamte Volumen von den Zellkulturfla-
schen abgenommen, zusammen mit dem zuvor gewonnenem Medium bei 3500 x g abzentrifu-
giert und der Uberstand in 10 ml R6hrchen abgefiillt. Nach Zusatz von 25 mM Glutamat wurde
das konditionierte Medium bei -80°C gelagert.

2.2.1.2. Priparation von primiren Kortexneuronen

Fiir die Priparation der primiren Kortexneurone wurden schwangere Wistar-Ratten (17.-18. Ge-
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stationstag) mittels Isofluran narkotisiert und durch zervikale Delokalisation getdtet. Der Uterus
wurde freigelegt und in eine PBS-gefiillte Petrischale gelegt. Nach Entnahme der Embryonen
folgten alle weiteren Arbeitsschritte unter Mikroskop-Kontrolle an der Sterilbank.

Die Embryonen wurden in eine sterile mit NBM+B27 gefiillte Petrischale iiberfiihrt, die Kalotte
und Dura mater sagittal erdffnet und die Gehirne mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig aus dem
Schidel gelost. Nach Trennung der Hemisphiren wurde das Zerebellum verworfen und die Me-
ningen vollstindig abgezogen. Fiir die Kortexneuronen-Praparation wurden weiterhin das Sep-
tum, Thalamus, Basalganglien sowie der Hippokampus entfernt, um spéter ein mdglichst homo-
genes, neuronales Zellbild zu erhalten. Die priparierten Hemisphéren wurden anschlieend ein-
mal mit PBS gewaschen. Zur Losung der Neuronen aus dem Zellverband wurden die Kortexhilf-
ten fiir 15 Minuten in 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Nach Absaugen des Trypsins und Waschen mit PBS und N-Med, wurde das Gewebe vorsichtig
mittels zweier Pasteur-Pipetten mit abnehmender Lumen6ffnung mechanisch dissoziiert und bei
RT fiir zwei Minuten bei 1200 rpm abzentrifugiert. Es folgte die Redissoziierung in 10-15 ml
Startermedium und die Ermittlung der Zellzahl mit Hilfe von Trypanblau. Dazu wurden 20 ul
Zellsuspension in 180 ul Trypanblau gelost, in die Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer pipettiert und
bei vier grolen Quadraten jeweils eine Viererreihe ausgezihlt. Zur Ermittlung der Zellzahl wur-

de folgende Formel herangezogen:

Zellen _ gezihlte Zellzahl x 4 (Quadratenzahl) x 10 (Verdiinnung in Trypanblau)

ul 3,2 ul (Zahlkammervolumen)

Anhand der Zéhlung von lebenden und toten Zellen in der Zdhlkammer war es mdglich eine
Aussage liber die Qualitét der Priaparation und Aufarbeitung zu treffen. Die Ausbeute der Pripa-

ration betrug circa 15-20 Millionen Kortexzellen pro Embryo und 20-30% tote Zellen.

2.2.2. Modell zur Detektion der zellschiitzenden Effekte der Hexokinase 11

Zur Charakterisierung der neuroprotektiven Eigenschaften der HKII wurde ein spezielles auf
Kotransfektion und Kokultivierung basierendes System nach Mergenthaler, 2011 verwendet. Der
Vorteil dieses Transfektionsmodells ist die Moglichkeit der isolierten Betrachtung und Untersu-
chung potentiell protektiver Gene unabhédngig von der Gesamtzellpopulation. Folglich kénnen
auch kleine und empfindliche Zelleffekte dargestellt werden, welche aufgrund der niedrigen
Transfektionseffizienz (DIV 9: 25-35% der Gesamtzellpopulation) bisher nicht detektiert werden

konnten.
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Praktisch umgesetzt wurde dies durch Kotransfektion primérer Kortexneurone mit dem zu unter-
suchenden Gen (,,gene of interest”, GOI) und dem griinen Fluoreszenzprotein eGFP. Durch die
von Mergenthaler, 2011 beschriebene Kotransfektionseffizienz von iiber 90% kann bei einem
griin fluoreszierenden Neuron mit der Anwesenheit des zu untersuchenden Gens in derselben
Zelle ausgegangen werden.

Um eine detektierbare Kontrollpopulation mit vergleichbarem Transfektionsstress und entspre-
chender Zellzahl zu rekrutieren, wurde das Fluoreszenzprotein m-Orange einfach transfiziert und
nachfolgend mit dem kotransfizierten Zellansatz gemischt und kokultiviert. Diese interne Kon-
trolle ist notwendig, da nur der direkte Vergleich von kotransfizierten zu einfach transfizierten
Zellen innerhalb einer Neuronenkultur eine Aussage iiber die Protektivitdt von Genen zuldsst.
Zur Auswertung der Daten wurde jeweils die Ratio aus griin und orange fluoreszierenden Zellen
innerhalb einer Zellkulturplattenvertiefung errechnet. Eine Ratio = 1 entspricht weder einem
positiven noch einem negativen Effekt des zu untersuchenden Gens auf die Zelle und stellt sich
durch gleiche Mengenverhiltnisse an orangenen und griinen Zellen in einem Transfektionszu-
stand dar. Definitionsgemal steht eine Ratio > 1 fiir einen zytoprotektiven Einfluss des Gens, da
verhéltnisméBig mehr griine als orangene Zellen nach bzw. auch vor der OGD vorhanden sind.
Im Gegensatz dazu impliziert eine Ratio < 1 eine zellschiddigende bzw. destruktive Wirkung des
zu charakterisierenden Gens auf die Zellvitalitdt. In diesem Fall befinden sich mehr einfach
transfizierte orangene Zellen als mit eGFP und dem zu untersuchenden Gen kotransfizierte Zel-
len in einer Zellkulturplattenvertiefung. Da die Kokultivierung aus einfach transfizierten eGFP
und m-Orange Neuronen keinen Unterschied im Hinblick auf das Zelliiberleben erwarten ldsst,
fungiert dieser Transfektionsansatz als Null-Kontrolle und entsprach einer reproduzierbaren Ra-
tio von eins. Das stark antiapoptotisch wirkende Gen Bcl-x; wurde in diesem Protokoll als Posi-
tivkontrolle verwendet, da es vor als auch nach der kombinierten Sauerstoff- und Glukose-
Deprivation einen robusten zellschiitzenden Effekt auf die primiren Kortexneurone ausiibt (Pa-
storino und Hoek, 2003).

Der Zellschaden wurde durch Auszdhlung der fluoreszierenden Zellen unmittelbar vor und 24
Stunden nach der OGD mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Je Zustand wurden standardi-
siert drei Plattenvertiefungen kalkuliert. Es wurden pro Vertiefung 13 Gesichtsfelder vom hoch-
sten Punkt des Wells senkrecht nach unten gezéhlt, da so sichergestellt werden konnte, dass nach
der OGD wieder dieselben Zellen bewertet werden. Durch den Einsatz zweier unterschiedlicher
Fluoreszenzfilter war es moglich, sowohl die griinen als auch die orange fluoreszierenden Neu-
ronen innerhalb eines Gesichtsfeldes zu zdhlen, um spéter die Ratio aus denselben kalkulieren zu

konnen.
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Zur Testung der unterschiedlichen HKII Varianten wurde in der vorgelegten Arbeit ausschlief3-
lich die beschriebene Transfektionsmethode in Verbindung mit einem in vitro Schadensmodell

der zerebralen Ischdmie angewendet.

a.) Transfektionsmodell

Kotransfektion Transfektion

~— —

-

Kokultivi ..
okultivierung Positivkontrolle

Negativkontrolle
(kein GOI) (GOI = Bcl-x;)
- - -

OGD (DIV 9)

o - -

b.) Zeitachse der in vitro Experimente

1
Transfektion der priméren Zellziihlung OGD, Zellzahlung

Neuronenkultur, DIV 0 prd OGD, DIV 9 post OGD,
DIV 9 DIV 10

Abbildung 9: a.) und b.) Transfektionsstrategie zur Uberexpression der Hexokinase II Varianten.

Zu a.) Kotransfektion des gewiinschten Gens (,,Gene of Interest”, GOI) mit dem griinen Fluoreszenzprotein eGFP
und nachfolgende Kokultivierung mit dem einfach transfizierten orangenen Fluoreszenzprotein m-orange. Als Ne-
gativkontrolle fungierte eine kokultivierte Neuronenkultur aus einfach transfizierten eGFP und m-orange. Die Ko-
transfektion aus dem antiapoptotischen Gen Bcl-x; und dem Fluoreszenzprotein eGFP diente als Positivkontrolle.
Zu b.) Die Sauerstoff- und Glukose-Deprivationsexperimente (OGD) wurden am 9. Tag nach Transfektion durchge-
fiihrt und die transfizierten Neurone unmittelbar davor bzw. 24 Stunden nach der OGD gezéhlt und die Ratio aus

griinen zu orangenen Zellen kalkuliert. Abbildung modifiziert aus Mergenthaler ef al., 2012.

2.2.2.1. Transfektion der primiren Kortexneurone

Unmittelbar nach der Neuronenpréparation erfolgte die Transfektion der priméren Kortexneuro-
ne mittels Nukleofector "™ Technologie von Amaxa. Dazu wurden die Zellen bei 720 rpm fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert und das Zellpellett in Elektroporationspuffer re-

suspendiert. Als Grundlage fiir die Transfektion wurde das von Mergenthaler et al., 2012 eta-
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blierte Protokoll und Transfektionsmodell (Kapitel 2.2.2.) genutzt.

Fiir die Transfektion wurden jeweils 3 Millionen Zellen in 100 ul Elektroporationspuffer aufge-
nommen und nach Zusatz von 5 ug endotoxinfreier Plasmid-DNA bzw. 10 ug DNA bei Ko-
transfektion in die Elektroporationskiivetten pipettiert. AnschlieBend wurden die priméren Kor-
texneurone mit dem Amaxa Nucleofector I Programm O-003 fiir primére neuronale Zellen elek-
troporiert. Nach der Transfektion wurden 500 ul Transfektionsmedium (DMEM) in die Kiivette
gegeben und die Zellen mit Hilfe einer Pasteurpipette vorsichtig in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaf3
tiberfiihrt. Bei Kokultivierung mit dem einfach transfizierten Fluoreszenzprotein m-Orange wur-
de dieses nach Transfektion mit dem dazugehorigen kotransfizierten Ansatz gemischt. Das End-
volumen von 1200 ul Zellsuspension wurde auf zwei mit Poly-L-Lysin beschichtete und mit 300
ul Transfektionsmedium befiillte 48er-Zellkulturplatten mit jeweils 69 ul Transfektionsansatz
pro Vertiefung pipettiert. Pro Transfektionszustand wurden in jeweils vier Vertiefungen pro Plat-
te transfizierte Zellen ausgesit.

Nach 4-6 Stunden im Inkubator erfolgte der erste Mediumwechsel mit konditioniertem DMEM,
um den gestressten Kortexneuronen wichtige Wachstumsfaktoren zur Verfligung zu stellen. Das
konditionierte DMEM wurde dazu mit einfachem DMEM in einem Verhéltnis von % zu '3 ange-
setzt und das Medium auf den Zellkulturplatten mit 400 ul konditioniertem Medium ersetzt. Am
darauffolgenden Tag wurde das Medium erneut mit konditioniertem, serumfreien Wachstums-

medium (NBM-A) nach gleichem Schema ausgetauscht.

2.2.2.2. Sauerstoff- und Glukose-Deprivationsexperimente

Nach 9 Tagen in Kultur (DIV 9) wurden die transfizierten Kortexneurone auf ihre neuroprotekti-
ven Eigenschaften in einem in vitro Schadensmodell der zerebralen Ischdmie getestet. Das Me-
dium auf den Zellen wurde dazu entfernt und in einem Falcongefdfl gesammelt. Um Glukose und
Nahrstoffreste von den Zellen zu beseitigen, wurde die Zellkulturplatte zweimal mit PBS ge-
spiilt, wobei die 2. PBS-Ldsung nicht abgesaugt wurde. Die Platte wurde anschlieend in die
Hypoxiekammer eingeschleust und das verbliebene PBS durch 225 ul glukosefreie, deoxyge-
nierte, bilanzierte Salzlosung BSS, ersetzt. In der Hypoxiekammer wurde der Sauerstoffpartial-
druck pO; unter 2 mmHg/1% (5% CO,; 95% N;) gehalten und mit einer polarographischen
Elektrode iiberwacht. Die Temperatur betrug 36.5°C + 0.5°C und die relative Luftfeuchtigkeit
tiber 90%. Abhingig von der Zelldichte wurden die Zellen nach 1:45-2:30 Stunden aus der
Kammer entnommen. Nach Austausch von BSS, mit oxygeniertem NBM-A, bestehend aus 50%

zuvor asserviertem NBM-A und 50% frischem NBM-A wurden die Zellen bis zur weiteren Da-
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tenerhebung fiir 24 Stunden unter Zellkulturbedingungen kultiviert. Der Zellschaden wurde mit-
tels einer sensitiven Zellzdhltechnik unmittelbar vor und 24 Stunden nach der OGD ermittelt.

Das dazu verwendete Modell ist im Kapitel 2.2.2. dargestellt.

2.2.3. Herstellung der Hexokinase II Mutanten

Die hier verwendeten molekularbiologischen Standardtechniken sind im ,,Molecular Cloning*
von Sambrook und Russel, 2001 und im ,,Der Experimentator: Molekularbiologie/Genomics*
von Miilhardt, 2006 beschrieben. Alle Oligonukleotid-Primer wurden anhand der Gensequenzen
der Datenbank des National Center for Biotechnology Information entworfen und von der MWG

Eurofins Biotech AG hergestellt.

Die Klonierung des p-CAG-MCSnl Grundvektors erfolgte aus dem Plasmid pDRIVE-CAG mit
dem kombinierten CMV Enhancer/chicken-B-Actin Promotor und ist detailliert in der Dissertati-
on von Mergenthaler, 2011 dargestellt.

Das HKII-Gen wurde in zwei Fragmenten aus post-ischdmischer Mausgehirn cDNA amplifiziert
und mit den Restriktionsschnittstellen Ncol und Nhel in den pCAG-MCSnl Vektor ligiert. Bei
Beginn der Arbeit lag das pCAG-HKII Plasmid bereits vor (Mergenthaler, 2011). Die HKII-
Referenzsequenz gi:7305142 bzw. NM_013820.3 stammt aus der Datenbank des National Cen-
ter for Biotechnology Information.

Die Klonierung der HKII Varianten erfolgte mittels ortsgebundener Mutagenese nach dem Cold
Spring Harbor Protokoll von Vallejo et al., 2008. Eine Ubersicht der Vorgehensweise ist in Abb.
11 dargestellt.
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a.) pCAG-MCSnl Vektor
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b.) Multiple Cloning Site (MCS):
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Abbildung 10: a.) Vektorkarte des Plasmids pCAG-MCSnl. b.) Multiple Cloning Site des Vektors pCAG-

MCSnl. Die Klonierung des pCAG-MCSnl Grundvektors erfolgte aus dem Plasmid pDrive-CAG mi dem kombi-

nierten CMV Enhancer/chicken--Actin Promotor. Das Hexokinase II Gen wurde mit den Restriktionsschnittstellen

Nhel (5'-Ende) und Ncol (3"-Ende) in die Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors eingefiigt.

-
~* Tommrs]
|

| mutiertes PCR-Fragment AD I

Abbildung 11: Schematische Darstellung der ortsgebundenen Mutagenese mit Uberlappungsextension.

