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Abstrakt

1. Abstrakt

1.1. Abstrakt (deutsch)

Der origin recognition complex ORC, bestehend aus den Untereinheiten ORC1-ORCS6, leitet
als Pra-Initiationskomplex in proliferierenden Zellen die Synthese-Phase der DNA ein
(S-Phase). Die Assemblierung von ORC1 an den Kernkomplex - bestehend aus ORC2-5 -
wird zellzyklusabhangig reguliert. ORC1 gilt als regulatorische Untereinheit des Komplexes
und vermittelt dessen Bindung zum Chromatin. Somit ist es essentiell fir die Initiation der
S-Phase. Orc1 selbst wird zellzyklusabhangig durch die Transkriptionsfaktoren der E2F-
Familie reguliert.

In differenzierten Neuronen wird Orc1 im Gegensatz zu den Untereinheiten Orc2-6 unter
physiologischen Bedingungen sehr gering exprimiert. Der reprimierende Transkriptionsfaktor
E2F4 scheint in solchen maturen Nervenzellen unter anderem durch eine
Zellteilungsblockade eine Funktion in der Aufrechterhaltung des differenzierten Status zu
haben. Neurone werden daher als post-mitotisch bezeichnet. Unter pathophysiologischen
Bedingungen wie z.B. nach zerebraler Ischamie/Hypoxie hat ein aberranter Zellzykluseintritt
den neuronalen Zelltod zur Folge.

In dieser Arbeit wurde die Rolle von ORC1 und dessen transkriptionelle Regulation durch
den E2F4-Repressorkomplex im Kontext des neuronalen Zelltodes im Zellkulturmodell fir die
zerebrale Ischamie untersucht.

In Zellkultur (in vitro) wurde der Schaden durch einen transienten Sauerstoff- und
Glukoseentzug (oxygen glucose deprivation: OGD) modelliert. Orc1 wurde nach OGD in
Neuronen transkriptionell aktiviert. Dabei war die Regulation abhangig von einem Verlust des
reprimierenden Transkriptionsfaktors E2F4 am Orc1 Promotor. Wurde die Orc1 Expression
nach kombinierten Sauerstoff- und Glukoseentzug durch lentiviral vermittelte RNA
Interferenz mit Orc1 in Neuronen gehemmt, schitzte dies vor neuronalem Zelltod.

ORC1 ist als Schlusselprotein und dessen Regulation durch den reprimierenden
Transkriptionsfaktor E2F4 als ein molekularer Mechanismus zur Initiation neuronalen

Zelltods nach OGD identifiziert worden.

1.2. Abstract (english)

In proliferating cells the origin recognition complex ORC, that is comprised of the subunits
ORC1-ORCS6, serves as a pre-initiation complex to induce DNA synthesis (S-phase). ORC1
assembly to the ORC core complex (subunits ORC2-5) regulates the ORC in a cell cycle



Abstrakt

dependent manner. ORC1 assembly is required to mediate binding to chromatin and is the
rate limiting step for the initiation of S-phase. Orc1 is identified as a target gene of the cell
cycle controlling E2F transcription factor family.

ORCH1 is virtually absent in mature neurons under physiological conditions in contrast to the
constitutively expressed subunits ORC2-6. The repressive transcriptionfactor E2F4 seems to
take part in the inhibition of cell cycle progression and maintains the differentiated state of
neurons. Thus, neurons are entitled post-mitotic. Aberrant cell cycle reentry after brain
ischemia or other pathophysiological conditions is implicated in neuronal cell death.

In this study the role of ORC1 and its regulation by the repressive E2F4 complex in neuronal
cell death after brain ischemia is explored.

Orc1 was transcriptionally upregulated after hypoxic damage, which was induced by
combined oxygen glucose deprivation (OGD) of mouse primary cortical neurons. Orc1 was
regulated by the repressive transcriptionfactor E2F4. Inhibition of Orc? de novo transcription
by neuronal-specific RNA interference with Orc1 protected neurons against cell death
induced by OGD.

This study identified ORC1 as a novel rate limiting factor und its regulation through E2F4 as

a molecular mechanism involved in neuronal cell death after oxygen glucose deprivation.
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2. Einleitung

In dieser Arbeit wurde in einem Kanditatenansatz das Protein ORC1 in der Regulation des
neuronalen Zelltodes nach Ischamie/Hypoxie untersucht. Dazu wurde das in vitro Modell des
Schlaganfalls, der kombinierte Sauerstoff- und Glukoseentzug, verwendet, um eine
ischamisch/hypoxische Schadigung in primaren, cortikalen Neuronen aus Mausen zu
simulieren. Es wurden spezifische Untersuchungsmethoden angewandt, um den
molekularen Mechanismus der Orc1 Regulation in Neuronen zu analysieren. Die Bedeutung
von ORCH1 fir neuronale Vulnerabilitdt wurde durch neuronale spezifische Intervention mit
der Methode der RNA Interferenz, welche zur Reduktion des ORC1 Proteins fuhrt, getestet.

Im Fokus der Experimente stand die Frage, ob mit ORC1 ein Schlisselprotein in der
Regulation der neuronalen Zelltod-Signalkaskade nach kombiniertem Sauerstoff- und

Glukoseentzug existiert.

2.1. Der Zellzyklus

Die Proliferation von eukaryoten Zellen wird von &uReren Wachstumsfaktoren Uuber
Signalkaskaden innerhalb der Zelle bis zur Regulation von zellzyklustreibenden Faktoren
und Genen gesteuert. Dies fihrt zu einer Replikation der DNA, Verdopplung des
Chromosomensatzes und Zellteilung. Dieser Prozess kann in Phasen eingeteilt werden,
wobei jede Phase ihrerseits reguliert und kontrolliert wird.