Es wurden zwei komplementére Primer, die in der Mitte die gewiinschte Punktmutation tragen (Primer B+C) und

zwei weitere Primer (Primer A+D), die in 5’- und 3’-Richtung der Mutationsstelle liegen entworfen. Im ersten

Schritt wurde jeweils eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit Primer A und Primer B bzw. Primer C und Primer

D durchgefiihrt und beide PCR-Produkte (Fragment AB bzw. Fragment CD) in gleichen Mengenverhéltnissen in der

folgenden PCR als DNA-Templat eingesetzt. Im 2. PCR Schritt wurden die Primer A und Primer D zur Amplifika-

tion des gewiinschten DN A-Abschnitts verwendet. Das mutierte PCR-Fragment AD wurde nach Restriktionsverdau

in den Hexokinase 11 (HKII) Vektor ligiert. M

odifiziert nach Vallejo et al., 2008.
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Zur Generierung der HKII Mutanten wurden jeweils vier Oligonukleotidprimer entworfen. Zwei
komplementére Primer, die in der Mitte die gewiinschte Punktmutation tragen (Primer B+C) und
zwei weitere Primer (Primer A+D), die in 5’- und 3’-Richtung der Mutationsstelle liegen. Als
DNA-Vorlage wurde der HKII Expressionsvektor (HKII pCAG) in einer Konzentration von 5
ug/ml eingesetzt. Im ersten Schritt wurde jeweils eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit
einem mutierten Primer und einem &uBleren Primer durchgefiihrt (Primer A+B) bzw. (Primer
C+D) (Abb. 11). Beide PCR-Produkte (Fragment AB bzw. Fragment CD) wurden anschlieend
aufgereinigt und als DNA-Vorlage in gleichen Mengenverhéltnissen fiir die zweite PCR einge-
setzt. Da die PCR-Fragmente aus der ersten PCR im Bereich der mutierten Primer iiberlappen,
konnen sie in diesem Bereich hybridisieren und durch die zweite PCR verlingert werden (Uber-
lappungsextension). Nach PCR-Amplifikation des HKII Inserts (mutiertes PCR-Fragment AD)
mittels Phusion DNA-Polymerase, sowie GroB3enanalyse durch Gelelektrophorese, wurde das
PCR-Fragment unter UV-Licht aus dem 1%igen Agarose-Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des
QIAquick Kits extrahiert. Es folgte der Restriktionsverdau vom HKII Vektor und Insert mit den
jeweiligen Restriktionsendonukleasen und die Dephosphorylierung des HKII Vektors durch al-
kalische Phosphatase (CIP). Zur Beseitigung der zuvor verwendeten Restriktionsenzyme wurde
eine Sdulenaufreinigung von Vektor und Insert mit dem QIAquick Kit durchgefiihrt. Nach der
Gelquantifizierung von Insert und linearisiertem HKII Vektor wurden beide mittels T4-DNA-
Ligase ligiert. Es wurden 25 ng Vektor zur Ligation verwendet. Die bendtigte Menge Insert wur-

de nach folgender Formel bestimmt (Miilhardt, 2006):

Masse msert [ng] = 125 [ng] * Lange msert [bp] / Lange vekior [bP]

Es folgte die Transformation des DNA-Plasmids in einen modifizierten Escherichia coli Stamm
(TOP10 Chemically Competent E. coli, invitrogen). Da chemisch kompetente Bakterien emp-
findlich gegen zu groBe DNA-Mengen sind, wurden 100 ul kompetente E. colis mit 4 ul eines 20
ul Ligationsansatzes gemischt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Transformation wurden
die Bakterien fiir 30 Sekunden ins 42°C temperierte Wasserbad gestellt (Hitzeschock) und nach
Zugabe von 500 ul S.0.C. Medium fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsansatz
wurde anschlieBend auf selektive LB-Agarplatten ausgetrichen. Als Resistenzantibiotikum dien-
te Zeocin in einer Konzentration von 1:2000. Die Platten wurden bei 37°C fiir 12-16 Stunden
inkubiert. Darauf folgend wurden einzelne Kolonien in 3 ml selektivem LB-Medium iiberfiihrt

und bei 37°C geschiittelt. Nach achtstiindiger Inkubation wurden jeweils 100 ul Medium aus den
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Tageskulturen abpipettiert und bei 4°C gelagert. Aus dem Rest der Bakterienkulturen wurde mit-
tels QIAquick Mini DNA Prep Kit einzelne Mini DNA-Préparationen angefertigt und Kontroll-
restriktionsverdaue zur Uberpriifung der Klonierung durchgefiihrt. Nach positiver GroBenanaly-
se des Inserts wurde eine 100 ml Bakterienkultur mit dem dazu gehorigen, zuvor asservierten 3
ml Kulturansatz in einer Konzentration von 1:2000 in LB-Medium angesetzt und {iber Nacht bei
37°C fiir 12-16 Stunden geschiittelt. Zeocin diente wie bei der 3 ml Kultur als Resistenz-
Antibiotikum.

Die Praparation der DNA erfolgte mit dem QIAGEN Endofree Plasmid Maxi Kit. Die Konzen-

tration der aufgereinigten, endotoxinfreien Plasmid-DNA wurde im Photometer gemessen.

2.2.3.1. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der mitochondrialen

Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante
Zur Herstellung der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante (pCAG-
HKII Del21AS) wurden im N-Terminus des HKII Gens die ersten 21 Aminoséduren (AS) dele-
tiert und das Startcodon entsprechend vor die 22. AS gesetzt. Die Translation des HKII Proteins
beginnt folglich mit der 22. AS.

a.) Ubersicht der proteinkodierenden Hexokinase II Sequenz

421 tcggtagege tegagecteg  gtttetetat  ttggecccga  ctegecgeaa caagatghtc geetegeata (g: citaffcacg gagcicaacc aa: ofl | gaccagtate tctaccacat — gegtetctca  gatgagacce ttetggagat  ttctaggegg
601 & g gaigggacag aacaiggega  griceiggel cttcegtgtg caatggtete
781 acticatgga getgggtttc  acctictegt  teceetgeea  ccagacgaaa
961 ctggatgaga giftctiggt  ctcatggact agagatgtg tgacatigac  altgiggetg tgglgaatga cacggligeg accatgatga ctigiggtta  tgatgatcag
1141 aactgegaga tiggtetcat  tgtgggtact cetgetacat cgteacattg agtttgacag

1321 o tttgaganga gatgtacatg lcagaclc} o tecttcgaga cteggatatt
1501 tggtgegect agatigtgtc

1681 acatccecat ttigecaage glc!ccaF ggcagigagg aggelggtge ccgatigiga fgtecgettc  ctecgetetg ggcttacegt
1861 g ctetgaaget g gt g g cecacttatg

2041 gagacttect ggag & ctactccate g tcatgcatgg gagettttcg  accacattgt  ccagtgeatce
2221 geggacttce ttgagtacat  gggcatgaag ggeglgtece tacctitggg  ttteacettc  tecttocett J: g tectcaagtg g gtggteacct

2401 agtitgacct atgactigtg ¢ cccteactgt teattgttgg aatgeetget gatgegtaat

2581  atgtgtgtca acagigtitg  acgtdpotgt tetetcaace attgtgegea acatcctgat — cgatticaca
2761 tgetetteeg, {1 gggaatcttc tectgfetca 4 atettgegee £ geatcattgt

2941 g tgacggtggg {4 agcttcatce  teactttgee  aaagtcatge  atgagacggt gagagatetg
3121 getcegamat gigacgtgte  cticetggaa cteateactg f agagffaghe cottzgage

H Deletion der mitochondrialen Lokalisationssequenz der HKII
a

tgjatc gectegeata tgategectg cttattcacg gagetcaacce aaaaccaagt gcagatggttl gaccagtatc

b.) Konstruktion der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante (HKII_Del21AS)

Abbildung 12: a.) und b.) Konstruktion der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante
(HKII_Del21AS). Deletion der ersten 21 Aminosédure (AS) im N-Terminus des HKII Gens und versetzen des Start-
codons vor die 22. AS.

Beim Entwurf des Fwd-Primers wurde auf die ersten 21 Aminosduren verzichtet und das Start-

codon direkt vor die 22. Aminosdure gesetzt. Um sicherzustellen, dass die Phusion-Polymerase
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das Oligonukleotid als Primer akzeptiert, wurde darauf geachtet, dass der homologe Bereich am
3’-Ende des Oligonukleotidprimers ausreichend lang ist (> 10 Basen). Das mutierte HKII Insert
und der HKII Vektor wurden mit den Restriktionsenzymen Ncol und EcoRV verdaut und an-

schlieBend ligiert.

Sequenz

Primername . L
(in 5° zu 3’ Orientierung)

Referenz Tn[°C]

HKII mito_Fwd acgtcccatggaccagtatctctaccacat | NM_013820.3 69,5°C

HKII 1527 Rev cttctgaattcegtccttategte NM _013820.3 61,0°C

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer fiir die Kontruktion der mitochondrialen Loka-

lisationssequenz defizienten HKII Mutante (HKII_Del21AS).

2.2.3.2. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der Akt-Phospho-
rylierungsdefizienten HKII Mutante
Zur Herstellung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Variante (HKII T473A) wurde
mittels ortsgebundener Mutagenese die Aminosdure Threonin (T) an Position 473 der HKII-
Sequenz zu Alanin (A) mutiert und damit die Akt-Kinase/Proteinkinase B (Akt) Phosphorylie-

rungsstelle innerhalb des HKII Proteins ausgeschaltet.

a.) Ubersicht der proteinkodierenden Hexokinase I Sequenz

421 tcggtagege tegageeleg  gittetetat  ttggeceeg gecg caagatghtc tgategeetg  cttattcacg agatggtt tetaccacat  gegleteica  gatgagacce fictggagat  tictaggegg
601 cettigigag gttcetgget  ctggacettg cttcegtgtg caatggtcte
781 cag g gaa ccagatetac g aggacatea tgtttgacca acttcatgga getgggttte  accttctegt  tecectgeca  ccagacgaaa
961 ctggatgaga gittetiggt  cteatggact g agagatgty  gig g tgacattgac  attgtggety  tgglgaatga cacggiiggg accatgatga ctiglggtta  tgatgatcag
1141 aactgcgaga ttggtctcat  tgtgggtact cetgetacat cgteacattg gcatcaacat agtttgacag  agagatcgac
1321 titgagaaga gatgtacatg tcagactcat tecttcgaga  ccaaagatgt cteggatatt
1501 gaagacgata aggacggaat (cagaaggec faccagatce — tggtgegeet aggactgtgt agattgtgte
1681  gaggagegac tecgetecac  categgegly  gatggetetg  tctacaagaa  acatecceat  ttigecaage  gielecataa  ggeagtgagg aggetggtge cogattgtga  tgtecgetic  clecgetetg 8¢ gecttacegt
1861 {2 ag} ctetgaaget g ggaaatgg g cegeece! gaagatgltg  cccacttatg  tgtgtgecac  tccagacggt
2041 acagagaaag gagacttcct ggectiggat [ cttggaggaa caaacttceg  ggtectgetg ataacaagat ctactccatc —ccacggaag tcatgcatgg cactggagaa gagettttcg accacattgt — ccagtgeatc
2221 ttgagtacat tacctitggg  tttcaccttc  tecttecctt tecteaagtg gtggteacct
2401 agtttgacct tgggactatg  atgactigtg cecteactgt teattgttgg aatgeetget gatgegtaat
2581 atgtgtgtea g acagtgtttg  acgtegetgt teteteaace atigtgegea  acatcetgat  cgatticaca
2761 aageggggge tgetetteeg  tggeegeate | teagagegee tcaagacaag gggaatctic  gaaactaagt  tectgletea g atettgegee g geatcattgt  gaaggagglg
2941 tgeactgtgg  teg g g g g g g g acactgtaca agcttcatcc  teactttgee  aaagtcatge  atgagacggt gagagatctg
3121 g g cttcetggaa g g cteatcactg  ctglggeetg tegeatcegg  gaggecggge agagdtagha cctt i
Stop
Y
gac >| gee
ortsgebundene Mutagenese

1 1
H Translation ! Translation

| |
posiion 475 posiion 473

b.) Konstruktion der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante (HKII_T473A)

Abbildung 13: a.) und b.) Ubersicht der Herstellung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante
(HKII_T473A). Zur Ausschaltung des Akt-Phosphorylierungsmotifs im Hexokinase 11 (HKII) Gen wurde mittels
ortsgebundener Mutagenese die Aminosdure Threonin (T) an Position 473 der HKII Aminosduresequenz zu Alanin

(A) mutiert.
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Die Konstruktion des HKII Inserts ist in Kapitel 2.2.3. dargestellt und die verwendeten Oligo-
nukleotidprimer in Tabelle 2 aufgefiihrt. Das PCR-Produkt AD und der HKII Vektor wurden mit

den Restriktionsendonukleasen Stu/ und BstEIl verdaut und anschlieBend miteinander ligiert.

Primername _ Sequepz _ Referenz Twm[°C]
(in 5” zu 3’-Orientierung)

HKII muta A ttcagaaggcctaccagatcctggtg NM 013820.3 66,4°C

HKII muta B ttcagagactccagggcecttctggegg NM 013820.3 71,0°C

HKII muta C ccgccagaaggcecctggagtetctgaa NM 013820.3 71,0°C

HKII muta D tcettcagcaaggtgaccacatette NM 013820.3 64,8°C

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer fiir die Konstruktion der Akt-

Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante (HKII_T473A).

2.2.3.3. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der Akt-Phosphomime-
tischen HKII Mutante

Zur Herstellung der Phosphomimetischen HKII Mutante (HKII T473D) wurde mittels ortsge-
bundener Mutagenese die Aminosdure Threonin (T) an Position 473 der HKII-Sequenz zu
Aspartat (D) mutiert und somit die Akt-Kinase/Protein-Kinase B Phosphorylierungstelle schein-
bar phosphoryliert.

a.) Ubersicht der proteinkodierenden Hexokinase II Sequenz

421 teggtagege tegagecteg  gitictetat  tiggeccega  clegeegeaa @ gectegeata  tgategeetg  cttattcacg g geagatggtt tetaccacat  gegtetetea  gatgagacee  ttetggagat  tictaggegg
601 g cotitglgag  gleaactceg  gatgggacag aacatggega gticetgget  clggacettg cttcegtgty 2 caatggtetc
781 tgtttgacca acttcatgga getgggttte  accttetegt  teecetgeea  ccagacgaaa
961 ctggatgaga gtttcttggt  ctcatggact agagatgtg tgacattgac  attgtggetg  tggtgaatga cacggltggg accatgatga ctigtggtta  tgatgatcag
1141 aactgegaga ttggtctcat — tgtgggtact cetgetacat cgteacattg geatcaacat t tg agitigacag  agagatcgac
1321 ttigagaaga gatgtacatg tcagactcat cagagctect focticgaga  ccaaagatgt  cteggatatt
1501 gaagacgata aggacggaat tcagaaggec taccagatce — tggtgegeet aggactgtgt agatigtgtc
1681  gaggagegac teegetecac  categgeglg  gatggetetg  tetacaagaa  acatceccat  ttigecaage  glefecataa  ggeaglgagg aggetggtge cegatiglga  tgtecgetic  ctecgetetg 28 g ggt ggettaccgt
1861  ctggetgace aacaccggge cegecagadg acketggagt  cletgaaget 2 g g gg ccgecectgt  gaagatgitg  cecacttatg  tgtgtgecac  tecagacggt
2041 acagagaaag gagacttcet ggectiggat [cttggaggaa caaacttecg  ggtectgetg g g gc ataacaagat ctactccatc ccacggaag teatgeatgg cactggagaa gagettttcg  accacattgt  ccagtgeatce
2221 geggactice tigagtacat  gggeatgaag) ggegtgtoce tacctttggg  titcaccttc  tecticeett  gecageagaa cagectggac cagageatce tccicaagly  gacaaaggg g g gtggteacct
2401 gagg agtitgacct  gg g tgggactatg  atgactigtg cecteactgt teattgttgg 2g aatgeetget gga gatgegtaat gtg g g g
2581  atgtgtgtca acagiglitg  acgtegetgt teteteaace gaggtitgag attgtgegea  acatcetgat  cgatticaca
2761 tgetettceg gegaatctic  gaaactaagt tecigletca ceetgetaca atetigegee geatcattgt  gaaggagglg
2941  tgeactgtgg 2 ctetgtggeg g tgacggtgeg g acactglaca agcttcatce  fteactttgee  aaagicatge atgagacggt gagagatctg
3121 getccgaaat gigacgigic cticctggaa |tccgaggacg geaglgggaa gggageggct cleatcactg  ctgtggeety agagdtagha ccttgoag

Stop

v

gac > gga

ortsgebundene Mutagenese

1 1
 Tran slation ! Translation

U |
Position 473: Position 473:

b.) Konstruktion der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante (HKII_T473D)

Abbildung 14: a.)) und b.) Ubersicht der Herstellung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante
(HKII_T473D). Zur Imitierung einer Phosphorylierung im Akt-Phosphorylierungsmotif der Hexokinase 11 (HKII)
wurde mittels ortsgebundener Mutagenese die Aminosdure Threonin (T) an Position 473 der HKII Aminosiurese-

quenz zu Aspartat (D) mutiert.
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Fiir die Konstruktion der Phosphomimetischen HKII Mutante wurden die in Tabelle 3 aufgefiihr-
ten Primer genutzt. Die Klonierung ist in Kapitel 2.2.3. dargestellt. Das PCR-Produkt AD wurde
mit den Restriktionsenzymen Stu/ und BstEIl in den HKII Vektor eingefiigt.

Primername (in 5° zuS3e’q(l';‘reil; tierung) Referenz Tn[°C]
HKII muta A ttcagaaggcctaccagatcctggtg NM 013820.3 66,4°C
HKII phosph B ttcagagactccaggtccttctggegg NM 013820.3 69,5°C
HKII phosph C ccgccagaaggacctggagtctctgaa NM 013820.3 69,5°C
HKII muta D tcettcagcaaggtgaccacatette NM 013820.3 64,8°C

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer die fiir Konstruktion der Akt-Phosphomim-

etischen HKII Mutante (HKII_T473D).

2.2.3.4. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der HKII-BH-4 Do-

mane Mutante

Zur Herstellung der HKII-BH4 Doméne Mutante (HKII R755Q) wurde mittels ortsgebundener
Mutagenese die Aminosdure Arginin (R) an Position 755 der HKII Sequenz zu Glutamin (Q)
mutiert. Die postulierte C-terminale HKII-BH4 Doméne basiert auf einer vergleichenden Struk-
turanalyse in der Aminosdure-Ubereinstimmungen zwischen der HKII und antiapoptotischen
Vertretern der Bcl-2 Familie gefunden wurden. Die Aminosédue Arginin an Position 755 der He-
xokinasesequenz wurde fiir die Mutation ausgewihlt, da sie nicht nur eine strukturelle Uberein-
stimmung zum stark antiapoptotischen Gen Bcl-x; darstellt, sondern auch eine hochkonservierte

Aminosaure innerhalb der Bcl-2 Proteine ist.

a.) Ubersicht der proteinkodierenden Hexokinase IT Sequenz

421 tegageetcg  gtttetetat  ttggececga  ctegecgeaa u@ geetegeata  tgategectg  cttattcacg g tetaccacat  gegtetetca  gatgagacce ttetggagat  ttetaggegg

601 2888 cetttgtgag g gttcctgget  ctggaccttg cttcegtgty g caatggtetc

781 tgtitgacca acttcatgga g getgggtitc  acctictegt  teceetgeca  ccagacgaaa
961 ctggatgaga gtitctiggt  ctcatggact agagatgtg tgacatigac  atigtggelg tggigaatga cacggliggg accatgatga ctigtggita  tgatgatcag

1141 aactgegaga ttgglctcat — tgtgggtact cetgetacat cgteacattg agtttgaca,

1321 tttgagaaga gatgtacatg tcagacteat tocttcgaga cteggatatt

1501 {1 g agattgtgtc g

1681 g acatccccat  tttgecaage  gtctccataa  ggeagtgagg aggetggtge ccgattgtga  tgtecgette  cteegetetg {1 ggt  ggettacegt

1861 ctetgaaget @ gtgg cecacttatg

2041 gagacttcet g g ctactecate teatgcatgg gagettttcg  accacatigt  ccagtgeate
2221 geggacticc ftgagtacat gggeatgaag ggegtgtcec tacctitggg  titcaccttc tecttecett tectcaagtg gtggteacct

2401 cgg agtttgacct g atgactigtg cecteactgt teattgttgg aatgectget gatgegtaat ggacg

2581  atgigtgtea acaglgtitg  acgtegetgt tetetcaace g atigigbzda  acatcetgat  cgatttcaca

2761 tgetetteeg g tectgtetea & atcttgegee geagaggaee®iacgaca geatcaltgt  gaaggaggte
2941  tg g tgacggtggg g ctitgcc  aaagtcatge atgagacggt gagagatetg
3121 getecgaaat gtgacgigte  cticctggaa cteatcactg oc
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b.) Konstruktion der HKII-BH-4 Doméine Mutante (HKII_R755Q)

Abbildung 15: a.) und b.) Schematische Darstellung der HKII-BH-4 Doméne Mutante (HKII_R755Q). Zur
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Auschaltung der putativen Hexokinase II (HKII)-BH-4 Doméne wurde mittels ortsgebundener Mutagenese die

Aminosdure Aspartat (R) an Position 755 der HKII Aminosiuresequenz zu Glutamin (Q) mutiert.

Die Konstruktion der HKII-BH-4 Doméne Mutante ist in Kapitel 2.2.3. dargestellt und die ver-
wendeten Oligonukleotid-Primer in Tabelle 4 aufgelistet. Das Produkt der zweiten PCR wurde
mit den Restriktionsenzymen Bs¢EIl und Nhel verdaut und in den HKII Vektor kloniert.

Primername (in 5° ZuS;,qgfil; fierung) Referenz Twm[°C]
HKII BH4 muta A gaagatgtggtcaccttgctgaagga NM 013820.3 64,8°C
HKII BH4 muta B tcgatcaggatgttctgcacaatcteg NM 013820.3 65,0°C
HKII BH4 muta C cgagattgtgcagaacatcctgatcga NM 013820.3 65,0°C
mHK2+Nhel Revl acgtcgctagcectatctetgeccggecteceg | NM_013820.3 >75°C

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer fiir die Konstruktion der HKII-BH-4 Domiine

Mutante.

2.2.3.5. Konstruktion des Vektors zur Untersuchung der katalytisch-inak-
tiven HKII Doppelmutante

Bei der Klonierung der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante (HKII S155A/S603A) wurde
mit Hilfe ortsgebundener Mutagenese sowohl N-terminal (S155A) als auch C-terminal (S603A)
die Aminosdure Serin zu Alanin verdndert und damit die katalytisch-aktiven Zentren des HKII

Gens ausgeschaltet (Tsai and Wilson, 1996).

a.) Ubersicht der proteinkodierenden Hexokinase II Sequenz

421 tcggtagege tcgagectcg gtttetetat  ttggececga  ctegecgeaa u@ geetegeata  tgategectg  cttattcacg g tetaccacat  gegtetetca  gatgagacce ttetggagat ttetaggegg
601 gggg cetttgtgag g gtteetgget  ctggacettg ctteegtgtg g caatggtete
781 tgtttgacca actteatgga g getgggttte  acctt teeeetgeea  ccagacgaaa
961 ctggatgaga gittctiggt  ctcatggact agagatgtg tgacatigac  attgtggetz tgglgaatga cacggligeg acgsfFlga ctigtggtia  tgatgatcag
1141 aactgegaga ttggteteat  tgtgggtact cetgotacat cgteacatty agittgaca,
1321 ttigagaaga gatgtacatg teagactcat ¢ tccticeaga cteggatatt
1501 o " agattgtgte " A e
1681 g acatccccat  tttgecaage  gtctccataa  ggeagtgagg aggetggtge ccgattgtga  tgtecgette  cteegetetg g oo {1 ggcttacegt
1861 ctetgaagot " atge /e cecacttatg
2041 gagacttcet g g ctactccate teatgglog gagettttcg  accacattgt  ccagtgeate
2221 geggactice ftgagtacat  gggcatgaag ggegtgloce tacctitggg  titcacctic Btccctl tecteaagtg cpflctecga gtggteacet
2401 cgg agttigacet e tggggoe® atgactigty cecteactgt teattgtigg aatgectzct/ gatgegtaat ggace o
2581 atgtgtgtea getgeetgga, acagtgtttg  acgtegetgt tetetcaace g Hgtecs acatcctgat  cgatttcaca
2761 tgeteticeg M tectgtetea o %cc o geatcattgt "
2941  tg g ctetgtggey 1 tgacggtegg agetteatee  teactttgee  aaagteatge  atgagacggt gagagatctg
3121 getecgaaat  gtgacgtgte cch cteatcactg agagftagha cciiggag sl
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b.) Konstruktion der katalytisch inaktiven HKII Doppelmutante (HKII_S155A/S603A)

Abbildung 16: a.) und b.) Schematische Darstellung der Kkatalytisch-inaktiven HKII Mutante
(HKII_S155A/S603A). Zur Ausschaltung der katalytischen Zentren im Hexokinase 11 (HKII) Gen wurde mittels
ortsgebundener Mutagenese die Aminosdure Serin (S) an Position 155 und 603 der HKII Aminosduresequenz zu

Alanin (A) mutiert.
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Die Generierung der Einzelmutationen ist im Kapitel 2.2.3. beschrieben und die verwendeten
Oligonukleotid-Primer in Tabelle 5 aufgefiihrt. Beide Einzelmutationen wurden nacheinander in
einen gemeinsamen HKII Vektor kloniert. Das PCR-Produkt mit der Mutation HKII S155A
wurde mit den Restriktionsenzymen Ncol und EcoRV in den HKII Vektor eingefiigt, wahrend fiir
das Insert HKII S603A die Restriktionsschnittstellen Stu/ und BstEII genutzt wurden.

Primername (in 5° ZuS;,qgfiI; tierung) Referenz Tw[°C]
mHK2+NcolFwd acgtcccatggatgatcgectegceat NM _013820.1 | 68,0°C
HKII Ser155 Pr B | tctggtggcaggggaacgcgaaggtgaaaccca NM_013820.1 | 65,0°C
HKII Ser155 Pr C | tgggtttcaccttcgegttccectgecaccaga NM_013820.1 | 65,0°C
HKII Asp209 Pr D | actcagttcggatatcattgagtgtac NM_013820.1 | 61,9°C
HKII Ser603 Pr A | tgaccaacaccgggcccgecagaagac NM_013820.1 | 72,6°C
HKII Ser603 Pr B | tgttctgctggcaagggaaggcgaaggtgaaacccaaaggta | NM 013820.1 | > 75°C
HKII Ser603 Pr C | tacctttgggtttcaccttcgecttececttgccageagaaca NM_013820.1 | >75°C

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotidprimer zur Konstruktion der katalytisch-inaktiven

HKII Mutante.

2.2.3.6. Sequenzierung der Expressionsvektoren

Die Sequenzierung der Konstrukte wurde von AGOWA, Berlin iibernommen. Die Vorbereitung
der Proben erfolgte nach den Vorgaben der Firma. Die verwendeten Sequenzierungsprimer sind
in Tabelle 6 aufgelistet. Zur Auswertung der Sequenzierungen wurde das Programm BLAST des

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ver-

wendet.
Sequenzierungsprimer . s Se’quepZ .
(in 5° zu 3’-Orientierung)

pCAG-Ins_Fwd ttcggcttctggegtgtgac
pCAG-Ins_Rev gtggtttgtccaaactcate

HKII seq Fwd A tacagatcaaagagaagaagctc

HKII seq Rev_A ctggatggccttccggatcag

HKII seq Fwd B cagcccagagctccttaccac

HKII seq Fwd C ggagcagggtctgagcaagg

HKII seq Fwd D ctatgatgacttgtggctatgaag

HKII seq Fwd E aggtgtgcactgtggtcgec

HKII seq Fwd F cggctctcatcactgctgtgg

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Hexokinase II (HKII) Sequenzierungsprimer.
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2.2.4. Western Blot

2.24.1. Gewinnung der Zellen fiir die Western Blot-Analyse

Fiir den Western Blot wurden 1,5 x 10° Zellen pro Vertiefung auf einer 6er-Zellkulturplatte aus-
gesit. Eine Platte mit 9 x 10° priméiren Kortexneuronen entsprach jeweils einem Zustand im We-
stern Blot. Die Neurone wurden am 9.Tag nach Transfektion und Kultivierung geerntet. Alle
Arbeitsschritte nach Entnahme der Zellkulturplatten aus dem Inkubator wurden auf Eis durchge-
fiihrt. Das Medium wurde von den Platten entfernt, die adhédrenten Zellen mit PBS gespiilt und
mittels Zellschaber von den Zellkulturplatten geldst. Zum Abschaben wurden pro Vertiefung 100
ul PBS eingesetzt und die entstandene Zellsuspension in 2 ml Eppendorf-Gefédfle tiberfiihrt. Zur
Entfernung des PBS-Puffers wurden die Neurone bei 720 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifu-
giert und das Pellet in 200 ul Ripa-Puffer resuspendiert. Dem Ripa-Puffer wurden zuvor Protea-
se-Inhibitoren zugesetzt. Zur Prozessierung der Zelllyse folgte eine 30-miniitige Inkubation auf
Eis. Die anschlieende Zentrifugation wurde bei 14.000 rpm fiir 10 Minuten und 4°C durchge-
fiihrt. Der fliissige Uberstand wurde in 1,5 ml Eppendorf-GefiBe iiberfiihrt. Nach Entnahme von
10 wul Proteinlysat fiir die Proteinbestimmung wurden die Proben entweder bei - 80°C gelagert

oder fiir den Western-Blot aufgearbeitet.

2.24.2. Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmmung wurde der BCA-Assay Kit der Firma Pierce verwendet. Die Bestim-
mungsmethode basiert auf der Biuret-Reaktion, einer Bildung von Komplexen zwischen Protei-
nen und Kupfer-Tonen (Cu®") in alkalischer Losung. Die Cu*"-Ionen werden dabei reduziert und
bilden mit Bicinchoninsdure (BCA) einen violetten Farbstoff. Die Gesamtproteinmenge wird
durch die Intensitédt des Farbumschlages von griin zu violett im Absorptionspektrum von 562 nm
bestimmt. Als Referenz diente ein BSA-Standard in bekannter Konzentration. Fiir die Proteinbe-
stimmung wurden jeweils 10 ul Proteinlysat verwendet und 1:10 in Ripa-Puffer verdiinnt. Es

wurden Doppelbestimmungen der Proben durchgefiihrt.

2.2.4.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte nach dem Molekulargewicht mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese. Es wurden 1mm dicke Precise™ Proteingele der Firma Pierce

mit einem 4-20%igen oder 8-16%igen Gradienten verwendet. Die Gele wurden in die Elek-
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trophorese-Kammer eingespannt und die Kammer mit 1 x Tris-HEPES-SDS-Laufpuffer befiillt.
Vor Auftragung der Proteinproben wurden die Taschen mit dem Laufpuffer gespiilt, um vorhan-
dene Gelreste zu entfernen. Die Proteinproben wurden mit vierfach SDS-Probenpuffer im Ver-
héltnis von 4:1 versetzt und anschlieBend im Heizblock bei 95°C fiir 5 Minuten gekocht. Zur
Authebung der Dissulfidbriicken enthielt der SDS-Probenpuffer 3-Mercaptoethanol. Es wurden
40 ul Probe pro Geltasche mit einer Hamilton-Pipette aufgetragen und das Proteingemisch fiir
eine Stunde bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Proteinmolekulargewichtsmarker dien-
te Page-Ruler der Firma Fermentas. Sobald der im Probenpuffer enthaltene Farbstoff Bromphe-
nolblau das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet und das Gel fiir 5

Minuten in Transferpuffer gelegt.

2.2.4.4. Durchfithrung der Western Blot-Analyse

Bei der Western Blot-Analyse wurden die aufgetrennten Proteine aus dem SDS-Gel elektropho-
retisch auf eine Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF) {iibertragen. Als Blotkammer wurde
eine Halbtrockenzelle gewidhlt und Tris-Glycin Puffer pH 8.3 mit 20% Methanol diente als
Transferpuffer. Da trockene PVDF-Membranen nicht durch wéssrige Losungen benetzt werden
konnen, musste die Membran vor Gebrauch 5 Minuten in Methanol quellen. Zusitzlich wurde
die Membran mit Tris-Glycin Puffer angefeuchtet. Auf drei Lagen in Transferpuffer getranktes
Filterpapier wurde nun die PVDF-Membran gelegt und dariiber blasenfrei das Gel gebettet. Auf
das Gel wurden wiederum drei Lagen durchfeuchtetes Filterpapier gelegt, die Kammer ver-
schlossen und fiir zwei Stunden eine Spannung von 15 Volt angelegt.

Anschliefend wurde die PVDF-Membran mit 5%-iger, entfetteter Milch in TBS-Tween bei
Raumtemperatur eine Stunde auf dem Schiittler inkubiert. Durch die Milch wurden die restlichen
Proteinbindungsstellen der Blotmembran abgeséttigt, sodass spiter weniger unspezifische Ban-
den auf dem fertigen Blotfilm sichtbar waren. Darauf folgend wurde die Blotmembran mit dem
anti-Antigen-Antikorper (1. AK) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die verwendeten Antikorper sind
in Tabelle 7 aufgefiihrt. Ungebundene anti-Antigen-Antikdrper wurden durch anschlieBendes
Waschen der Membran mit TBS-Tween fiir dreimal 10 Minuten entfernt. Die Membran wurde
nun fiir weitere 2 Stunden mit dem 2. Antikorper (2. AK) bei Raumtemperatur inkubiert und
danach erneut fiir zweimal 10 Minuten mit TBS-Tween und als letzes einmal mit TBS gewa-
schen. Da es sich bei dem zweiten Antikérper um einen peroxidasemarkierten Antikdrper han-
delte, konnte dieser nach Auftragung von ECL-Losung die Oxidation von Luminol katalysieren

und damit eine Chemilumineszenz ausldsen. Fiir eine PVDF-Membran wurden jeweils 4 ml
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ECL-L6sung in einer Konzentration von 1:1 der Losung A und B eingesetzt. Die Membran wur-
de fiir 2 Minuten mit dem Detektionsreagenz inkubiert und anschlieend in Plastikfolie einge-
schlagen. Die entstandene Lumineszenz wurde durch Belichtung eines Films fiir 30 Sekunden
bis 15 Minuten mit der Membran detektiert bzw. mit Hilfe einer Western Blot-Kamera entwic-
kelt.

Als Proteinladekontrolle wurde die Membran zusétzlich mit einem Antikdrper gegen B-Actin,

einem in Eukaryoten ubiqitdr vorkommenden Protein des Zytoskeletts, inkubiert.

Spezifitit Molelfular- Herkunft Konzentration Firma
gewicht

Anti-HKII 100 kDa Ziege 1:200 Santa Cruz

Anti-B-Actin 42 kDa Ziege 1:1000 Santa Cruz

Anti-Ziege Affe 1:5000 Santa Cruz

Tabelle 7: Verwendete Primiir- und Sekundirantikorper im Western Blot.

2.2.5. Statistische Auswertung

Nach Errechnung der Ratio aus griin und orange fluoreszierenden Zellen fiir die einzelnen OGD-
Experimente, wurden die Mittelwerte der Ratio Zahlenwerte separat fiir alle Transfektionszu-
stinde prd und post OGD ermittelt. Dies war notwendig, um spéter unabhéngige Werte mitein-
ander vergleichen zu konnen. In die Statistik ging folglich nur ein prd und post OGD Zahlenwert
je Transfektionszustand und OGD-Experiment ein. Die statistische Analyse der Zellkulturexpe-
rimente erfolgte mit Hilfe der PASW 18 Software. Die metrische Verteilung der Daten wurde
durch eine explorative Datenanalyse iiberpriift. Eine Schiefe unter = 1 wurde als symmetrisch
betrachtet. Weiterhin wurde mit Hilfe des Lilliefors und Shapiro-Wilk Tests (modifizierte Kol-
mogorov-Smirnov-Tests) die Normalverteilung der Daten iiberpriift. Zur graphischen Darstel-
lung wurden Box-Whiskers-Plots erstellt. Die obere und untere Begrenzung der Box entsprechen
definitionsgemilB der 75. und 25. Perzentile, wobei der Median zusitzlich innerhalb der Box
gekennzeichnet ist. Die 5. und 95. Perzentile wurden durch Whiskers, Ausreiler als Kreise und
Extremwerte als Rauten markiert.