Die Replikation der zelleigenen DNA findet in der Synthese-Phase (S-Phase), die
Verdopplung des Chromosomensatzes und die Zellteilung in der Mitose (M-Phase) statt. Bei
einer Zellart, die sich in 20-24 Stunden verdoppelt, entfallen 10-12 Stunden auf die S -Phase
und ca. 1 Stunde auf die M-Phase '"". Die Zwischenzeiten werden als Gap-Phasen - G1 und
G2 - bezeichnet. Haben Zellen einmal den sogenannten Restriktionspunkt in der G1-Phase
passiert, durchlaufen sie den kompletten Zyklus. Zellen, die sich nicht teilen, ruhen in GO.
Quieszente Zellen kénnen auf bestimmte Stimuli wieder in den Zellzyklus eintreten. Terminal

differenzierte Zellen gelten als nicht mehr zur Replikation und Zellteilung fahig.
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Abb. 1.1: Schema Zellzyklus: Quieszente Zellen in GO kénnen auf mitogene Stimuli in die G1-Phase
des Zellzyklus eintreten. Bei Uberschreiten des Restriktionspunktes (R-point) wird der
Zellzyklusdurchlauf fortgesetzt. Es folgt die Replikation in der S-Phase. In der G2-Phase werden

Vorbereitungen zur Mitose in der M-Phase getroffen. Aus Nature Reviews June 2013 Vol 14 No 6

Zellen arretieren, wenn wahrend des Zellzyklusdurchlaufs an Kontrollpunkten, den
sogenannten checkpoints, ein Fehler identifiziert wird ' Es existieren drei dieser checkpoints:
der G1- (=restriction checkpoint), der G2/M- (=DNA damage checkpoint) und der Metaphase-
checkpoint (=spindle checkpoint). Somit erhalt die Zelle Zeit, um Reparaturmechanismen zu
aktivieren. Wird der Fehler nicht behoben, kann die Zelle den programmierten Zelltod - die
Apoptose - einleiten, um einer unkontrollierten Proliferation zu entgehen 2

Zum Eintritt in den Zellzyklus werden Inhibitoren des Zellzyklus, die sogenannten zyklin-
abhangigen Kinase Inhibitoren (CKI) phosphoryliert und dadurch zum proteosomalen Abbau
markiert . Die CKls kénnen in die Gruppe der Ink4 (inhibitors of CDK4) mit p16 ™2 p15 "™,
p18 ™4 und p19'"™*? und der CIP/KIP- Proteine mit p21 “""AF p27 K1 ynd p57 "2 eingeteilt

werden *

. Nach Abbau der CKls werden zyklin-abhangige Kinasen (CDK) nicht mehr
gehemmt und deren Substrate kdnnen phosphoryliert werden. In der G1-Phase agieren
CDK2, CDK4 und CDK6 zusammen mit den D-Typ Zyklinen. Diese CDK/D-Zyklin Komplexe
phosphorylieren das Retinoblastoma Protein RB °. RB gehért mit p130 und p107 zu den
Pocket Proteinen. Es bindet an eine Klasse von Transkriptionsfaktoren - die E2F (elongation
factor) - Transkriptionsfaktoren E2F1, E2F2 und E2F3a - und hemmt diese tber Bindung und
Blockierung ihrer Transaktivierungsdomane °.

Wird RB hyperphosphoryliert, 10st es sich von E2F ab und dessen Hemmung durch RB wird
aufgehoben. E2F1-E2F3a im Heterodimer mit dem Co-Faktor DP (dimerization protein)

gelten als Aktivatoren des Zellzyklus, die den G1/S- und auch G2/M-Ubergang regulieren ’.
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Des Weiteren werden epigenetische Modifikatoren (z.B. Histondeacetylasen) rekrutiert und
verandern den sogenannten Histon Code, der die Genexpression moduliert ®. So kénnen sie
die Proliferation von Zellen Uber die Regulation von Zielgenen wie z.B. den Zyklinen, cell

division cycle 6 (CDC6) und DNA-Polymerase vorantreiben ®.

Ink4 m Abb. 1.2.: RB - E2F-Signalweg: Die Pocketproteine RB,
p27 p130 und p107 werden Uber Phosphorylierung durch
CDK/Zyklin-Komplexe in ihrer Bindung an die E2F-
CycH
CycD c{,w Transkriptionsfaktoren gehemmt. Die EZ2F-Faktoren sind
Giis somit in der Lage den G1/ S-Ubergang durch
CycE, A
Cdk2 Transaktivierung der Zielgene einzuleiten. Durch die INK4
und CIP/KIP Proteine kdnnen die Zyklin/CDK Komplexe und
somit der Zellzykluseintritt gehemmt werden.
p107 pRb p130 Aus Physiological Reviews 1 April 2007 Vol. 87 no. 2
E2F/DP
E2F-
regulated
genes
G1 Exit

E2F3b, E2F4 und E2F5 gelten als Repressoren von Zielgenen ° Vor allem E2F4 -
zusammen mit p130 und DP1 - ist daflir bekannt in quieszenten und differenzierten Zellen
sowie in GO/G1 die Regulation von Genen als Repressorkomplex zu steuern ™°.

E2F6, E2F7 und E2F8 sind ebenfalls Repressoren, besitzen jedoch keine Pocket Protein
Bindungsstelle und bewerkstelligen ihre Repression Uber Rekrutierung von Co-

Repressorkomplexen .

2.2. Der ORC Komplex

Der origin recognition complex (ORC) ist maRgeblich an der Initiation der Replikation der
DNA zu Beginn der S-Phase beteiligt. Der ORC Komplex setzt sich aus einem Kernkomplex,
bestehend aus den Untereinheiten ORC2-5, und den peripheren Untereinheiten ORC1 und
ORC6 zusammen. Eukaryote, proliferierende Zellen exprimieren jede dieser Untereinheiten.
Zur Formierung des funktionellen Komplexes lagern sich ORC1 und ORC6 an den

Kernkomplex an, wobei ORC1 als regulatorische Untereinheit gilt und Uber post-
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translationale Modifikationen von ORC1 sein Bindungsverhalten an den Kernkomplex und
sein Abbau reguliert werden '™

Die Formierung eines aktiven pra-replikativen Komplexes mit Bindung an den origins of
replication geschieht wahrend des M/G1-Uberganges. Von dort aus findet bidirektional die
Replikation statt. Der Prozess der DNA-Bindung ist ATP-abhangig und wird Uber die ATPase
Funktion von ORC1 gesteuert ' Der pra-replikative Komplex dient an den origins als
Landeflache fir Proteine wie CDC6, den Helikasekomplex mini chromosome maintenance
complex (MCM2-7) und schlie3lich cell division cycle 45 (CDC45) mit der DNA -Polymerase
a, die zur Duplikation der DNA in der S-Phase benétigt werden '°. Die Tatsache, dass die
Replikation der DNA unter physiologischen Bedingungen nur einmal in einem Zyklus
stattfindet, wird Uber zwei Mechanismen gesichert: Zum einen ist die Initiation der
Replikation ein stufenweiser Prozess, der die konsekutive Anlagerung einiger Proteine
erfordert, zum anderen wird der Komplex in der S-Phase Uber Ubiquitinylierung und
nachfolgendem Abbau von ORC1 deaktiviert.

Der ORC Komplex ist urspriinglich in seiner Funktion als Initiator der Replikation entdeckt
worden, zusatzlich ist er in Zellzyklusprozesse in der Mitose sowie in die Regulation der

Genexpression iiber Formierung von Heterochromatin involviert '®2.

2.2.1. Das ORC1 Protein

ORCH1 ist die grofite der sechs Untereinheiten des ORC.

Im Menschen und bei Ratten fiihrt eine autosomal rezessive Orc1 Mutation (aber auch Orc4,
Orc6, cdc6 Mutation, u.a.) zum Meier-Gorlin-Syndrom, welches mit Wachstumsretardierung,
Skelettanomalien, Mikrozephalie und fazialen Dysmorphien assoziiert ist 9,

Codiert wird Orc1 auf 17 Exons auf Chromosom 4 und besteht aus 840 Aminosauren. Es
existieren funf SpleiRvarianten, wobei eine Spleilvariante, codiert auf 17 Exons, exprimiert
werden kann, welche keine nukledre Lokalisationssequenz (NLS) besitzt und somit nicht in
den Zellkern transportiert werden kann %. Die Expression von Orc1 in proliferierenden Zellen
wird Uber die zellzyklusaktivierenden E2F-Transkriptionsfaktoren gesteuert 2

ORCH1 besitzt eine Bromoadjacent (BAH)-Domane, eine ATPase-Doméane und eine CDC6-
Bindungsdomane. Die BAH-Doméane von ORC1 vermittelt die Bindung zum Chromatin, so
dass uber die Rekrutierung von chromatinmodellierenden Proteinen die Chromatinstruktur
verandert und eine Expression der in diesem Bereich liegenden Gene verhindert werden
kann. Dies wird als silencing bezeichnet *?*. Dazu kénnen ORC1 sowie ORC3 das Protein
heterochromatin protein 1a (HP1a) rekrutieren %,

Wie bereits im vorigen Kapitel beschrieben, ist ORC1 die regulatorische Domane des ORC.
Die Assoziation von ORC1 an den Komplex und somit die Funktion des ORC wird uber
zellzyklusabhangige Modifikationen von ORC1 reguliert. In G2/M wird ORC1 durch die

6
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zyklin-abhangige Kinase Cdk1 hyperphosphoryliert und eine Anlagerung an den
Kernkomplex verhindert. In der S-Phase wird ORC1 durch Ubiquitinylierung zur
proteasomalen Degradierung markiert ", Hypophosphorylierung in M/G1 hingegen erlaubt
die Assoziation an den Kernkomplex, was die Voraussetzung zur Replikationseinleitung

darstellt °.

(Cdt1)
\ /\'\? 1’§ — . . .
(MCM . Cdc6 ) Abb.1.3.: Der ORC Zyklus: ORC wird uber die

N
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Aus Journal of Cell Science 119,1371-1382 (2006) *°

Solange ORC1 Teil des Komplexes ist oder gerade eine der zuvor beschriebenen
Modifikation erhalten hat, scheint es gutartig fur die Zelle zu sein. Andernfalls kann ORCA1

Apoptose induzieren, was in Zellkulturexperimenten gezeigt werden konnte %,

2.3. Apoptose und Nekrose

Der programmierte Zelltod, die Apoptose, kann durch externe oder interne Stimuli ausgel6st
werden und fuhrt zu einer zellinternen Signalkaskade, welche im Abbau der DNA durch
Caspasen (Cystein-Aspartat-spezifische Proteasen), Kondensation des Chromatins,
Ausstilpung der Zytoplasmamembran (blebbing) und dem Schrumpfen der Zelle endet.
Umliegendes Nachbargewebe bleibt dabei weitestgehend intakt. Die Apoptose spielt nicht
nur im Rahmen von pathologischen Prozessen sondern auch in physiologischen, wie der
Entwicklung und Aufrechterhaltung von intakten Geweben in einem Organismus, eine Rolle.
Nach Ursprung des Apoptosesignals unterscheidet man den extrinsischen und intrinsischen
Weg. Der extrinsische Weg wird Uber eine Ligandenbindung an Membranrezeptoren

vermittelt und resultiert in einer Aktivierung von Caspase 8, die ihrerseits Effektorcaspasen
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wie die Caspase 3 proteolytisch aktiviert. Die Substrate der Effektorcaspasen sind die
Lamine, das Aktinskelett und ein DNAase-hemmendes Protein.

Der intrinsische Weg wird uber die Freisetzung von Apoptose-induzierenden Proteinen wie
AIF (apoptosis inducible factor), dATP und Cytochrom C aus den Mitochondrien eingeleitet.
Diese Aktivierung ermdglicht die Formierung eines Komplexes, das sogenannte Apoptosom,
das aus Cytochrom C, dATP, APAF1 (apoptotic protease-activating factor1) und der pro-
Caspase 9 besteht 2%, Dadurch werden ebenfalls Effektorcaspasen aktiviert. Diese beiden
Wege kdnnen sich zudem gegenseitig aktivieren.

Das p53 Protein, das aufgrund seiner Rolle in der Einleitung von Zellzyklusarrest, Seneszenz
und Apoptose als Tumorsupressorgen identifiziert wurde, spielt in der Regulation von
unzahligen Genen eine Rolle, die in diese Prozesse involviert sind 2

Im Gegensatz zu apoptotischen Zellen schwellen nekrotische Zellen an, die Zellmembran
wird aufgelést und zytoplasmatische Proteine und Zellbestandteile werden freigesetzt.
Dadurch wird im umliegenden Gewebe eine Entziindungsreaktion ausgeldst .

Zwischen diesen beiden Arten des Zelltodes kann es flieBende Ubergénge geben, die z.B.

vom Ausmal} der Schadigung oder dem schadigenden Agens abhangig sind.