Bei der statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurde eine one-way ANOVA (one-way
analysis of variance) mit dem Duncan-Test als posthoc Test durchgefiihrt. Als statistisch signifi-
kant wurden Werte mit p < 0,05 durch *, beziehungsweise p < 0,01 durch ** gekennzeichnet.
Die durchgefiihrte Anzahl an Experimenten (n) und p-Werte sind in den jeweiligen Abbildungen
der Box-Whiskers-Plots angegeben.
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3. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konzentrieren sich auf die funktionelle Charakterisie-
rung der molekularen Mechanismen der Hexokinase II (HKII) vermittelten Protektion im Ge-
hirn. Die Fragestellung basiert auf zuvor in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Experimenten,
welche unter hypoxischen Bedingungen einen schiitzenden Effekt der HKII-Uberexpression in
der neuronalen Zellkultur zeigten (Mergenthaler et al., 2012). Zur Untersuchung der protektiven
Eigenschaften der HKII wurden mit Hilfe von ortsgebundener Mutagenese bekannte, strukturell
und regulatorisch wichtige Doménen innerhalb der HKII verdndert und in einem in vifro Scha-
densmodell der zerebralen Ischdmie auf ihre Funktionalitit getestet. Zum Expressionsnachweis

der HKII Mutanten wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt.

3.1 Bedeutung der mitochondrialen Lokalisation der HKII fiir die
Vermittlung von Neuroprotektion

Um den Einfluss der mitochondrialen Lokalisation der HKII im Rahmen der Neuroprotektion zu
untersuchen, wurde eine mitochondriale Lokalisationssequenz defiziente HKII Mutante
(HKII Del21AS) generiert und im kombinierten Sauerstoff- und Glukose-Deprivationsmodell
auf ihre zellschiitzenden Eigenschaften getestet (Sun et al., 2008).

In 10 unabhdngigen OGD-Experimenten konnte eine komplette Authebung des HKII-
vermittelten Zellschutzes bei der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mut-
ante gezeigt werden. Dieser negative Effekt der trunkierten HKII Variante auf das Neuronen-
iberleben ist im Box-Whiskers-Plot (Abb. 17) sowohl vor als auch nach der OGD durch eine
Ratio < 1 dargestellt. Das Vorhandensein von mehr orange fluoreszierenden Kontrollzellen im
Vergleich zu den griin fluoreszierenden Zellen macht deutlich, dass die Kotransfektion aus eGFP
und der HKII Mutante einen schiddigenden Effekt auf die Neurone ausiibt. Die destruktive Wir-
kung der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Variante zeigt sich insbeson-
dere gegeniiber der HKII Wildtyp transfizierten Neuronenkultur, da hier das Mengenverhéltnis
im prd und post OGD-Zustand zu Gunsten der HKII kotransfizierten, griin fluoreszierenden Zel-
len verschoben ist (Ratio > 1). Die Zunahme der HKII Wildtyp transfizierten griin fluoreszieren-
den Zellen im Vergleich zu den kontrolltransfizierten orangenen Zellen im post OGD-Zustand
zeigt, dass der HKII-vermittelte protektive Effekt nach Hypoxieexposition verstirkt wird. Der
neuronale Uberlebensvorteil der HKII Wildtyp Uberexpression ist auch gegeniiber der einfach

eGFP transfizierten Kontrolle mit gleichen Mengenverhéltnissen zwischen griinen und orange-
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nen Neuronen (Ratio = 1) im Box-Whiskers-Plot sichtbar. Die Kotransfektion aus antiapoptoti-
schen Bel-x; und eGFP fungiert als Positivkontrolle und stellt erwartungsgemiB ein Uberlebens-
vorteil der griin fluoreszierenden Neurone im Vergleich zur internen, einfach m-orange transfi-
zierten Kontrollpopulation dar, wobei der protektive Effekt im post OGD-Zustand zunimmt (Ra-

tio>1).
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Abbildung 17: Box-Whiskers-Plot der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mutante
(HKII_Del21AS). In der multivariaten Analyse ist eine Authebung der zellschiitzenden Hexokinase 11 (HKII) Ef-
fekte und zugleich eine schidigende Wirkung bei der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Mut-
ante (HKII Del21AS) vor und nach der kombinierten Sauerstoff und Glukose-Deprivation (OGD) nachweisbar
(Ratio < 1). Dieser negative Effekt der mitochondrialen Lokalisationssequenz defizienten HKII Variante wird insbe-
sondere gegeniiber der HKII Wildtyp Transfektion und der Negativkontrolle mit eGFP einfach transfizierten Zellen
deutlich. Dementsprechend stellt sich die HKII Wildtyp transfizierte Neuronenkultur mit einem protektiven Effekt
im Vergleich zur Negativkontrolle nach OGD dar (Ratio > 1). Die Positivkontrolle mit eGFP und Bcl-x; kotransfi-

zierten Neuronen zeigt vor und nach der OGD eine neuroprotektive Wirkung auf die Zellen (Ratio > 1).

3.2, Bedeutung der Akt-Phosphorylierung der HKII fiir die Vermitt-
lung von Neuroprotektion

Neben der strukturellen Notwendigkeit einer mitochondrialen Signalsequenz sind fiir den mito-
chondrialen Kompartimentwechsel der HKII und der damit assoziierten Neuroprotektion zusitz-

lich regulatorische Mechanismen von Bedeutung. Insbesondere die Aktivierung des Phosphati-
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dylinositol-3-Kinase/Akt-Signalwegs (PI3K/Akt) wird iiber eine damit einhergehende Phospho-
rylierung des HKII Proteins als ein potenter Stimulus fiir die mitochondriale Bindung der HKII
angesehen. Um die zellschiitzende Wirkung der Akt-Phosphorylierung der HKII zu untersuchen,
wurden basierend auf Miyamoto ef al., 2008 zwei HKII Mutanten konstruiert. Die im Akt-
Phosphorylierungsmotif zugrunde liegende Konsensussequenz RXRXXS/T beinhaltet ein
Threonin an Position 473. Diese Aminoséure stellt eine hochkonservierte Aminoséure innerhalb
der Hexokinasesequenz von Mensch, Ratte und Maus dar und wird fiir die Akt-
phosphorylierungsspezifischen Eigenschaften der HKII verantwortlich gemacht (Miyamoto et
al., 2008).

3.2.1. Akt-Phosphorylierungsdefiziente HKII Mutante verfiigt iiber keine neu-

roprotektiven Eigenschaften

Bei der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante (HKII T473A) wurde die Aminosdure
Threonin an Position 473 der Hexokinase II Sequenz durch Alanin ersetzt, da diese keine Ziel-

struktur der Akt-Kinase darstellt.
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Abbildung 18: Darstellung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante (HKII_T473A). Die Amino-
sdure Threonin im Akt-Phosphorylierungsmotif der Hexokinase II (HKII) wurde durch Alanin ersetzt und stellt
folglich keine Zielstruktur der Akt-Kinase dar.

In 10 unabhdngigen OGD-Experimenten zeigte sich bei der Akt-Phosphorylierungsdefizienten
HKII Mutante eine Authebung der HKII-vermittelten Neuroprotektion. Dieser zellschidigende
Effekt der ausgeschalteten Akt-Phosphorylierungstelle ist im Box-Whiskers-Plot (Abb. 19) so-
wohl vor als auch nach der OGD durch das Vorhandensein von mehr orange fluoreszierenden
Kontrollzellen im Vergleich zu den mit der HKII Mutante und dem Fluoreszenzprotein eGFP
kotransfizierten griinen Zellen sichtbar (Ratio < 1). Im Gegensatz dazu zeigt sich die HKII Wild-

typ transfizierte Neuronenkultur mit einem zu Gunsten der griin fluoreszierenden Zellen ver-
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schobenen Neuronenverhiltnis (Ratio > 1). Die relative Zunahme der kotransfizierten griinen
Zellen im Vergleich zu den einfach transfizierten Kontrollzellen im post OGD-Zustand impli-
ziert eine Verstirkung der HKII Wildtyp vermittelten Protektion nach Hypoxie. Der neuronale
Uberlebensvorteil der HKII Wildtyp Uberexpression und die zellschidigende Wirkung der Akt-
Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante werden in der Box-Plot Darstellung besonders im
Vergleich zur einfach eGFP transfizierten Kontrolle mit gleichen Mengenverhéltnissen zwischen
griin und orangenen Neuronen (Ratio = 1) deutlich. Bei der Positivkontrolle mit Bel-x;, kotrans-
fizierten Neuronen ist das Zahlenverhéltnis zu Gunsten der griin fluoreszierenden Zellen ver-

schoben, wobei die protektive Wirkung von Bcl-x;, durch die OGD verstérkt wird (Ratio > 1).
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Abbildung 19: Box-Whiskers-Plot der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante (HKII_T473A).

In der multivariaten Analyse ist sowohl eine Aufhebung der zellschiitzenden Effekte als auch eine schiddigende
Wirkung der Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante vor und nach der kombinierten Sauerstoff- und Glu-
kose-Deprivation (OGD) nachweisbar (Ratio < 1). Dieser negative Effekt der Akt-Phosphorylierungsdefizienten
HKII Variante wird insbesondere gegeniiber der HKII Wildtyp Transfektion und der Negativkontrolle mit eGFP
einfach transfizierten Zellen deutlich. So stellt sich die HKII Wildtyp transfizierte Neuronenkultur mit einem protek-
tiven Effekt (Ratio > 1) im Vergleich zur Negativkontrolle (Ratio = 1) nach OGD dar. Die Positivkontrolle mit
eGFP und Bcl-x; kotransfizierten Neuronen zeigt prd und post OGD eine neuroprotektive Wirkung auf die Zellen

(Ratio > 1).
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3.2.2. Phosphomimetische HKII Mutante verfiigt iiber neuroprotektive Eigen-

schaften

Um die Bedeutung der Akt-bedingten HKII-Phosphorylierung in der neuronalen Zellkultur bes-
ser charakterisieren zu konnen, wurde zusitzlich eine Akt-Phosphomimetische HKII-Mutante
generiert. Basierend auf Miyamoto et al., 2008 wurde mittels ortsgebundener Mutagenese ein
Aminosédureaustausch von Threonin zu Aspartat an Postion 473 bewirkt, was folglich eine

Threonin-Phosphorylierung im HKII Protein imitierte (Abb. 20).
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Abbildung 20: Darstellung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante (HKII_T473D). Die Aminosédure
Threonin im Akt-Phosphorylierungsmotif der Hexokinase 11 (HKII) wurde durch Aspartat ersetzt und bewirkt eine

scheinbare Phosphorylierung der HKII.

Bei Testung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante (HKII T473D) in 11 unabhingigen
Zellkulturexperimenten war eine protektive Wirkung der Mutante auf die neuronale Zellvitalitit
zu beobachten. Dieser zellschiitzende Effekt der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante ist im
Box-Whiskers-Plot (Abb. 21) durch das Vorhandensein von mehr, mit der HKII Variante und
dem Fluoreszenzprotein eGFP kotransfizierten griinen Zellen im Vergleich zu den orange fluo-
reszierenden Kontrollzellen innerhalb der Neuronenkultur sichtbar (Ratio > 1). Im Gegensatz zur
HKII Wildtyp transfizierten Neuronenkultur unterliegt die Akt-Phosphomimetische HKII Mut-
ante keiner relativen Zunahme der kotransfizierten, griinen Zellen im Vergleich zu den einfach
transfizierten Kontrollzellen im post OGD-Zustand. Dies impliziert, dass die neuroprotektive
Wirkung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante nicht durch eine Hypoxieexposition der
Zellen verstéirkt werden kann. Der neuronale Uberlebensvorteil der Akt-Phosphomimetischen
HKII Mutante und der HKII Wildtyp Uberexpression wird in der Box-Plot Darstellung, insbe-
sondere im Vergleich zur einfach eGFP transfizierten Kontrolle, mit gleichen Mengenverhéltnis-
sen zwischen griin und orangenen Neuronen (Ratio = 1) verdeutlicht. Die Kotransfektion aus

antiapoptotischen Bcel-xp und eGFP fungiert als Positivkontrolle und hat einen schiitzenden Ein-
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fluss auf das Uberleben der griin fluoreszierenden Neurone im Vergleich zur internen einfach m-
orange transfizierten Kontrollpopulation (Ratio > 1). Der zellschiitzende Effekt von Bel-xp wird
im post OGD-Zustand verstérkt, dargestellt durch eine Zunahme der Ratio zwischen griin und

orange fluoreszierenden Zellen.
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Abbildung 21: Box-Whiskers-Plot der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante (HKII_T473D).

In der multivariaten Analyse ist eine zellschiitzende Wirkung der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante
(HKII_T473D) vor und nach der kombinierten Sauerstoff- und Glukose-Deprivation (OGD) nachweisbar (Ratio >
1). Der neuroprotektive Effekt der Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante wird durch die OGD nicht verstérkt. Die
positive Wirkung der Akt-Phosphomimetischen HKII Variante wird insbesondere gegeniiber der Negativkontrolle
mit eGFP einfach transfizierten Zellen deutlich (Ratio = 1). Die antiapoptotische Potenz der Akt-
Phosphomimetischen HKII Mutante iibertrifft die des HKII Wildtyp Expressionsvektors im prd OGD Zustand. Die
HKII Wildtyp transfizierte Neuronenkultur stellt sich mit einem protektiven Effekt im Vergleich zur Negativkon-
trolle nach OGD dar (Ratio > 1). Die Positivkontrolle mit eGFP und Bcl-x; kotransfizierten Neuronen zeigt vor und

nach OGD eine neuroprotektive Wirkung auf die Zellen (Ratio > 1).

3.3. Bedeutung der putativen HKII-BH-4 Domdne fiir die Vermittlung
von Neuroprotektion

Im Rahmen der mechanistischen Kldrung der neuroprotektiven Wirkung der HKII wurde von
Pastorino und Hoek, 2003 eine antiapoptotische BH-4 Domine im C-Terminus der HKII postu-

liert. Die Autoren stiitzen ihre These auf deskriptive Daten, welche durch eine vergleichende
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Strukturanalyse zwischen antiapoptotischen Bcl-2 Vertretern und der HKII erhoben worden sind.
Der durchgefiihrte Sequenzvergleich ergab eine BH-4 homologe Region der HKII im Bereich
der Aminosduren 753-773 (Abb. 22).
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Abbildung 22: Darstellung der HKII-BH-4 Domiine defiziente Mutante (HKII_R755Q). a.) Charakteristische
BH Doménen Anordnung innerhalb der Bel-2 Familie. b.) BH-4 Doméne von Bcl-x;. ¢.) putative HKII-BH-4 Do-

méine mit Markierung von Aminosdure-Homologien und Einrahmung der Mutationsstelle.

Um die Funktionalitit der postulierten HKII-BH-4 Domine experimentell zu untersuchen, wurde
basierend auf den Uberlegungen von Pastorino und Hoek eine HKII-BH-4 Doméne defiziente
Mutante (HKII R755Q) mittels ortsgebundener Mutagenese generiert. Fiir die Mutation wurde
die Aminosdure Arginin an Position 755 der HKII Sequenz ausgewdhlt, da sie nicht nur eine
strukturelle Ubereinstimmung zum stark protektiven Protein Bcl-xy ist, sondern auch eine hoch-
konservierte Aminosaure unter den anderen antiapoptotischen Vertretern der Bel-2 Familie dar-
stellt. Durch Punktmutation wurde die Aminoséure Arginin zu Glutamin veridndert und anschlie-
Bend auf ihre neuroprotektiven Eigenschaften getestet.

In 11 unabhédngigen OGD-Experimenten zeigte sich bei der HKII-BH-4 Doméne defizienten
Mutante (HKII R755Q) eine vollstindige Aufhebung der HKII-vermittelten Neuroprotektion.
Dieser zellschdadigende Effekt der HKII Mutante ist im Box-Whiskers-Plot (Abb. 23) vor und
nach OGD durch das Vorhandensein von mehr orange fluoreszierenden Kontrollzellen im Ver-
gleich zu den mit der HKII-BH-4 Domine defizienten Mutante und dem Fluoreszenzprotein

eGFP kotransfizierten griinen Zellen sichtbar (Ratio < 1). Im Gegensatz dazu stellte sich die
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HKII Wildtyp transfizierte Neuronenkultur mit einem zu Gunsten der griin fluoreszierenden Zel-
len verschobenen Neuronenverhéltnis dar (Ratio > 1). Die relative Zunahme der kotransfizierten
griinen Zellen im Vergleich zu den einfach transfizierten Kontrollzellen im post OGD-Zustand
impliziert, dass der protektive Effekt der HKII Wildtyp Transfektion nach Hypoxieexposition
der Zellen verstirkt wird. Der neuronale Uberlebensvorteil der HKII Wildtyp Uberexpression
und die zellschddigende Wirkung der HKII-BH-4 Doméne defizienten Mutante werden in der
Box-Plot Darstellung, insbesondere im Vergleich zur einfach eGFP transfizierten Kontrolle mit
gleichen Mengenverhiltnissen zwischen griin und orangenen Neuronen (Ratio = 1), verdeutlicht.
Bei der Positivkontrolle mit Bel-x; kotransfizierten Neuronen ist das Zahlenverhiltnis erwar-
tungsgemif zu Gunsten der griin fluoreszierenden Zellen verschoben (Ratio > 1). Die antiapop-

totische Wirkung von Bcel-xi. verstirkt sich nach OGD.
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Abbildung 23: Box-Whiskers-Plot der HKII-BH-4 Domiine defizienten Mutante (HKII_R755Q).

In der multivariaten Analyse ist eine Authebung der zellschiitzenden Effekte und schddigende Wirkung der HKII-
BH-4 Domine defizienten Mutante vor und nach kombinierter Sauerstoff- und Glukose-Deprivation (OGD) nach-
weisbar (Ratio < 1). Dieser negative Effekt der HKII Variante wird insbesondere gegeniiber der HKII Wildtyp
Transfektion und der Negativkontrolle mit eGFP einfach transfizierten Zellen deutlich und verstirkt sich nach OGD.
Die HKII Wildtyp transfizierte Neuronenkultur stellt sich mit einem protektiven Effekt im Vergleich zur Negativ-
kontrolle nach OGD dar (Ratio > 1). Die Positivkontrolle mit eGFP und Bcl-x; kotransfizierten Neuronen zeigt vor

und nach OGD eine neuroprotektive Wirkung (Ratio > 1).
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3.4. Bedeutung der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante fiir die Ver-
mittlung der Neuroprotektion

Um den Einfluss des Glukosemetabolismus und damit der katalytischen Aktivitdt auf die neuro-
protektiven Eigenschaften der HKII zu testen, wurde eine katalytisch-inaktive Hexokinase II
Doppelmutante (HKII S155A/S603A) generiert. Dazu wurden die in der Literatur beschriebenen
C-terminal (S603) und N-terminal (S155) lokalisierten, funktionellen Zentren des HKII Proteins
mittels ortsgebundener Mutagenese ausgeschaltet (Tsai und Wilson, 1996). In beiden Fillen
wurde Serin durch Alanin ersetzt (S155A und S603A) was gemil Tsai und Wilson im Einzelfall
zu einer 60% reduzierten und in der Doppelmutante zu einer 90% reduzierten katalytischen Ak-
tivitdt der HKII fiihrt. Zur Charakterisierung der funktionellen Bedeutung des Substrats Glukose
fiir die HKII-vermittelte Neuroprotektion wurden die mit der katalytisch-inaktiven HKII Dop-
pelmutante transfizierten Neuronenkulturen in parallelen Experimenten einer reinen Sauerstoft-
Deprivation (OD, Abb. 24) oder einer reinen Glukose-Deprivation (GD, Abb. 25) ausgesetzt.
Die Zellkulturexperimente mit der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante wurden von Dr.
med. Philipp Mergenthaler durchgefiihrt und mir die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zur
Verfiigung gestellt.

Im Gegensatz zur HKII Wildtyp Uberexpression zeigte die katalytisch-inaktive HKII Doppel-
mutante eine Aufthebung der zellschiitzenden Wirkung in den OD-Experimenten. Dieser destruk-
tive Effekt der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante ist im Box-Whiskers-Plot (Abb. 24)
vor und nach OD durch das Vorhandensein von mehr orange fluoreszierenden Kontrollzellen im
Vergleich zu den mit der HKII Doppelmutante und dem Fluoreszenzprotein eGFP kotransfizier-
ten griinen Zellen sichtbar (Ratio < 1). Die HKII Wildtyp transfizierte Kultur zeigte ein zu Gun-
sten der griin fluoreszierenden Zellen verschobenes Neuronenverhéltnis (Ratio > 1). Dieser posi-
tive Einfluss der HKII Wildtyp Uberexpression auf das Zelliiberleben wurde durch die OD ver-
starkt und ist im Box-Plot durch eine weitere relative Zunahme der kotransfizierten griinen Zel-
len im post OD-Zustand dargestellt.

Die katalytisch-inaktive HKII Doppelmutante hatte unter GD-Bedingungen einen positiven Ef-
fekt auf das Neuroneniiberleben, was im Box-Whiskers-Blot (Abb. 25) durch eine relative Zu-
nahme der Ratio im post GD-Zustand dargestellt wird (Ratio > 1). Im Gegensatz dazu wurde der
neuronale Schutz der HKII Wildtyp transfizierten Zellen nicht nur aufgehoben, sondern es zeigte
sich ein destruktiver Effekt der eGFP und HKII Wildtyp Kotransfektion auf die Neuronenkultur

nach GD (Ratio < 1). Die Negativkontrolle aus einfach transfizierten eGFP beziehungsweise m-
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orange Neuronen hatte weder in der OD noch in der GD einen Einfluss auf das Zelliiberleben

und stellte sich konstant mit einer Ratio von 1 dar.
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Abbildung 24: Box-Whiskers-Plot der OD-Experimente der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante
(HKII_S155A/S603A). Die multivariate Analyse zeigt in 6 unabhéngigen Experimenten eine Aufhebung der neu-
roprotektiven Effekte sowie eine zellschddigende Wirkung der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante vor und
nach reiner Sauerstoff-Deprivation (OD). Dieser destruktive Effekt der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante
wird insbesondere gegeniiber der protektiv wirkenden HKII Wildtyp (HKII wt) Transfektion deutlich. Es stellt sich
ein signifikanter Unterschied fiir den Vergleich der Kontrollpopulation (GFP) (Ratio = 1) mit den Neuronen der
katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante transfizierten Neuronenpopulation (Ratio < 1) und der HKII Wildtyp
transfizierten Zellen (Ratio > 1) nach OD dar. Die Zellkulturexperimente zur katalytisch-inaktiven HKII Doppel-
mutante wurden von Dr. med. Philipp Mergenthaler durchgefiihrt. Abbildung modifiziert aus Mergenthaler et al.,
2012.
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Abbildung 25: Box-Whiskers-Plot der GD-Experimente der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante
(HKII_S155A/S603A). Die multivariate Analyse zeigt in 6 unabhingigen Experimenten einen zellschiitzenden
Effekt der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante auf das Neuroneniiberleben nach reiner Glukose-Deprivation
(GD) (Ratio > 1). Diese positive Wirkung der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante wird insbesondere gegen-
iiber der HKII Wildtyp (HKII wt) Transfektion im post GD Zustand deutlich. Des Weiteren stellt sich ein signifi-
kanter Unterschied fiir den Vergleich der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante transfizierten Zellen mit den
Neuronen der HKII Wildtyp Transfektion vor der GD dar. So verschiebt sich der protektive Effekt der HKII Wild-
typ Uberexpression im pri GD-Zustand (Ratio > 1) zu einem zelldestruktiven Effekt im post GD-Zustand (Ratio <
1), wihrend die katalytisch-inaktive HKII Doppelmutante eine schiitzende Wirkung auf die transfizierten Neurone
ausbildet (Ratio > 1). Die Zellkulturexperimente zur katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante wurden von Dr.

med. Philipp Mergenthaler durchgefiihrt. Abbildung modifiziert aus Mergenthaler ef al., 2012.

3.5. Proteinnachweis des HKII Expressionsvektors im Western Blot

Zum Expressionsnachweis des HKII Vektors in primdren Kortexneuronen wurden zwei Western
Blot-Analysen aus Zelllysaten erstellt. Der HKII Antikdrper wurde zusétzlich in einem Skelett-
muskellysat der Ratte getestet, da dieses iiber eine hohe endogene HKII Expression verfiigt. Un-
behandelte sowie transfizierte Neurone wurden mit dem HKII Antikérper inkubiert. Das HKII
Protein hat ein Molekulargewicht von 100 kDa. Es wurden Gesamtproteinmengen von 40 ug im
Western Blot Abb. 26 a.) bzw. 20 ug im Western Blot Abb. 26 b.) aufgetragen.

In der Auswertung présentierte sich beim Skelettmuskellysat (,,SM unbehandelt*) und in den
unbehandelten priméren Kortexneuron (,, CTX unbehandelt ) eine Bande bei 100 kDa. Die Pro-
teinbande beim Skelettmuskellysat war im Vergleich zu den unbehandelten Kortexneuronen

starker ausgeprégt. Die gleiche Bande zeigte sich auch in der mit dem griinen Fluoreszenzprotein
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eGFP (,, CTX transfiziert, eGFP*) transfizierten Neuronenkultur. Bei den HKII Wildtyp (,, CTX
transfiziert, HKII wt*) transfizierten sowie bei der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante
(,, CTX transfiziert, HKII S1554/S603A4 “) transfizierten Neuronen zeigte sich kurz unterhalb der
100 kDa Bande eine zusétzliche Bande. In der HKII-Venus Fusionsprotein (,, CTX transfiziert,
HKII-Venus FP*“) transfizierten Neuronenkultur stellte sich oberhalb der 100 kDa Bande eine
zusitzliche Bande bei 130 kDa dar. Das Fluoreszenzprotein Venus hat ein Molekulargewicht

von 28 kDa und das HKII-Venus Fusionsprotein ist folglich 130 kDa gro83.
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Abbildung 26: a.) und b.) HKII Western Blot-Analysen aus Skelettmuskel und Kortexneuronen der Ratte.

Beim Skelettmuskellysat (,, SM unbehandelt*) und in den unbehandelten priméren Kortexneuron (,, CTX unbehan-
delt”) zeigte sich eine HKII Bande bei 100 kDa. Die Proteinbande beim Skelettmuskellysat ist im Vergleich zu den
unbehandelten Kortexneuronen stirker ausgeprégt. Die gleiche endogene HKII Bande stellt sich auch in der mit
dem griinen Fluoreszenzprotein eGFP (,, CTX transfiziert, eGFP ) transfizierten Neuronenkultur dar. Bei den HKII
Wildtyp (,, CTX transfiziert, HKII wt*) transfizierten Neuronen sowie bei der katalytisch-inaktiven HKII Doppel-
mutante (,, CTX transfiziert, HKII S1554/S6034 ) transfizierten Zellen prasentierte sich kurz unterhalb der endoge-
nen HKII Bande eine zusitzliche Bande. In der HKII-Venus Fusionsprotein (,, CTX transfiziert, HKII-Venus FP ")
transfizierten Neuronenkultur stellte sich oberhalb der 100 kDa HKII Bande eine zusétzliche Bande bei 130 kDa

dar. Das Fluoreszenzprotein Venus hat ein Molekulargewicht von 28 kDa.

3.6. Proteinnachweis der HKII-Mutanten im Western Blot

Um die Proteinexpression der transfizierten HKII Mutanten auf Proteinebene sicherzustellen,
wurde eine Western Blot-Analyse mit den einzelnen HKII Varianten angefertigt. Es wurden
Zelllysate aus transfizierten Kortexneuronenpopulationen mit der mitochondrialen Lokalisati-
onssequenz defizienten HKII Mutante (,,CTX transfiziert, HKII Mito”) der Akt-
Phosphorylierungsdefizienten HKII Mutante (, CTX transfiziert, HKII P-*), der Akt-
Phosphomimetischen HKII Mutante (,, CTX transfiziert, HKII P+“) und der BH4 Doméne defi-
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zienten HKII Mutante (,, CTX transfiziert, HKII BH-4*) hergestellt und und im Rahmen des
Proteinnachweises mit einem HKII Antikorper inkubiert. Der Proteinnachweis der katalytisch-
inaktiven HKII Doppelmutante (,, CTX transfiziert, HKII S1554/56034 ) ist in Abb. 26 b.) dar-
gestellt. Zur Transfektionskontrolle wurden primire Neurone mit dem Fluoreszenzprotein eGFP
transfiziert (,, CTX transfiziert, eGFP*). Die Transfektion des HKII Wildtyp Vektors (,, CTX
transfiziert, HKII wt*) diente als Kontrolle der Proteinexpression. Die eGFP transfizierten Neu-
rone stellten sich in der Western Blot-Analyse mit einer Einzelbande bei 100 kDa dar. Die HKII
Wildtyp transfizierte Neuronenkultur, sowie alle aufgetragenen HKII Mutanten, zeigten kurz
unterhalb der 100 kDa Bande eine zusétzliche Proteinbande. Die vergleichbare Darstellung der
HKII Mutanten und der HKII Wildtyp Neuronenkultur im Western Blot sprechen fiir eine Prote-
inexpression der jeweiligen HKII Plasmid-DNA.

@@
3@5
100 kDa- - HKII
42 kDa- - B-Actin

Abbildung 27: Hexokinase II Western Blot aus priméren Kortexneuronen der Ratte.

Zum Expressionsnachweis der Hexokinase II (HKII) Mutanten auf Proteinebene wurden die mitochondriale Lokali-
sationssequenz defiziente HKII Mutante (,, CTX transfiziert, HKII Mito*), die Akt-Phosphorylierungsdefiziente
HKII Mutante (,, CTX transfiziert, HKII P-*), die Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante (,, CTX transfiziert,
HKII P+*)und die BH4 Domine defiziente HKII Mutante (,, CTX transfiziert, HKII BH-4) in primire Kortexneu-
rone transfiziert und die Zelllysate im Western Blot mit einem HKII Antikérper analysiert. Zur Kontrolle der Trans-
fektion wurden eGFP transfizierten Neurone (,, CTX transfiziert, eGFP ) genutzt. Eine HKII Wildtyp transfizierte
Neuronenkultur (,, CTX transfiziert, HKII wt*) diente als Positivkontrolle. Die eGFP transfizierten Neurone zeigten
eine endogene HKII Bande bei 100 kDa. In den HKII Wildtyp transfizierten Neuronen, sowie in den Transfektions-

zustdnden der einzelnen HKII Mutanten, stellte sich kurz unterhalb der endogenen HKII Bande eine zusétzlich Pro-

teinbande dar.
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Mechansimen der HKII vermittelten Neuro-
protektion in einem in vifro Schadensmodell der zerebralen Ischdmie untersucht. Es liegen ein-
deutige Hinweise {iber die antiapoptotische Potenz mitochondrialer Hexokinasen in verschiede-
nen Geweben vor, jedoch ist weder die ablaufende intrazelluldre Signalkaskade zur mitochon-
drialen Assoziation, noch der verantwortliche molekulare Mechanismus der neuroprotektiven
Wirkung der HKII bekannt. Auf Grund dessen wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von
bekannten, funktionell und regulatorisch wichtigen Doménen innerhalb des HKII Gens im Hin-
blick auf ihre apoptoseinhibierende Funktion experimentell charakterisiert. Der Fokus lag auf der
funktionellen Testung von HKII genspezifischen Doménen, die zum einen fiir die mitochondria-
le Lokalisation des glykolytischen Enyms wichtig sind und zum anderen fiir den damit in Ver-

bindung stehenden Zellschutz eine essentielle Rolle ibernehmen kénnten.

Neben der N-terminalen mitochondrialen Lokalisationssequenz des HKII Gens, wurde das Akt-
Kinase Phosphorylierungsmotif der HKII auf seine apoptoseregulatorische und antiapoptotische
Relevanz unter ischdmischen Bedingungen getestet (Sun et al., 2008; Miyamoto et al., 2007).
Zudem wurde die Funktionalitit der von Pastorino und Hoek, 2003 postulierten HKII-BH-4
Doméne untersucht und die Abhingigkeit zwischen der katalytischen Aktivitit der HKII und

dem von ihr vermittelten Schutz vor Hypoxie-induziertem, neuronalen Zelltod charakterisiert.

Zur Adressierung dieser Fragestellungen wurden mittels ortsgebundener Mutagenese funktionell
wichtige Domédnen des HKII Gens verdndert, die HKII Expressionsvektoren in primére Kortex-
neurone transfiziert und anschlieend auf ihre protektiven Eigenschaften getestet. Die Experi-
mente wurden ausschlieBlich in der neuronalen Primérkultur mit kombinierter Sauerstoff- und
Glukose-Deprivation (oxygen and glucose deprivation, OGD) bzw. reiner Sauerstoff-
Deprivation (oxygen deprivation, OD) oder reiner Glukose-Deprivation (glucose deprivation,
GD) als schdadigenden Stimulus durchgefiihrt. Zum Proteinnachweis der HKII Expressionsvekto-
ren wurden Western Blot-Analysen angefertigt. Die HKII Varianten stellten sich mit einer Dop-
pelbande bei 100 kDa dar, welche einen Grofenunterschied zwischen der endogenen HKII und
den exogen transfizierten HKII Vektoren vermuten ldsst. Die obere Bande entspricht der endo-
genen HKII Expression, wéhrend die untere Proteinbande den transfizierten HKII Kontrukten
zugeordnet werden konnte. Der GroBenunterschied zwischen den beiden HKII Banden von un-

gefdhr 2 kDa konnte moglicherweise durch das Fehlen von spezifischen posttranslationalen Mo-
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difikationen, wie beispielsweise Glykosylierungen bei der durch Transfektion induzierten HKII

Bande bedingt sein.