2.3.1. Die Rolle von E2F1 in der Apoptose

Der Transkriptionsfaktor E2F1 ist neben seiner Funktion in proliferierenden Zellen den G1/S-
Ubergang einzuleiten auch in der Lage, Apoptose zu induzieren. Die Apoptoseinduktion
durch E2F1 geschieht vor allem nach Schadigung der zelleigenen DNA. E2F1 akkumuliert
und wird von ATM (ataxia telangiectasia mutated) phosphoryliert und von p300/CBP

acetyliert *'

. RB wird ebenfalls acetyliert und 16st sich dabei von E2F1. Somit wird E2F1
stabilisiert, transkriptionell aktiv und treibt die Expression pro-apoptotischer Faktoren wie den
Caspasen 3,7,8 und 9, APAF1 und p53 *2. Das nach DNA Schadigung pro-apoptotische und
nicht zellzyklustreibende Zielgene exprimiert werden, hangt mit Protein-Protein Interaktionen

- u.a. mit p53 - von E2F1 zusammen 334,

2.4. Schlaganfall

Die klinische und die laborexperimentelle Forschung im Bereich des Schlaganfalls haben
aufgrund der hohen Lebenszeitpravalenz fir einen Schlaganfall (in Deutschland: 2,9% der
40-97 jahrigen) und nachfolgender Behinderung der Patienten einen hohen Stellenwert ",
Ein Schlaganfallereignis stellt die dritthdufigste Todesursache in Industrienationen und den

haufigsten Grund fiir permanente Behinderungen dar *°.
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Ein ischamischer - mit thrombotischem oder thrombembolischem Verschluss eines
hirnversorgenden Gefalles - oder hamorrhagischer Schlaganfall geht mit der
Minderversorgung von Hirngewebe einher. Nervenzellen stellen bezuglich dieser
Minderversorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen die sensitivsten Zellen dar. Bereits
innerhalb von Minuten nach Auftreten einer Minderversorgung degenerieren Neurone. Dabei
unterscheidet sich die Art des Zellsterbens vom Ausmal der Schadigung und wird im Kern-
Penumbra Modell beschrieben. Zellen, die sich im Kern der Schadigung befinden, gehen
zuerst durch Nekrose unter. In der Penumbra existieren Neurone, die uberleben oder aber
Apoptose begehen *. Bei einem Blutfluss von ungefahr 0.15 ml/g/min kénnen die Neurone in
der Penumbra das Membranpotential noch aufrechterhalten, jedoch sind die kortikal
evozierten Potentiale beeintrachtigt. Sinkt der Blutfluss auf 0,06-0,10 ml/g/min ab, korreliert
dies mit Infarzierung des Gewebes *’.

Die Neurone in der Penumbra, die metabolisch unterversorgt und elektrophysiologisch
inaktiv sind, jedoch nicht einem definitivem Prozess des Zelluntergangs zugeordnet sind,
kénnen durch InterventionsmaRnahmen nach einem Schlaganfall gerettet werden. Diese
sind Ziel therapeutischer Mallnahmen.

Wie die klinischen Studien der aktuell leitliniengerechten Therapie nach ischamischen
Hirninfarkt zeigen, ist fur das Outcome der Patienten die Zeit bis zur Thrombolyse und/oder

839 Somit existiert fur die intravendse

endovaskularen Thrombektomie relevant
Thrombolysetherapie mit rtPA ein Zeitfenster von bis zu 4,5 Stunden nach Auftreten der
Symptome “**'. Eine begleitende medikamentdse Therapie zum Schutz der Neuronen steht

derzeit nicht zur Verfigung.

2.4.1. Zellulare Prozesse nach zerebraler Ischamie/Hypoxie

Die Schadigungsmechanismen wahrend eines Schlaganfallereignisses sind komplex und

wurden von Dirnagl et. al in dem folgenden Diagramm vereinfacht dargestellt **:

Excitotoxicity

Peri-infqrc’r depolarisations

Inflammation

Minutes Hours
Time

Abb.1.4.: Zeitlicher Verlauf der pathophysiologischen Ereignisse nach ischamisch/

hypoxischer Schadigung. Innerhalb von Minuten findet die Exzitotoxizitat gefolgt von einer Peri-
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Infarktdepolarisation statt. Von Minuten bis Tagen setzen eine Entziindungsreaktion und die Apoptose
ein. Aus Trends in Neurosciences 22, 391-397 (1999)

Nach Minderung der Blutversorgung und somit einem Mangel an Sauerstoff und Glukose,
findet die Exzitotoxizitit (iber Ausschiittung von Neurotransmittern wie Glutamat statt **.
Glutamat bewirkt eine Aktivierung von Glutamatrezeptoren vor allem von NMDA-(N-Methyl-
Aspartat), aber auch  KA-(Kainat) und  AMPA-(a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) Rezeptoren, welche ihre Calcium- und Kaliumpermeabilitat erhéhen.
Die erhoéhte intrazellullare Calciumkonzentration fiihrt zu einer Depolarisation der
Mitochondrienmembran, Caspaseaktivierung und Freisetzung von freien Sauerstoff- und
Stickstoffradikalen ***°.

Zusatzlich ist das Mitochondrium durch die fehlende Nahrstoffversorgung und durch reaktive
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species: ROS) nicht mehr in der Lage, die
Calciumhomdostase und den Energiehaushalt mit ATP-Produktion zu regulieren “°.

Die Apoptose kann sekundar durch p53- und E2F1-mediierte Caspaseaktvierung eingeleitet
werden 78,

lonenveranderungen und der Sauerstoffmangel filhren zu einer sogenannten
Periinfarktdepolarisation bestimmter Neurone in der Periinfarktregion. Dieser Prozess
beeinflusst das AusmaR des Schadensareals *’.

Stunden nach einem Schlaganfall setzen eine Entziindungsreaktion mit Einbeziehung
immunologischer Zellen und die Apoptose ein. Diese Apoptose wird - wie bereits
beschrieben - Uber den intrinsischen Weg und durch an der Entzindungsreaktion beteiligte

Proteine - wie TNF - (iber den extrinsischen Weg eingeleitet *°.