In der zusammenfassenden Analyse der OGD-Experimente zeigte sich eine zellschiitzende Wir-
kung der HKII, welche von der mitochondrialen Bindung sowie von der katalytischen Aktivitit
des glykolytischen Enzyms abhéngig ist. Zusétzlich konnte ein antiapoptotischer Effekt und eine
apoptose-modulierende Funktion der HKII-Akt-Phosphorylierung in der priméiren Neuronenkul-
tur beobachtet werden. Es bestétigte sich die Funktionalitit der postulierten HKII-BH-4 Doméne
im Rahmen der Neuroprotektion. Der HKII-vermittelte Zellschutz ist damit multifaktoriell be-
dingt und unterliegt komplexen regulatorischen Mechanismen, was moglicherweise durch die
besondere Stellung der HKII als Verkniipfungspunkt von Zellmetabolismus und Apoptoseregu-

lation erklart werden kann.

4.1. Hexokinase und der antiapoptotische Effekt der Glykolyse

Der Hexokinase Proteinfamilie kommt klassischerweise eine wichtige Bedeutung im Energie-
stoffwechsel der Zellen von Sdugetieren zu, denn als Schliisselenzyme libernehmen sie die erste
Reaktion im Glukosemetabolismus und sind aufgrund der allgemeinen Verfiigbarkeit von Glu-
kose, im Stoffwechsel aller Lebewesen anzutreffen (Cardenas et al., 1998). Des Weiteren gibt es
eindeutige Hinweise auf eine Beteiligung der mitochondrialen Hexokinase Isoenzyme I und II an
der Modifizierung von apoptotischen Signalen mit Verschiebung der zelluliren Antwort von

Zelltod zu Zelliiberleben (Siehe Kapitel 1.7.1.4.).

In einer fritheren Arbeit unserer Gruppe wurde ein mdglicher HKII-vermittelter Zellschutz in
primiren Kortexneuronen der Ratte mit Hilfe eines in vitro Schadensmodells untersucht (Mer-
genthaler ef al., 2012). Als schidigende Stimuli wurden hierbei sowohl die kombinierte Sauer-
stoff- und Glukose-Deprivation (oxygen and glucose deprivation, OGD) als auch die isolierte
Sauerstoff-Deprivation (oxygen deprivation, OD) und Glukose-Deprivation (glucose deprivati-
on, GD) eingesetzt. In Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich ein deutlich protektiver Effekt
der HKII auf das Uberleben der neuronalen Kultur bei OGD oder OD induziertem Zelltod. Je-
doch war keine zellschiitzende Wirkung in den GD-Versuchen nachweisbar, was eine Glukose-
abhingigkeit der HKII-vermittelten, neuronalen Prozesse vermuten ldsst.

Grundsatzlich betrachtet, stellt der Glukosemetabolismus eine wichtige Voraussetzung fiir das

Uberleben und Wachstum von Zellen und Organismen dar. Passend dazu, demonstrierte Sun et
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al., 2008 in einer humanen Nierenzelllinie (Human Embyonic Kidney cells, HEK Zellen), dass
die antiapoptotischen Effekte der mtHK an die Verfiigbarkeit von Glukose gekoppelt sind. Zu-
satzlich konnte eine durch Glukose-Deprivation bedingte Verminderung der mitochondrialen
HK-Aktivitit nachgewiesen werden, wobei die Dissoziation der HKII mit einer Authebung der
antiapoptotischen Potenz des glykolytischen Proteins einhergeht (Majewski ef al., 2004b).

Aus diesem Kontext ergibt sich nun allerdings die Frage, warum die HKII Uberexpression aus-
gerechnet in der kombinierten Sauerstoff- und Glukose-Deprivation eine Protektion bewirkt,
wihrend sie in der isolierten Glukose-Deprivation einen negativen Effekt auf die Zellvitalitét
ausiibt. In Anbetracht der Tatsache, dass Neurone ihren Energiebedarf fast ausschlieBlich durch
das Substrat Glukose decken und iiber keine nennenswerten Glykogenspeicher verfiigen, sind sie
auf eine kontinuerliche Glukosezufuhr angewiesen. In dem angewandten OGD-Modell hinge-
gen, wurde standardisiert das glukosehaltige Kulturmedium entfernt und mogliche Riickstinde
sorgfiltig ausgewaschen, sodass eine residuale Glukosebereitstellung ausgeschlossen werden
konnte. Es erscheint vielmehr wahrscheinlich, dass die neuroprotektiven Effekte der HKII in der
kombinierten Sauerstoff- und Glukose-Deprivation anderen Funktionsmechanismen als im iso-
lierten Glukoseentzug zu Grunde liegen.

Diese Vermutung konnte durch die Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung der HKII bei
Inaktivierung der katalytischen Aktivitit des Enzyms in reiner OD und GD bestétigt werden. Die
Ausschaltung der katalytisch-aktiven Zentren im N- und C-Terminus des HKII Gens
(HKII S155A/S603A) reduziert nach experimentellen Untersuchungen von Tsai und Wilson,
1996 die glykolytische Aktivitdt des Proteins um 90%. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
eine von der Glukoseverfiigbarkeit abhingige, antiapoptotische Wirkung der katalytischen HKII-
Aktivitat. Dementsprechend ist bei Vorhandensein des Substrats Glukose die katalytische Akti-
vitdt der HKII fiir die Vermittlung der neuroprotektiven Eigenschaften essentiell, wohingegen
die Zellen bei einer Glukose-Deprivation von einer Inaktivierung der katalytischen HKII-
Aktivitét profitieren. Die Ergebnisse der katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante sprechen fiir
eine zusitzliche Funktion der katalytischen HKII Zentren im Rahmen der Apoptoseregulation.
Moglicherweise fungieren die katalytisch-aktiven HKII Doménen als eine Art intrazelluldre
Glukosesensoren, welche unter hypoxischen Bedingungen die glykolytische Stoffwechselfunkti-
on der HKII intensivieren und dariiber zur Inhibition von Apoptose beitragen, wihrend sie bei
Aglykédmie und einer damit verbundenen Verhinderung ihrer katalytischen Aktivitdt Apoptose
induzieren. Diese Uberlegung erklirt jedoch nicht den neuronalen Uberlebensvorteil einer HKII
Uberexpression bei kombinierter Sauerstoff- und Glukose Deprivation. Vermutlich unterliegt die

Schadensantwort in diesem Fall anderen molekularen Mechanismen. In der vorliegenden Arbeit



Diskussion 56

wurde diese Problematik nicht weiter untersucht.

4.2, Apoptose-regulatorische Eigenschaften der mitochondrialen HK

Bereits von Knull ef al., 1973 konnte ein mitochondrialer Kompartimentwechsel der Hexokinase
unter kurzen Ischdmiephasen in Hithnerneuronen beobachtet werden, wobei die zwei Stunden
umfassende mitochondriale Hexokinasebindung identisch mit dem protektiven Zeitfenster der
klassischen Priakonditionierung war. Auf Grund der zeitlichen Korrelation rdumte man dem gly-
kolytischen Enzym schon damals eine mit der intrazelluldren Translokation in Verbindung ste-
hende apoptose-regulatorische Funktion ein.

Die protektive Wirkung der mitochondrial gebundenen Hexokinase wurde mittlerweile von ver-
schiedenen Gruppen in unterschiedlichen Zelltypen und Geweben untersucht, wobei insbesonde-
re den Isoenzymen I und II eine antiapoptotische Potenz zugeschrieben wurde (Gall et al., 2011;
Sun et al., 2008; Robey und Hay, 2006; Pastorino und Hoek, 2003). Insgesamt wird von einer
HKI- und HKII-vermittelten Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integritdt und Antagonisie-
rung der proapoptotischen Cytochrom C Ausschiittung ausgegangen (Smeele et al., 2011;
Mathupala et al., 2006). Allerdings sind weder die verantwortlichen funktionell-regulatorischen
Strukturen der mitochondrialen HK-Assoziation noch der molekulare Mechanismus der Apopto-

seinhibition eindeutig definiert worden.

Die hydrophobe N-terminale mitochondriale Lokalisationssequenz der Hexokinase I und II ist
fiir die reversible Assoziation der Hexokinase mit der dufleren Mitochondrienmembran verant-
wortlich und wird aullerdem als Voraussetzung fiir die antiapoptotischen Eigenschaften des Pro-
teins diskutiert (Sun ef al., 2008; Robey und Hay, 2006). Die Wichtigkeit der mitochondrialen
Signalstruktur der HKII konnte auch in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der neuronalen Zell-
todinhibierung bestitigt werden. So war die Uberexpression einer mitochondrialen Lokalisati-
onssequenz defizienten HKII Variante unfdahig hypoxisch bedingten Zelltod in einer priméren
Neuronenkultur zu unterdriicken. Aus den erhobenen Daten ergibt sich die Schlussfolgerung,
dass die HKII einen funktionalen N-Terminus fiir die mitochondriale Assoziation benétigt und
iber eine Wechselwirkung mit mitochondrialen Proteinen die zellschiitzenden Effekte vermittelt.
Kiirzlich konnte in einer Studie von Smeele ef al., 2011 gezeigt werden, dass die Bindung der
HKII an die mitochondriale Membran nicht nur eine wichtige Rolle im Rahmen der ischdmi-
schen Priakonditionierung zukommt, sondern auch entscheidend zur normalen kardialen Funktion

beitrdgt. Demnach ist ein basales Vorhandensein der HKII-Bindung notwendig, um das mito-
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chondriale Membranpotential auch unter physiologischen Bedingungen aufrechtzuerhalten
(Smeele et al., 2011).

Ein Erkldrungsansatz basiert in diesem Zusammenhang auf einer strukturellen Uberlegung, in
welcher die HK iiber die Interaktion mit dem spannungsabhingigen Anionenkanal (VDAC) am
Mitochondrium bindet und dariiber die Akkumulation und Oligomerisation von proapoptoti-
schen Proteinen, wie beispielsweise Bax/Bak an der d&uBBeren Mitochondrienmembran verhindert
(Gall et al., 2011; Robey und Hay, 2006; Pastorino ef al., 2002). Folglich wird die durch Bax-
induzierte Freisetzung von Cytochrom C durch die mtHK potent blockiert. /n vitro Experimente
an isolierten und funktionsfdhigen Mitochondrien zeigten entsprechende Ergebnisse (Pastorino
et al., 2002). So fiihrte die mitochondriale Bindung von rekombinanter HKII zu einer wirksamen
Unterdriickung einer Bax-Bindung (rekombinant) und einer damit in Verbindung stehenden Cy-
tochrom C Ausschiittung. Kontrir dazu bewirkte die forcierte Dissoziation der HKII einen ge-
genteiligen Effekt (Pastorino et al., 2002). Auch die ektope zelluldre Expression von aktiven
Formen der HK Isoformen I und I demonstrierten eine beeintrachtigte Fahigkeit von aktiviertem
Bid (tBid) (Majewski et al., 2004b) und Bax (Pastorino et al., 2002) zur Apoptoseinduktion.
Insgesamt betrachtet, liegt die Vermutung nahe, dass Bax- und Bak-Oligomere mit der HKI-II

um eine gemeinsame Bindungsstelle an der dufleren Mitochondrienmembran konkurrieren.

Im Gegensatz dazu wurde auch ein Bax-/Bak-unabhingiger Mechanismus der Zelltodregulation
mit Beteiligung mitochondrial gebundener Hexokinase beschrieben (Majewski et al., 2004a). In
Bax- und Bak-defizienten Zellen fiihrte die mitochondriale Dissoziation von HK zu einer Kalzi-
um-unabhéngigen Induktion von Apoptose. Im Regelfall resultiert die Cytochrom C Freisetzung
aus einer Kalzium-getriggerten MPTP-Formation mit nachfolgender Schwellung der mitochon-
drialen Matrix und Ruptur der dulleren Mitochondrienmembran (Desagher und Martinou, 2000).
Im alternativen Modell der Apoptoseregulation ruft die mitochondrial lokalsierte und mit VDAC
assoziierte HK eine erhohte zytosolische ADP-Konzentration (ADP ist ein Produkt der HK Re-
aktion) hervor, welche den Ionenfluss durch den Adenin-Nukleotid Translokator (ANT) anregt
und die Aktivitit des F;Fo-ATP-Synthase-Komplexes stimuliert. Es resultiert eine durch den
Wasserstoff-lonengradienten bedingte Verringerung des mitochondrialen Membranpotentials.
Uber eine verminderte Produktion von mitochondial generierten, reaktiven Sauerstoffradikalen
(reactive oxygen species, ROS) wird die mitochondriale Homdostase aufrechterhalten und der
oxidative Zellschaden reduziert (da-Silva et al., 2004). Die Dissoziation der mtHK hat einen
negativen Effekt auf die Zellvitalitdt, denn die damit assoziierten pathologischen Verénderungen,

wie beispielsweise die Hyperpolarisation und Remodelierung der Mitochondrienmembran (Ma-
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jewski et al., 2004a), induzieren nachweislich die Ruptur der mitochondrialen Membran mit
nachfolgender nicht-selektiver Freisetzung von proapoptotischen Proteinen (Vander Heiden et
al., 1999). Die Sicherstellung des mitochondrialen Stoffaustauschs wie z.B. ADP/ATP ist in die-
sem Kontext ein moglicherweise wichtiger Mechanismus der zelluliren Apoptosepriavention
(Vander Heiden et al., 1999). Zusitzlich 16st der bevorzugte Gebrauch von mitochondrial gene-
riertem ATP durch die mtHK eine intensivierte Kopplung von oxidativer Phosphorylierung und
Glykolyse aus, welcher unter ischdmischen Bedingungen eine schiitzende Funktion auf die Aus-

bildung einer starken Zellazidose ausiiben konnte (Wilson, 1995).

Die Bindung an die dulere Mitochondrienmembran verschafft der HK I und HKII einen privile-
gierten und direkten Zugriff auf mitochondrial generiertes ATP und steht im Verdacht dem Pro-
tein weitere funktionelle Vorteile zu verleihen. Basierend auf Kristallisationsexperimenten wird
vermutet, dass die mitochondriale Assoziation der HKI in einer speziellen Tetramerform erfolgt,
die zum einen eine Erhdhung der katalytischen Aktivitdt und zum anderen die Reduzierung der
produktinduzierten Riickkopplungshemmung im Vergleich zur monomeren, im Zytosol lokali-
sierten HKI bewirkt (Mulichak et al., 1998; Wilson, 1995; Xie und Wilson, 1990). Wird jedoch
eine G-6-P abhingige Riickkopplungshemmung erreicht, induziert diese vermutlich eine Kon-
formationsdnderung innerhalb der mitochondrialen HK mit einer anschlieBenden Dissoziation
des Enzyms von VDAC und der dufleren Mitochondrienmembran. In Hinblick auf die deutliche
Sequenzhomologie zwischen der HKI und HKII ist es naheliegend, dass auch die HKII in einer
Tetramerstruktur an die mitochondriale Membran bindet und so ihre antiapoptotische Funktion

vermittelt (Wilson, 1995; Xie und Wilson, 1990).

Vor kurzem wurde auch eine mdgliche Beziehung zwischen der subzelluldren Lokalisation und
der metabolischen Funktion der HK Isoformen in chinesischen Hamster-Ovarialzellen (Chinese
Hamster Ovary cells, CHO-Zellen) experimentell untersucht (John et al., 2011). Es zeigte sich,
dass die mitochondriale Position der HK insbesondere mit einer zielgerichteten Verstoffwechse-
lung des Reaktionsprodukts G-6-P in der Gykolyse einhergeht (katabole Funktion), wihrend die
zytosolische Lokalisation des Enzyms bevorzugt mit der Regulierung des Glykogenaufbaus as-
soziiert ist (anabole Funktion). Im Gegensatz zur HKI, die vornehmlich mitochondrial vorkommt
und glykolytisch aktiv ist, scheint die HKII aufgrund ihrer dynamisch regulierten Distribution
eine duale Rolle zu spielen. So demontrierten die experimentellen Daten von John et al., 2011,
dass die HKII bei zytosolischem Vorkommen bevorzugt G-6-P als Substrat der Glykogenspei-

cherung, beziehungsweise dem Pentosephosphatweg zufiihrt, wiahrenddessen sie bei mitochon-
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drialer Bindung die Glykolyse und oxidative Phosphorylierung als Metabolisierungsweg des G-
6-P préferiert. Die extrazellulare Glukosekonzentration hatte bei diesen Experimenten keinen
Einfluss auf die mitochondriale HKI-Bindung. So verblieb das mit einem gelben Fluoreszenz-
protein (yellow fluorescent protein, YFP) markierte HKI-Fusionsprotein konstant in seiner mito-
chondrialen Lokalisation. Demgegeniiber zeigte sich die subzelluldre Distribution des HKII-YFP
Proteins sehr sensitiv gegeniiber einer wechselnden extrazelluldren Glukosekonzentration (John
et al., 2011). Der GroBteil der HKII befand sich bei Glukosepridsenz am Mitochondrium und
sobald die extrazelluldare Glukose entfernt wurde, konnte ein Wechsel der HKII innerhalb von 8-
10 Minuten ins zytosolische Kompartiment beobachtet werden. Die HKII-Distribution zwischen
Zytosol und Mitochondrium kann demnach als glukoseresponsiv, reversibel und dynamisch ein-
gestuft werden, wihrend die HKI fest an die mitochondriale Membran bindet und keiner gluko-
seabhingigen Kompartimentverschiebung unterliegt (John et al., 2011). Die Ergebnisse aus den
Hamster-Ovarialzellen lassen sich auf Grund der fehlenden Glykogenspeicher im Gehirn nicht
ohne Weiteres auf Neuonen iibertragen. Welche Bedeutung diese Ergebnisse im Rahmen der

HKII-vermittelten Neuroprotektion haben, ldsst sich derzeit nur spekulieren.