2.5. Neuronaler Zellzyklus unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen

Terminal differenzierte, mature Neurone haben sich aus neuronalen Vorlauferzellen
entwickelt. Im adulten Gehirn findet die Neurogenese in zwei Regionen statt. In der
subgranularen Zone des Gyrus dentatus des Hippokampus und der subventrikuldren Zone
des Seitenventrikels gehen durch asymmetrische Teilung eine neurale Stammzelle und eine
neuronale Vorlauferzelle hervor, die zum Neuron reifen kann *°. Neuronale Vorlduferzellen
befinden sich zunachst als neuroepitheliale Zellen in der ventrikularen Zone °'. Nach der
Mitose wandern einige in Richtung Ventrikel, wo sie dann zu Neuronen oder Gliazellen

reifen. Die Lokalisation des Kerns der proliferierenden Vorlauferzelle korreliert mit ihrem
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Zellzyklusstand. So befinden sich Kerne der Zellen in S-Phase in der duf3eren Zone und
Kerne mitotischer Zellen an der Oberflache zum Ventrikel hin 2,

Wahrend dieses Entwicklungsprozesses ist die Expression von Zellzyklusfaktoren sowie
Apoptosefaktoren unabdingbar **°*. Sowohl die Vermehrung, die Differenzierung als auch
die Migration sind durch Zellzyklusfaktoren reguliert *°.

Fir die Neurogenese, die in eine Proliferations- und eine Differenzierungsphase eingeteilt
werden kann, scheint eine Verlangerung der G1-Phase und ein Ausstieg aus dem Zellzyklus
notig zu sein %, Dabei wurde der zellzyklusinhibierende Faktor p27 aus der CIP/KIP Familie
der CKIls als Regulator in der Differenzierung und Migration von kortikalen Neuronen
identifiziert *’.

Aus Studien an Mausen wahrend der Entwicklung von Embryonaltag E11 bis zum
Postnataltag PO ist bekannt, dass wahrend der Differenzierung neuronaler Zellen die
Transkription proliferativer Faktoren wie Cdk2, Cdk4 , Mcm2, Orc2l sowie von
Transkriptionsfaktoren wie FoxM1 und MycBP reduziert wird *.

Die E2F-Transkriptionsfaktoren scheinen ebenfalls Einfluss auf die Entwicklung von
Neuronen zu haben *°. So wurde die Expression von E2f1, E2f2 und E2f5 in proliferierenden
neuronalen Vorlauferzellen nachgewiesen. Wahrend der Differenzierung gehen diese
verloren ®. E2f1 knock out Mause zeigen eine beeintrachtigte Neurogenese °'.

E2F4 hingegen scheint bei der neuronalen Differenzierung und Aufrechterhaltung dieses
Status von Bedeutung zu sein °2. E2f4 knock out Mause weisen ein kleineres Telenzephalon
und eine beeintrichtigte Erneuerung von neuronalen Vorlauferzellen auf .

Differenzierte Neurone sind bezlglich ihres Expressionsprofils standigen dynamischen
Veranderungen unterworfen. Diese werden durch interne Aktivitatsmuster, Anderungen der
Plastizitdt an Synapsen und Konnektivitdt zwischen Hirnarealen oder duf3ere Stressfaktoren
beeinflusst.

Unter physiologischen Bedingungen wurde fiir Proteine, die in der Funktion als
zellzyklusregulierende Proteine bekannt sind, in ausdifferenzierten Neuronen eine neuronal
spezifische Funktion auerhalb der Zellzyklusregulierung gefunden.

So wurde der E2F3/RB Komplex als Regulator der tangentialen Migration fur Interneurone
identifiziert *°.

Nach der Differenzierung finden in Neuronen Prozesse wie Auswachsen des Axons und der
Dendriten statt. Die synaptischen Verbindungen sind modulierbar, was als synaptische
Plastizitat bezeichnet wird. Der Anaphase Promoting Complex (APC), der in proliferierenden
Zellen durch seine Funktion als E3-Ubiquitin Ligase den Austritt aus der Mitose einleitet,
besitzt in den Synapsen von Neuronen mehrere Funktionen: So reguliert er die Anzahl
synaptischer Boutons und die Signalweiterleitung an glutamatergen neuromuskuladren und an

64-66

GABAergen Synapsen

1"



Einleitung

Die Proteine des ORC, davon jedoch nur ORC2 -6, lassen sich ebenfalls in den Synapsen
nachweisen. Aus Studien mit hippokampalen Neuronen ist das ORC3 Protein fur die
dendritische Spine-Dichte und das Auswachsen von Dendriten nétig. Fir ORC6 ist eine
Bindung zum Aktin-Zytoskelett in Neuronen nachgewiesen ®. Die genauere Funktion der

ORC-Proteine in differenzierten Neuronen bleibt zu untersuchen.

2.5.1. Der aberrante Zellzykluseintritt nach neuronaler Schadigung

Pathophysiolgische Stimuli fihren in Neuronen zur Aktivierung von Signalkaskaden, in
denen zellzyklusregulierende Proteine involviert sind.

Zur Untersuchung der zerebralen Ischamie/Hypoxie in vivo wird das Tiermodell der middle
cerebral artery occlusion (MCAO0) in der Maus oder auch Ratte eingesetzt. Dabei wird die Art.
Cerebri media fur 30 oder 60 Minuten mit einem Faden verschlossen und wieder erdffnet.
Somit wird bei 30-mindtigem, transientem Verschluss eine ischamische Parenchymnekrose
mit relativ selektiver Schadigung der Projektionsneurone im lateralen Striatum erreicht, bei
der die Gliazellen weitestgehend ausgespart bleiben. Bei einer Verschlusszeit von 60
Minuten wird eine Pannekrose unter Einbeziehung des Kortex modelliert. Der langere
Verschluss simuliert dabei einen groRen Territorialinfarkt, der einem malignen Mediainfarkt
beim Menschen gleichen koénnte. Zellzyklusfaktoren beeinflussen im Mausmodell der
zerebralen Ischamie/Hypoxie den Grad der Schadigung. So weisen E2f1 knock out Mause
ein vermindertes geschadigtes Areal nach MCAo im Vergleich zu Kontrolltieren auf %%, In
Ratten konnte gezeigt werden, dass adenoviral eingebrachtes E2F4 die Neurone vor
neuronalem Zelltod im Modell der transienten globalen Hypoxie schiitzt "°.

Ein Modell des ischamischen Schlaganfalls in Zellkulturen ist der kombinierte Sauerstoff- und
Glukoseentzug (oxygen glucose deprivation: OGD). Dabei werden primaren, kortikalen
Neuronen in Kultur in einer Hypoxiekammer Sauerstoff und Glukose fiir eine definierte Zeit
entzogen. Zu gewunschten Zeiten nach Reoxygenierung kann man die Komponenten der
Schadenskaskade nach Hypoxie analysieren ”".