4.2.1. Interaktion mitochondrialer Hexokinase mit PEA-15 und VDAC

Fiir die mitochondriale Assoziation der HKII ist nicht nur die Existenz eines funktionellen N-
Terminus von Bedeutung, sondern auch eine mogliche Wechselwirkung mit mitochondrial loka-
lisierten Proteinen. Die einzigen derzeit bestdtigten Interaktionspartner der mtHK sind PEA-15
(phosphoprotein enriched in astrocytes) (Mergenthaler ef al., 2012) und der spannungsabhingige
Anionenkanal VDAC (Pastorino und Hoek, 2008).

Bei PEA-15 handelt es sich um ein in unterschiedlichen Geweben verbreitet exprimiertes
Phosphoprotein, welches primir als Substrat der Proteinkinase C in Astrozyten beschrieben wor-
den ist (Danziger et al., 1995). Ahnlich wie die HKII, ist auch PEA-15 in zellulire Prozesse wie
der Regulation von Apoptose (Kitsberg ef al., 1999), der Onkogenese (Eckert et al., 2008) oder
dem Glukosemetabolismus (Fiory ef al., 2009) involviert. Passend dazu ist auch die Expressi-
onssteigerung von PEA-15 ein wichtiges Charakteristikum fiir viele maligne Tumore (Fiory et
al., 2009). PEA-15 wurde von unserer Arbeitsgruppe als ein direkter Interaktionspartner der
HKII identifiziert (Mergenthaler ef al., 2012). Mit Hilfe eines membran-basierten Split-Ubiquitin
Two-Hybrid Systems (DUALmembrane™) wurde eine Mausgehirn c-DNA Bibliothek auf po-
tentielle Interaktionspartner der HKII an der &ulleren Mitochondrienmembran untersucht, wobei

PEA-15 als putativer Interaktionpartner durch Ko-Immunoprézipitation und Fluoreszenz-
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Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bestétigt werden konnte (Mergenthaler et al., 2012). Die
Ergebnisse zeigen eine direkte Interaktion der endogenen HKII mit PEA-15 in priméiren Kortex-
neuronen unter physiologischen Bedingungen. Aullerdem konnte eine synergistisch protektive
Wirkung bei Uberexpression beider Proteine in neuronale Zellen beobachtet werden, wihrend
eine HKII Wildtyp Uberexpression in PEA-15 Knock-Out-Mausneuronen zu keinem Schutz vor
Hypoxie-induziertem Zelltod (OGD) fiihrte (Mergenthaler et al., 2012). Zusammenfassend
kommt der HKII-PEA-15-Interaktion eine wichtige Bedeutung im Rahmen der HKII-
vermittelten Neuroprotektion zu, wobei die Verfiigbarkeit von Glukose einen modulierenden
Einfluss auf die Wechselwirkung der Proteine ausiibt. Dies wird durch eine signifikante Reduk-
tion der Protein-Protein Interaktion bei isolierter Glukose-Deprivation deutlich. Die Glukoseab-
hingigkeit der Interaktion unterstiitzt die Vermutung, dass die katalytischen Zentren der HKII
als eine Art Glukosesensor fungieren und bei intrazelluldrer Glukosedepletion iiber eine Verhin-
derung ihrer katalytischen Aktivitdt Apoptose induzieren.

Obwohl PEA-15 bisher als ein rein zytosolisches Protein beschrieben worden ist, konnte durch
Immunoblotanalysen unserer Arbeitsgruppe eine zusitzliche mitochondriale Lokalisation in pri-
méren Kortexneuronen nachgewiesen werden (Mergenthaler et al., 2012). Auf Grund dieser Er-
gebnisse ist es wahrscheinlich, dass auch die Interaktion der beiden Proteine an der dulleren Mi-
tochondrienmembran stattfindet und méglicherweise innerhalb eines groBBeren Multiproteinkom-
plexes die antiapoptotischen Effekte unter verschiedenen physiologischen und pathophysiologi-

schen Bedingungen vermittelt.

Neben einer Interaktion zwischen PEA-15 und HKII gibt es auch eindeutige Hinweise auf eine
Wechselwirkung zwischen mtHKII und VDAC. Die in der &ufBleren Mitochondrienmembran
stark exprimierte VDAC Isoform 1 stellt den meist frequentierten Kanal fiir den Austausch von
Metaboliten und Ionen zwischen dem Mitochondrium und anderen Zellkompartimenten dar (Pa-
storino und Hoek, 2008). Die VDAC-Aktivitit soll via Interaktion mit assoziierten Proteinen
reguliert werden, wobei insbesondere apoptose-modifizierenden Proteinen aus der Bcl-2 Familie
(Azoulay-Zohar et al., 2004; Tsujimoto und Shimizu et al., 2000) und zytosolischen Proteinen
wie der HKI und HKII eine wichtige Bedeutung zukommt. In diesem Zusammenhang wird auch
iiber eine Interaktion mit intramitochondrialen Proteinen, wie beispielsweise dem Adenin-
Nukleotid Translokator in der inneren Mitochondrienmembran spekuliert (Halestrap und Bren-
nerb, 2003). Die Bildung von Kontaktstellen zwischen innerer und &duflerer Mitochondrienmem-
bran soll zur Formation des MPTP-Komplexes beitrdgen (Azoulay-Zohar et al., 2004; Crompton
et al.,2002).
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Im Rahmen der Apoptoseregulation geht man davon aus, dass die gebundene HK den Offnungs-
zustand des VDAC gezielt moduliert und dariiber ihre antiapoptotischen Effekte vermittelt (Pa-
storino und Hoek, 2008; Robey und Hay, 2006). Aktuell werden zur Wirkungsweise der HK-
VDAC-Bindung zwei gegensitzliche Hypothesen diskutiert, wobei die eine den gedffneten (Ro-
bey und Hay, 2006) und die andere den geschlossenen (Azoulay-Zohar ef al., 2004) Kanalzu-
stand zur Erhaltung der mitochondrialen Integritit favorisiert.

Die HKII-vermittelte Stabilisierung des gedffneten Kanalzustandes steht im Verdacht einen ge-
regelten Ionen- und Metabolitenaustausch zwischen dem mitochondrialen und zytosolischen
Kompartiment sicherzustellen und so zur Aufrechterhaltung der Zellvitalitit beizutragen. Eine
Trennung der HK-VDAC-Bindung ist in diesem mechanistischen Erkldrungsansatz mit einer
sofortigen SchlieBung von VDAC und einem nachfolgenden Zusammenbruch des Zellmetabo-
lismus verbunden (Robey und Hay, 2006). Unterstiitzt wird die Hypothese durch die experimen-
tellen Daten von Vander Heiden et al., 1999, welcher eine Stérung des mitochondrialen

ATP/ADP-Austauschs einem friih einsetzenden Effekt des programmierten Zelltodes zuordnete.

Im Gegensatz dazu vermuten andere Arbeitsgruppen eine den geschlossenen Anionenkanalzu-
stand stabilisierende Funktion der HK-VDAC-Bindung (Shoshan-Barmatz et al., 2010; Azoulay-
Zohar et al., 2004). Plausibel erscheint dies in Anbetracht der Tatsache, dass alle proapoptoti-
schen Proteine, die vom Mitochondrium ins Zytoplasma ausgeschiittet werden im intermembra-
ndsen Spalt lokalisiert sind und fiir deren Freisetzung nur die Permeabilitit der dulleren Mito-
chondrienmembran moduliert werden muss (Halestrap et al., 2002; Tsujimoto und Shimizu,
2002). Daran ankniipfend konnte kiirzlich von Keinan und Shoshan-Barmatz, 2010 ein Zusam-
menhang zwischen einer VDACI Uberexpression und einer nachfolgenden VDAC-
Oligomerisation mit Freisetzung von proapoptotischen Proteinen aus dem intermembrandsen
Spalt gezeigt werden. Unterstiitzt werden diese Daten in Hinblick auf die molekulare Grof3e der
VDAC-Pore mit 2.5-3.0 nm, welche zwar suffizient fiir den Durchtritt von kleinen Molekiilen
wie Nukleotiden ist, jedoch die Freisetzung gefalteter Proteine wie Cytochrom C unmoglich
macht (Shoshan-Barmatz et al., 2008). Demzufolge konnte die Oligomerbildung von VDACI1 zu
einer Offnung des Kanals beitragen, welcher iiber die Freisetzung von Cytochrom C die Indukti-
on von Apoptose forciert.

Insgesamt ist die mitochondriale Bindung der Hexokinase als sehr komplex anzusehen, wobei
die Mehrzahl der fundamentalen Determinanten und strukturellen Grundlagen derzeit nur un-

vollstindig verstanden sind (Robey, 2011).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen einen antiapoptotischen Effekt der HKII bei mitochon-
drialer Lokalisation. Die in der Literatur postulierte Bindung an VDAC soll auch fiir die Immor-
talisierung von Tumorzellen verantwortlich sein (Mathupala ef al., 2009). In malignen Zellen
fiihrt die HK-Interaktion mit VDAC sowohl zu einer charakteristischen Hochregulierung der
Glykolyse, als auch zu einem Schutz vor einer Permeabilisierung der dufleren Mitochondrien-
membran mit einer daraus resultierenden Zelltodinhibierung (Mathupala et al., 2009; Galluzzi et
al., 2008). Folglich stellt die HK-VDAC-Bindung einen denkbar attraktiven Angriffspunkt von
neuen Chemotherapeutika in der Tumortherapie dar. In priklinischen Studien wurde bereits ge-
zeigt, dass das Phytohormon Methyljasmonat selektiv in der Lage ist, die HK-VDAC-Interaktion
zu unterbrechen und eine HK-Dissoziation vom Mitochondrium zu bewirken (Glodin et al.,
2008). Jedoch bleibt abzuwarten, ob die pharmakologische Potenz des pflanzlichen Hormons fiir
eine therapeutische Anwendung im menschlichen Korper geeignet ist, da es bisher nur an isolier-
ten Proteinen oder aufgereinigten Mitochondrien im Rahmen von in vitro Experimenten getestet

wurde (Galluzzi ef al., 2008).

4.3. Hexokinaseregulation durch Akt-Kinase

Es wurden bereits verschiedene, die HK-VDAC-Interaktion beeinflussende Faktoren identifi-
ziert. Wie in Kapitel 4.2. beschrieben, fithren hohe Konzentrationn des Reaktionsprodukts G-6-P
durch Konformationsdnderung im Protein zu einer Losung der Hexokinasebindung (Azoulay-
Zohar et al., 2004; Wilson, 1995). Zudem gibt es Hinweise, dass Proteinkinasen eine regulatori-
sche Wirkung auf die HKI- bzw. HKII-VDAC-Bindung ausiiben.

Der Akt-Signalweg (Akt) ist ein in Sdugetierzellen vorhandener hoch konservierter Signalweg,
welcher imstande ist verschiedene apoptotische Stimuli zu antagonisieren und die zelluldre Ho-
moostase aufrechtzuerhalten (Majewski et al., 2004a). Eine Grundvoraussetzung fiir diesen Ef-
fekt ist die Anwesenheit von einer zu phosphorylierenden Hexose (Gottlob ef al., 2001). Die
Daten von Gottlob ef al., 2001 zeigen, dass die Aktivierung der onkogenen Proteinkinase Akt
nicht nur zu einer Apoptosehemmung beitrdgt, sondern auch eine apoptose-assoziierte Losung
der mitochondrialen Hexokinasebindung antagonisiert. Diese Beobachtung impliziert, dass der
aktivierten Akt-Kinase eine unterstiitzende Funktion bei der Aufrechterhaltung der HK-
Mitochondriumbindung zukommt (Elstrom et al., 2004), sodass die mtHK-Assoziation iiber Akt

reguliert vor einer drohenden Cytochrom C Ausschiittung schiitzt.
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Andere experimentelle Untersuchungen zu dieser Thematik favorisieren einen vielmehr direkten
Effekt der Akt-Aktivierung auf die HK-VDAC-Bindung (Miyamoto et al., 2008). In der HKII
Sequenz ein spezifisches Akt-Phosphorylierungsmotif beschrieben, welches der Akt-Kinase die
Moglichkeit bietet, den HKII-Phosphorylierungsstatus zu modifizieren und moglicherweise dar-
iber eine zellschiitzende Wirkung zu vermitteln (Miyamoto et al., 2008). In Kardiomyozyten
induzierte die Aktivierung von Akt eine Wechselwirkung zwischen Akt und HKII mit einer
nachfolgenden Phosphorylierung der HK an Position 473. Die Phosphorylierung von HKII geht
mit einer mitochondrialen Bindung des Enzyms einher und tridgt zum antiapoptotischen Effekt
von Akt im Rahmen der Ischdmie bei (Miyamoto et al., 2008).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen einen direkten Einfluss von Akt im Hinblick
auf die HKII-vermittelte Protektion. In der primiren Neuronenkultur fiihrte die Uberexpression
einer Akt-Phosphorylierungsdefizienten HKII Variante zu einer Authebung der neuroprotektiven
Wirkung des Proteins. Im Gegensatz dazu zeigte die Akt-Phosphomimetische HKII Mutante eine
stirkere zellschiitzende Potenz als die HKII Wildtyp Transfektion.

Zusitzlich reguliert Akt die mitochondriale Bindung der HKII iiber eine Ausschaltung der Gly-
kogensynthase Kinase 3 beta (GSK38)-Aktivitit und einer damit verbundenen Inhibierung der
VDACI Phosphorylierung (Pastorino et al., 2005). Die GSK38 ist eine multifunktionelle Prote-
inkinase, die in eine Vielzahl von zelluldren Prozessen, wie beispielsweise der Regulation von
Zellmetabolismus und Apoptose involviert ist (Cohen und Frame, 2001). Wie Akt interagiert
auch die GSK38 mit mitochondrialen Proteinen, jedoch ist die Aktivierung der GSK38 mit ei-
nem storenden Einfluss auf die mitochondriale Funktion und die zelluldre Integritit assoziiert
(Murphy et al., 2004). Die Unterdriickung der GSK3B-Aktivierung entspricht einem wichtigen
Bestandteil von verschiedenen protektiv wirksamen Mechanismen sowohl in neuronalen Zellen
(Perez et al., 2003) als auch in Kardiomyozyten (Pastorino und Hoek, 2008). Es wird vermutet,
dass ein Teil der neuroprotektiven Effekte der GSK36-Hemmung aus einer damit einhergehen-
den Induktion und mitochondrialen Akkumulation der HKII resultiert (Gimenez-Cassina et al.,
2009). Ein Knock-Down der HKII Expression fiihrte, wie die forcierte Dissoziation der mtHKII
in neuronalen Zellen, zu einer signifikanten Verminderung der durch die GSK38-Inhibition ver-
mittelten Protektion. Im Gegensatz zur HKII unterlag die Expression oder subzelluldre Lokalisa-
tion der HKI keinen wesentlichen Verdnderungen (Gimenez-Cassina et al., 2009). Bei Vorhan-
densein von mtHK sind auch in anderen Zelltypen und Geweben &hnliche funktionell-

regulatorische Mechanismen denkbar.
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4.4. Mitochondriale Hexokinasen als Bindeglied zwischen Zellmeta-
bolismus und Apoptoseregulation

Es wurde gezeigt, dass mitochondrial assoziierte Hexokinasen in unterschiedlichen Zellsystemen
vor Apoptose schiitzen (Miyamoto et al., 2004a; Miyamoto et al., 2004b; Pastorino ef al., 2002;
Bryson et al., 2002; Robey, 2002). Der zugrundeliegende Mechanismus der Protektion ist nicht
vollstindig verstanden, aber es existieren wie im Kapitel 4.2. beschrieben verschiedene Erkla-
rungsansitze zu der Problematik. Insbesondere die Assoziation an VDAC scheint in diesem
Kontext eine zentrale Rolle zu spielen. Es wird angenommen, dass die Interaktion zwischen
VDAC und mtHKII eine wichtige Rolle in der Integration von Glykolyse und mitochondrialem
Energiemetabolismus spielt und einen Uberlebensvorteil fiir verschiedene Zelltypen inklusive
Tumorzellen bietet (Pastorino und Hoeck, 2003).