Aus diesen Modellstudien der zerebralen Ischamie/Hypoxie und Studien zur Alzheimer
Forschung kennt man das Phanomen des aberranten Zellzykluseintritts von
degenerierenden Neuronen nach pathophysiologischen Stimuli ".

So werden in Neuronen nach ischamischer Schadigung die CKls p16 und p27 abgebaut und
Zellzyklusfaktoren wie Zyklin D1 und Cdk4 werden vermehrt exprimiert oder aktiviert s,
Hemmt man die Induktion von Zyklin D1/Cdk4 kann neuronaler Zelltod verhindert

werden "47°.

Zahlreiche Studien mit unterschiedlichen Schadigungsparadigmen untersuchten, inwieweit
die Neurone den Zellzyklus durchlaufen. Zur Untersuchung von Zellen in der S-Phase wird

das Thymidinanalogon Bromodeoxyuridin (BrDU) als Marker fiir die DNA-Synthese genutzt,
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wobei die Inkorporation von BrDU auch im Rahmen der DNA-Reparatur erfolgen kann "®. Zur
BrDU-Inkorporation in Neuronen nach ischamischer Schadigung liegen diskrepante
Ergebnisse vor. In den meisten Studien fand sich nach Schadigung in nur sehr wenigen,
postmitotischen neuronalen, apoptotischen Zellen ein BrDU Signal 7% 3o war 72h nach
MCAo in <0.1% der sterbenden Zellen (markiert durch TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling: TUNEL+) ein BrDU Signal zu finden . Daraus ergab sich aber auch, dass >99%
der TUNEL+ Neuronen keine BrDU Inkorporation aufwiesen. Wen et. al beschreiben
,zahlreiche“ BrDU-positive Zellen. 79 % der BrDU-positiven Zellen wiesen 24 h nach MCAo
ein TUNEL-Signal auf. Davon waren ,einige* zuséatzlich MAP2 positiv 8. MAP2 ist ein Marker
flr einen postmitotischen neuronalen Phanotyp.

Die DNA-Synthese nach neuronaler Schadigung scheint einzutreten, aber ein seltenes
Ereignis zu sein. Diskutiert wird, dass sie auf sterbende neuronale Vorlduferzellen
zuriickzufiihren ist "*®°. Insgesamt zeigen die Studien, dass durch eine Hochregulation von
zellzyklustreibenden Faktoren - mit oder ohne vorherigen Eintritt in die S-Phase - die
Apoptose eingeleitet wird. Vermutlich ist dabei die Aktivierung des G1/S-Phase checkpoint
verantwortlich &

Ein interessanter Aspekt bezuglich der neuronalen Zellzyklusregulation ist, dass nach
ischamischer Schadigung selektiv die Neurogenese induziert wird. Es wurde gezeigt, dass
neuronale Vorlauferzellen aus der subventrikularen Zone in das geschadigte Gebiet
einwandern kénnen und auch ortsansassige neuronale Progenitorzellen in der Zone 1 des

Neocortex nach MCAo zur Neurogenese angeregt werden %%

. Die Einwanderung der
Vorlauferzellen scheint zudem von funktioneller Bedeutung. Denn die Hemmung von
neuronalen Progenitorzellen nach einem Schlaganfall hat negative Auswirkungen auf das
Lernen nach einem Insult %

Der aberrante Zellzykluseintritt mit Reaktivierung von Zellzyklusfaktoren in Neuronen ist
einerseits grundlegend fur neuronale und weitergehend funktionelle Regeneration,
andererseits - und in diese Richtung gehen die meisten Forschungsergebnisse

- fuhrt diese Zellzyklusreaktivierung in postmitotischen Neuronen zum Zelltod. Welche
Faktoren an der Entscheidung zwischen Regeneration und Degeneration entscheidend

beteiligt sind, ist bislang nicht geklart.

2.6. Zielsetzung

Postmitotische Neurone werden unter physiologischen Bedingungen an einem Wiedereintritt
in den Zellzyklus gehindert und befinden sich daher in der GO-Phase. Nach einer
hypoxischen Schadigung oder einer fokalen Ischamie weisen Neurone eine Regulation der

CKls und der Zyklin/CDK Komplexe auf. Ein tatsdchlicher Ubergang in die S-Phase,
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verbunden mit der Inkorporation des Thymindin-Analogs BrDU, scheint jedoch ein in seiner
Bedeutung ungeklartes und seltenes Phanomen des aberranten Zellzykluseintrittes zu sein.
Nicht genau geklart ist somit, ob die DNA Synthese und der konsekutive Zelltod nur in einer
neuronalen Subpopulation zu finden ist, wohingegen eine andere Subpopulation zwar nach
Reaktivierung von Zellzyklusfaktoren, jedoch ohne vorherige DNA Synthese stirbt. Weiterhin
stellt sich die Frage, ob die intrinsischen Zelltodinduktoren- wie Zyklin D1, E2F1- und die
extrinsischen Zelltodinduktoren - wie Glutamat - gleicherweise Uber die gemeinsame
Endstrecke des Zellzykluseintrittes zum neuronalen Zelltod flhren.

Da vor dem Eintritt in die S-Phase die Assemblierung des ORC Komplexes stattfindet,
jedoch ORC1 das einzige Protein dieses Komplexes ist, welches unter physiologischen
Bedingungen in Neuronen kaum exprimiert wird, wird ORC1 in einem Kandidatenansatz

genauer untersucht und es stellten sich folgende Kernfragen:

1: Ist die ORC1 Expression im pathophysiologischen Kontext des Schlaganfalls in Neuronen
verandert?

2. I1st ORC1 in Neuronen Uber die E2F-Transkriptionsfaktoren reguliert?

3. Ist die Anwesenheit von ORC1 in Neuronen protektiv -im Sinne der neuronalen

Regeneration- oder lethal im Sinne einer Apoptose/Nekroseinduktion?

In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Frage, ob der Weg des Zellzykluseintrittes
obligat fir neuronales Zellsterben ist und ob ein SchlUsselprotein als Regulator in der
neuronalen Zelltod-Signalkaskade existiert.