Die mitochondriale Bindung erlaubt der HK einen direkten Zugriff auf mitochondrial generiertes
ATP, was bedingt durch die enzymatische Funktion des Proteins zu einer deutlichen Steigerung
der aeroben Glykolyse fiihrt. Der aerobe Metabolismus von Glukose liefert eine Zahl unter-
schiedlicher Stoffwechselprodukte, welche in biosynthetischen Reaktionen im Rahmen der Fett-
sdauresynthese, DNA-Replikation oder Proteinbiosynthese eingesetzt werden konnen. Die mtHK
vermittelte Produktion von G-6-P unterstiitzt zusétzlich die Synthese von NADPH und anderen
biochemischen Reaktionenprodukten, welche mafgeblich zur Abwehr von reaktiven Sauerstoft-
radikalen (reactive oxygen species, ROS) beitragen (Bustamante et al., 1981). Durch den kon-
stanten ATP/ADP-Austauschmechanismus ist die mtHK in der Lage eine Verringerung des
Membranpotentials zu bewirken und so direkt die mitochondriale ROS-Produktion zu reduzieren

(da-Silva et al., 2004).

Es ist bekannt, dass 1-2% des konsumierten Sauerstoffs innerhalb der Atmungskette zu ROS
generiert werden und ein Ungleichgewicht zwischen mitochondrialer ROS-Produktion und An-
tioxidanzien zu oxidativem Stress mit Apoptose, Inflammation und der mdglichen Auslosung
von neurodegenerativen Erkrankungen fiihrt (da-Silva ef al., 2004). Da sich die physiologische
Rate der ROS-Produktion umgekehrt proportional zu der zytosolischen ADP-Konzentration ver-
hilt (Cadenas und Davies, 2000), ist die mtHK durch bevorzugten Verbrauch von mitochondrial
generiertem ATP und einer damit verbundenen Reduzierung des Membranpotentials imstande,
diesen Prozess zu kontrollieren und die ROS-Formation zu reduzieren (da-Silva et al., 2004).

Diese Wechselwirkung bringt die mtHK in eine Schliisselposition in der Integration von Ener-
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giemetabolismus mit der mitochondrialen ROS-Produktion und Apoptoseregulation (Pastorino

und Hoeck, 2003).

Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang auch der Nachweis einer direkten In-
teraktion zwischen HKII und dem Phosphoprotein PEA-15 (Mergenthaler et al., 2012). Da beide
Proteine im Glukosemetabolismus sowie in der Apoptoseregulation funktionell involviert sind,
glukoseabhingig miteinander interagieren und dariiber synergistisch protektive Effekte vermit-
teln, wird wiederholt die wechselseitige Beziehung dieser fundamentalen Zellfunktionen deut-
lich. Die Verfiigbarkeit des Substrats Glukose spielt nicht nur eine essentielle Rolle bei der
HKII-PEA-15-Interaktion, sondern demonstiert gleichzeitig die Notwendigkeit eines ausgegli-
chenen Zellstoffwechsels im Rahmen der Apoptoseregulation unter Normoxie. Moglicherweise
fungiert die Interaktion zwischen HKII und PEA-15 in einem mitochondrial lokalisierten Multi-
proteinkomplex als wichtige Entscheidungsinstanz innerhalb der Regulation des programmierten
Zelltodes (Mergenthaler et al., 2012). So ist eine von der Glukoseverfiigbarkeit abhdngige Apop-
toseinduktion unter isolierter Glukose-Deprivation beziehungsweise Apoptoseunterdriickung

unter kombinierter Sauerstoff- und Glukose-Deprivation denkbar.

Insgesamt legt die Glukoseabhingigkeit dieser Effekte eine wichtige adaptive Rolle des Gluko-
semetabolismus und speziell der mtHK-Aktivitit im Rahmen der Erhaltung der Zellhomdostase
nahe. Die enge Beziehung zwischen der antiapoptotischen Potenz der HKII und dem Glukose-
stoffwechsel wird auch am Beispiel des verdanderten Zellmetabolismus im Rahmen der Tumor-
genese deutlich. In schlecht differenzierten, malignen Tumoren ist die Erhéhung der Wach-
stumsgeschwindigkeit oft mit einer stark gesteigerten Glykolyse assoziiert. Dazu passend ist
auch die Aktivitdt der HK in vielen Tumoren oft bis auf das 10-fache im Vergleich zu normal
differenzierten Zellen gesteigert (Pastorino und Hoek, 2003), wofiir insbesondere die enzymati-
sche Expressionsinduktion des Isoenzyms II verantwortlich ist (Pedersen et al., 2008). Durch
eine mitochondriale HKII-Bindung ist in den malignen Zellen die HKII-Affinitdt fiir Glukose
erhoht, die Inhibition durch das Reaktionsprodukt G-6-P aufgehoben und ein direkter Zugriff des
Enzyms auf mitochondrial generiertes ATP sichergestellt (Petersen, 2008). Diese intrazelluldren
stoffwechselregulatorischen Verdanderungen mit einer Schliisselbeteiligung der HKII fiihren un-
ter Normoxie zu einer signifikanten Steigerung der Glykolyse und werden unter dem Begriff des
Warburg-Effekts zusammengefasst. Der geschilderte Pathomechanismus fiihrt insgesamt zu ei-
ner potenten Inhibierung von Apoptose mit einer nachfolgenden Immortalisierung der Tumorzel-

len (Mathupala et al., 2009). Interessanterweise besitzen die entdifferenzierten Zellen zudem
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eine optimale Anpassungsfdhigkeit an eine verminderte Sauerstoffzufuhr. Ein plausibler Erklé-
rungsansatz fiir dieses Phdnomen ist die Existenz eines HIF-1 Bindungselements innerhalb des
HKII Promoters, welcher es der Zelle ermdglicht sich an reduzierte Sauerstoffbedingungen zu
adaptieren und die zellulédre Integritit aufrechtzuerhalten. Basierend auf den Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe stellt innerhalb der HK Familie nur die HKII ein experimentell bestétigtes HIF-1
Zielgen dar (Mergenthaler et al., 2012).

Die antiapoptotische Wirkung der HKII ist nicht nur auf transformierte Zellen beschréinkt, son-
dern auch in gesunden Zellen im Rahmen von oxidativem Stress oder akuten Sauerstoffmangel-
zustdnden zu beobachten (Giirel ef al., 2009; Da-Silva et al., 2004; Bryson ef al., 2002). Die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des HKII-vermittelten Zellschutzes sind unter hy-
poxischen Bedingungen kongruent zu den experimentellen Daten anderer Arbeitsgruppen in an-
deren Zellsystemen (Robey, 2011; Giirel ef al., 2009; Majewski et al., 2004a; Majewski et al.,
2004b ). Zusitzlich zu der neuronalen Primérkultur konnte auch in Kardiomyozyten (Miyamoto
et al., 2007; Zuubier et al., 2005), einer humanen embryonalen Nierenzelllinie (HEK 293) (Sun
et al., 2008), Ratla-Fibroblasen (Majewski et al., 2004a; Majewski et al., 2004b) und renalen
Epithelzellen (Gall et al., 2011) analoge antiapoptotische Effekte nachgewiesen werden. Auf
grund der vergleichbaren Beobachtungen kann mdglicherweise von einem universell relevanten,
die HKII involvierenden antiapoptotischen Mechanismus ausgegangen werden. Die Kenntnis der
ablaufenden intrazelluldren Signalkaskaden wire dann nicht nur bei einem Schlaganfall von the-
rapeutischer Relevanz, sondern auch bei anderen ischdmisch bedingten Erkrankungen, wie bei-

spielsweise einem Myokardinfarkt vorteilhaft.

4.5. Bedeutung einer putativen BH-4 Domdine der Hexokinase Il

Die hydrophobe N-terminale mitochondriale Lokalisationssequenz der HK stellt die strukturelle
Vorraussetzung fiir die Assoziation des Proteins in die &uBere Mitochondrienmembran dar.
Durch eine Interaktion mit einer oder mehreren Transmembrandomédnen von VDACI ist die
Domine mafgeblich an der Vermittlung der zellschiitzenden Effekte des glykolytischen Enzyms
beteiligt (Pastorino und Hoek, 2008; Xie und Wilson, 1988). Demgegeniiber sind die HK Iso-
formen III und IV (Glukokinase) durch Fehlen der N-terminalen Doméane unfahig, direkt an die
mitochondriale Membran zu binden und dariiber eine antiapoptotische Wirkung zu generieren.

Da die Effizienz der mitochondrialen Hexokinasebindung im wesentlichen von der Proteinkon-
formation der HK bestimmt wird, besteht eine groe Wahrscheinlichkeit, dass auch andere Re-

gionen der HK diese Interaktion mit beeinflussen. Demnach kénnten besonders der mitochon-
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drialen Membran dicht anliegende Proteinstrukturen eine stabilisierende Wirkung auf die HK-
VDAC-Beziehung ausiiben (Hashimoto und Wilson, 2000). Alternativ konnte die bindungsasso-
ziierte Konformationsdnderung der HK auch zu einer Vorzugsposition von potentiell apoptose-
modifizierenden HK Doménen fiithren, was eine direkte Wechselwirkung mit proapoptotischen
Molekiilen wie Bax und trunkiertem Bid (tBid) ermdglicht. Wie in Kapitel 1.6.1. beschrieben,
besitzen antiapoptotische Bcl-2 Proteine eine derartige Strukturdomédne (BH-4), liber welche sie
in der Lage sind proapoptotische Molekiile zu binden, um einen Apoptosestimulus suffizient zu
unterdriicken. Interessanterweise wurde von Pastorino und Hoek, 2003 im Rahmen einer Uber-
sichtsarbeit eine solche BH-4 Region im C-Terminus des HKII Proteins postuliert. Mittels mul-
tipler Strukturanalysen wurde eine 25%-ige Ubereinstimmung der HK-Aminosiurestruktur mit
der N-terminal lokalisierten BH-4 Domine anderer Bcl-2 Proteine gefunden. Die sequenzielle
Ahnlichkeit der HKII Region ist somit wesentlich groBer, als die zwischen den antiapoptotischen
Vertreten Bcel-x; und Bel-w.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Funktionalitét einer putativen HKII-BH-4 Doma-
ne getestet. Der negative Effekt der mutierten HKII Region konnte fiir die Existenz mindestens
einer weiterern, die mitochondriale Bindung unterstiitzenden, HK Doméne sprechen (Pastorino
und Hoek, 2003). Jedoch ldsst sich iiber die spezifische Bedeutung der BH-4 Strukturhomologie,
im Sinne einer ausschlieBlich stabilisierenden oder einer mit der Mitochondrienmembran direkt
interagierenden Aufgabe nur spekulieren. Im Falle von Bcl-xy. ist eine essentielle Rolle der BH-4
Domine bei der VDAC-Inhibierung beschrieben (Maila und Wagner, 2007). Die mtHK steht
auch im Verdacht einen hemmenden Einfluss auf die VDAC-Konduktivitét ausziiben (Azoulay-
Zohar et al., 2004). In der Arbeit von Malia und Wagner, 2007 wurde eine durch die VDAC-Bcl-
xp-Interaktion ausgeldste Verschiebung des Oligomerisationsequilibriums von einem pradomi-
nant oligomeren zu einem vorzugsweise monomeren Zustand von VDAC nachgewiesen. Im
Kontrast dazu fiihrt die Hexokinasebindung zu einer oligomeren Formation der VDAC-Struktur.
Diese kontrdaren Beobachtungen suggerieren zum einen die Unfahigkeit, dass beide antiapoptoti-
schen Proteine gleichzeitig an VDAC binden koénnen und zum anderen schlieft es die Moglich-
keit aus, dass beide Proteine iiber identische molekulare Mechanismen ihre zellschiitzende Wir-
kung vermitteln. Teilweise konnte dies durch die unterschiedliche Lokalisation der BH-4 Domé-
nen innerhalb der Proteine erklért werden. Wihrend sich die BH-4 Doméne bei den antiapoptoti-
schen Vertretern der Bcl-2 Familie streng im N-Terminus befindet, ist sie bei der HKII C-
terminal lokalisiert (Abb. 22). Um eine eindeutige Aussage iiber die Funktionalitit der putativen
HKII-BH-4 Domine treffen zu konnen, sind jedoch weitere Experimente notwendig. Insbeson-

dere der Austausch der HKII-BH-4 Doméne mit der BH-4 Region von Bcl-x; kdnnte zur besse-



Diskussion 68

ren Charakterisierung der antiapoptotischen Potenz der HKII-BH-4 Doméne beitragen. Interes-
sant wire auch die Fragestellung, ob sich noch weitere BH Doménen innerhalb der HKII Struk-
tur befinden und in wieweit die HKII damit in die Familie der Bcl-2 Familie eingeordnet werden

kann.

4.6. Ausblick

Neben der strukturellen Notwendigkeit einer funktionellen HKII-mitochondrialen Lokalisations-
sequenz und katalytischen HKII-Aktivitét sind fiir die antiapoptotische Wirkung des glykolyti-
schen Enzyms auch das Akt-Phosphorylierungsmotif der HKII und die antiapoptotische HKII-
BH-4 Domine von essentieller Bedeutung. In Zusammenschau der Zellkulturexperimente kann
von einer komplexen Regulation der HKII-vermittelten Neuroprotektion ausgegangen werden.
Um die molekularen Mechanismen der HKII-abhéngigen Regulation des neuronalen Zelltodes
besser charakterisieren zu konnen, sind weitere funktionelle Testungen erforderlich. Unter Be-
riicksichtigung fehlender neuronaler Glykogenspeicher ist insbesondere die Entschliisselung der
neuroprotektiven Wirkung der HKII bei kombinierter Sauerstoff- und Glukose-Deprivation in-
teressant. Zusétzlich sollte der Unterschied zur reinen Glukose-Deprivation mit einem negativen
Effekt der HKII Uberexpression geklirt werden. Neue Erkenntnisse zur zellschiitzenden Funkti-
onsweise der HKII konnte die Identifizierung von weiteren HKII-Bindungspartnern erbringen.

Das Verstindnis der regulatorischen Funktion der HKII als Schnittstelle zwischen Glukosemeta-
bolismus und Apoptoseregulation ist dabei {liber die zerebrale Ischdmie hinaus von biologischer
Relevanz. Moglicherweise konnten die Erkenntnisse zur Therapieoptimierung bei anderen
ischdmisch oder durch oxidativen Stress induzierten Erkrankungen wie neurodegenerativen-

oder Tumorerkrankungen beitragen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die molekularen Mechanismen der neuroprotektiven Wir-
kung der Hexokinase II in einem in vitro Modell der zerebralen Ischdmie zu untersuchen. Klassi-
scherweise gehort die Hexokinase II (HKII) zu den vier Hexokinase Isoenzymen, die den ersten
obligatorischen Schritt im Glukosestoffwechsel von Sdugetieren katalysieren. Neben ihrer zen-
tralen Rolle im Energiemetabolismus kommt der HKII eine funktionelle Bedeutung innerhalb
der Apoptoseregulation zu.

Zur Charakterisierung der neuroprotektiven Eigenschaften der HKII wurden Expressionsvekto-
ren mit Punktmutationen in bereits bekannte, funktionell und strukturell wichtige HKII Doméinen
generiert, in eine primdre Neuronenkultur transfiziert und im Rahmen der kombinierten Sauer-
stoff- und Glukose-Deprivation (OGD) beziehungsweise reinen Sauerstoff-Deprivation (OD)
oder Glukose-Deprivation (GD) auf ihre antiapoptotischen Effekte getestet.

Die Ergebnisse demonstrieren die essentielle Bedeutung der mitochondrialen HKII-Bindung fiir
die Vermittlung des neuronalen Zellschutzes im OGD-Modell, dargestellt durch die Aufthebung
der protektiven Effekte bei Uberexpression einer mitochondrialen Lokalisationssequenz defi-
zienten HKII Mutante. Durch funktionelle Testung einer Akt-Phosphorylierungsdefizienten
HKII Mutante und Akt-Phosphomimetischen HKII Mutante konnte eine apoptose-regulatorische
Wirkung des HKII-Akt-Phosphorylierungsmotifs unter hypoxischen Bedingungen nachgewiesen
werden. Der negative Effekt der HKII-BH-4 Domine inaktivierten Mutante auf das Neuronen-
iberleben bestitigt die Funktionalitét einer im C-Terminus des HKII Proteins postulierten HKII-
BH-4 Domine. In Zellkulturexperimenten mit einer katalytisch-inaktiven HKII Doppelmutante
zeigte sich eine Glukoseabhédngigkeit der antiapoptotischen Eigenschaften der HKII. Die kataly-
tische Aktivitdt der HKII ist mafligeblich an der zellschiitzenden Wirkung des glykolytischen
Enzyms beteiligt und macht die HKII zu einem interessanten Verkniipfungspunkt zwischen
Zellmetabolismus und Apoptoseregulation.

Durch die strukturell-funktionelle Charakterisierung der HKII-vermittelten Neuroprotektion er-
schlief3t sich ein besseres Verstindnis der ablaufenden molekularen Mechanismen innerhalb der
Apoptoseregulation. Diese Erkenntnisse bieten einen gezielteren Ansatz fiir die Identifizierung
und Entwicklung von neuen Wirkstofftargets zur Therapie von neurodegenerativen- und Tumor-
erkrankungen. Da die HK neben ihrer ubiquitiren Expression eine allgemein grole Bedeutung
fiir den Glukosemetabolismus in Sdugetierzellen hat, konnten die nachgewiesenen funktionell-
wichtigen HKII Doménen auch iiber neuronale Zellen hinaus relevant sein und beispielsweise

zur Therapieoptimierung bei einem Myokardinfarkt beitragen.
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