Durch neuronal spezifische Untersuchungsansatze wurde hier die Rolle von ORC1 in der
neuronalen Schadenskaskade nach kombiniertem Sauerstoff — und Glukoseentzug (OGD)

charakterisiert.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1 Bakterienstamme und Zelllinien

Bakterienstamme

Tab.1: Bakterien

Top10

(Invitrogen)

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-
McrBC)
d80lacZdM15AlacX74
recA1D139A(araleu)
7697 galU galK rpsL
(StrR) end A1upG

Stbl3

(Invitrogen)

F- mcrB mrr hsdS20 (rB-,
mB-) recA13 supE44 ara-
14 galK2 lacY1 proA2
rpsL20 (Str ) xyl-5 A-

Zelllinien

Tab.2: Zelllinien

Hek293FT

humane embryonale
Nierenzelllinie; stabil
transfiziert mit SV40

HT22

murine

Hippokampuszelllinie

3.1.2. Losungen

Zellkultur
BSSO Puffer

Kollagen Medium

Hek293FT Kulturmedium

- fur Virusproduktion

HT22 Kulturmedium

Neurobasal Medium

Starter Medium

1x PLL Lésung

143 mmol/L Na, 5.5 mmol/L K, 1.8 mmol/L Caz, 1.8 mmol/L Mgz, 125 mmol/L
Cl, 26 mmol/L HCO3, 1 mmol/L PO4, and 0.8 mmol/L SO4, pH 7.4 in H20O

10% FCS, 100 1U/ml Penicillin/ Streptomycin, 10 mM HEPES, 1 mg/ml

Collagen in DMEM

500 pg/ml Geneticin in DMEM

Hek293FT Kultur Medium, 100 mM Pyruvate

10% FCS Gold, 1% MEM, 1 mM Glutamine, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin,

10% FCS, 100 1U/ml Penicillin/ Streptomycin in DMEM

NBM mit B27 Supplement, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin, 2 mmol/L L-

Glutamine

NBM mit B27 supplement, 25 mM Glutamate

0.1 mg/ml Poly-L-Lysine in PBS
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Biochemie

Blocklosung

Zelllyse Puffer

Zellyse Puffer (Chromatin)

5x Zelllyse Puffer
(Luziferase)

Luziferase-Assay Reagenz

LB (Luria Bertani) Medium

LB Agarose Platten

Verdinnungspuffer

LiCl- Waschpuffer

Lyse Puffer

Kernlyse Puffer

Kernlyse Puffer (Chromatin)

PBS
Ripa Puffer (Lyse Puffer)

Lammli Probenpuffer (4x)

Semi-dry Transfer Puffer
SDS Laufpuffer (10x)

SOC Medium

TAE Puffer

TE Puffer

5% Milchpulver in TBST

10 mM Hepes pH 7.5, 2 mM MgCIZ, 1 mM EDTA, 10 mM KCI, 1 mM DTT,

10 mM NaF, 0,1 mM Na-ortho-Vanadat, 1% NP40,1 Proteaseinhibitortablette
(Roche)

25 mM Hepes, pH 7.8, 1,5 mM MgCIZ, 10 mM KCI, 1 mM DTT, 0,1% NP-40,
0,5 mM PMSF,1 Proteaseinhibitortablette (Roche)

25 mM Tris Phosphat pH 7,8, 2 mM DTT, 2 mM EDTA, 10% Glycerin, 1%
Triton

20mM Tricin pH 7,8, 1,07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2x5H20, 2,67 MgS04,
0,1mM DTT, 33,3ug Coenzym A, 530uM ATP,in 10ml werden 7mg des
lyophilisierten Luziferins geldst; Lagerung bei -70°C

1% Tryptone, 1% Hefeextrakt, 1% NaCl in H,O

1% Trypton, 1% Hefeextrakt, 1% NaCl, 1.5%
Agar in H20

20 mM Tris-HCL pH 8, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X, 0,1% Na-
deoxycholat, 0,1% SDS, 0,5 mM PMSF, 1 Proteaseinhibitortablette

20 mM Tris-HCL pH 8, 1 mM EDTA, 250 mM LiCl, 0,5% Na-
deoxycholat, 0,5% NP-40, 0,5 mM PMSF, 1 Proteaseinhibitortablette

100 mM Tris, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0,2% SDS
500 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM NaF, 10% glycerol, 0.2% NP40, 5 mM
MgCIZ, 1 Proteaseinhibitortablette

50 mM Hepes pH 7,9, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X, 0,1% Na-
deoxycholat, 0,1% SDS, 0,5 mM PMSF,1 Proteaseinhibitortablette (Roche)

137 mM NaCl, 3 mM KCl, 6,4 mM Na,HPO, 1,5mM KH,PO, ,pH 7,4

3 mM Na-ortho-Vanadat, 50 mM Tris-HCL pH 7,5, 250 mM NacCl, 0.5%
NP40, 5 mM EDTA pH 8,0, 1 mM PMSF, 50 mM NaF, 1 Protease-
inhibitortablette

25% Glycerol; 5% SDS; 200 mM Tris; 0.002% Bromphenolblau;
10% 2-Mercaptoethanol; pH 6,8

1x SDS Laufpuffer, 10% Methanol

25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS in H>O

2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 20 mM
Glukose, 10 mM MgSQg4, 10 mM MgCl»

40 mM Tris; 20 mM Eisessig; 1 mM EDTA; pH 8

10 mM Tris, 0,1mM EDTA
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Tris buffered saline (TBS)

20 mM Tris/HCI pH 6,8

TBST 1x TBS, 0,05% v/v Tween

3.1.3. Chemikalien

Agarose

Ampicillin

Blasticidin

Bovine serum albumin (BSA)
Bromphenolblau

B27

Calciumchlorid

Chloroform (99,9%)

Collagen

DMEM

(Dulbeccos modified Eagles Medium)
DMEM mit stabilem Glutamin
DNA-Ladepuffer

DNA-Ladder (1kb plus)
Donkey Serum

Dual color precision plus Protein
Standard
Ethylenediamintetraessigsaure
Ethanol (99.9%)
Ethidiumbromid

Fetal calf Serum (FCS)
Formaldehyde (37 %)
Geneticin

Glutamat

Glycerol

Glycin

D—-(+)-Glucose

Hydrogen chlorid

Hepes

Isopropanol (99,9%)

L-Glutamin

(Eurogentec, Belgium)
(Serva, Heidelberg)
(Invitrogen, USA)
(Sigma, Steinheim)
(Sigma, Steinheim)
(Gibco, USA)

(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)
(Biochrom AG, Berlin)
(Biochrom AG, Berlin)
(Biochrom AG, Berlin)
(Fermentas, USA)
(Invitrogen, USA)
(Millipore, USA)
(BIO-RAD, USA)

(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)
(Biochrom AG,Berlin)
(Roth, Karlsruhe)
(PAA, Colbe)

(Sigma, Steinheim)
(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)
(Sigma, Germany)
(Roth, Karlsruhe)
(PAA, Colbe)

(Roth, Karlsruhe)
(Biochrom AG, Berlin)
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Methanol

MEM (not essential amino acids)
Milchpulver

Nicotinamide adenine dinucleotide,
Neurobasal Medium

Nonidet P40 (NP-40)

Optimem

Page ruler pre-stained Protein Leiter
Paraformaldehyd (PFA)
Phenyl-methane-sulfonyl Fluorid
Penicillin/ Streptomycin
Poly-L-Lysin
Polyvinylidene-Fluoride Membran
Precast Polyacrylamide Gels 4-20%
ProLong Gold antifade reagent
with DAPI

Propidium-iodid

Protease Inhibitor Tabletten
Proteinase K

Pyruvat

Protein A Sepharose Beads
Sodium Chlorid

Sodium dodecyl sulphate (SDS)
Sodium Fluorid

Sodium ortho Vanadate

Sodium Pyruvat

TEMED

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Trizol Reagenz

Trypsin-EDTA (0.05%)

Trypton

Tween 20

Ultra pures Wasser

Hefeextrakt

(Roth, Karlsruhe)
(Gibco, USA)
(Roth, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Gibco, USA)

(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Gibco)

(Fermentas, USA)

(Merck, Darmstadt)

(Sigma, Steinheim)

(PAA, Colbe)

(Biochrom AG, Berlin)

(Roth, Karlsruhe)

(Lonza, USA)

(Invitrogen, USA)

(Sigma, Steinheim)
(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Quiagen, Hilden)
(Sigma, Steinheim)

(GE Healthcare, England)
(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)

(Sigma, Steinheim)
(Gibco, USA)

(Sigma, Steinheim)
(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)
(Invitrogen, USA)
(Biochrom AG, Berlin)
(Serva, Heidelberg)
(Roth, Karlsruhe)
(Biochrom AG, Berlin)
(Roth, Karlsruhe)
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3.1.4. Gerate und Ausrustung

ABI PRISM 7000 Detection System
Biofuge Fresco Zentrifuge

BioDoc Analyser

Blotting Kammer

Agagel Maxi
Gelelektrophoresekammer
FACScalibur

Fuchs-Rosenthal Zahlkammer
Fusion Multiwell-Plattenlesegerat
FUSION Chemolumineszenz System
Hera Cell 240 Inkubator

Hera Safe Zellkulturbank

Julabo Wasserbad SW 22
Mastercycler RealPlex PCR Maschine
Nanodrop® ND-1000 Spectro-
photometer

S-250/450D Digital Sonifier Cell Disruptor
OGD chamber ‘IN VIVO2 300’
Olympus IX81 Mikroskop

Olympus Cell Imaging Software

pH Meter

Tischzentrifuge 5417R

UltraTurrax

Vortex Genie 2

(Applied Biosystems, USA)
(Heraues, Hanau)
(Biometra, Gottingen)
(BioRad, Minchen)
(Biometra, Gottingen)
(BioRad, Munchen)
(Becton Dickinson)
(Roth, Karlsruhe)
(PerkinElmer, USA)
(VWR, Darmstadt)
(Heraeus, Hanau)
(Heraeus, Hanau)
(Julabo, Seelbach)
(Eppendorf, Hamburg)
(Montchanin, USA)

Branson, USA)

Ruskinn, UK)

Olympus, Hamburg)
Olympus, Hamburg)
VWR, Darmstadt)
Eppendorf, Hamburg)
Janke & Kunkel, Staufen)

(
(
(
(
(
(
(
(Bohemia, USA)

3.1.5. Enzyme und Reagenzsysteme

Restriktionsendonukleasen, 10xPuffer,100x BSA (New England Biolabs)

T4 DNA Ligase, 10x T4 Ligase Puffer
Bradford Protein Assay

CalPhos™ Mammalian Transfection Kit
ECL Plus Western Blotting Detection
Invisorb® Spin Tissue RNA Mini Kit
Peg-iT® Virus Precipitation Kit
Platinum SYBR® Green qPCR Super-
Mix-UDG

(New England Biolabs)
(BIO-RAD, USA)

(Clontech, USA)

(GE Health Care, Minchen)
(Invitek, USA)

(System Bioscience, USA)
(Invitrogen, USA)
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Qiagen Maxi Kits

QIAGEN plasmid Mini purification Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Superscript Il reverse transcriptase Kit
ViraPower™ Lentiviral Expression
Systems

CellTiterGlo® cellviablitiy Kit

3.1.6. PCR Primer und miR-shRNAs

(Quiagen, Hilden)
(Quiagen, Hilden)
(Quiagen, Hilden)
(Invitrogen, USA)
(Invitrogen, USA)

(Promega, Mannheim)

Alle Oligonucleotide wurden von MWG synthetisiert. Die folgenden small microRNA-
embedded hairpin RNA (miR-shRNA) Oligonucleotide wurden mit dem BLOCK-T™ RNAI

Designer (Invitrogen) konstruiert und von MWG hergestellit.

Tab.3: PCR Primer

B-actin_forward

5-GAAATCGTGCGTGACATCAAAG-3

B-actin_reverse

5-TGTAGTTTCATGGATGCCACAG-3’

Orc1_forward

5-CAGCTAGTGCGCTGGAAGA-3’

Orc1_reverse

5-TTGGAATTCCTGCTCTCGAC-3°

Orc2_forward

5-TCATGTTGTCATCAACGGCTA-3'

Orc2_reverse

5'-AGGACATCTTCAGTTATAGAGTTCAGG-3'

Orc3_forward

5'-CCTGCTGATCAACCTCGTC-3'

Orc3_reverse

5'-TGCATCCATTTTCTCAGCAG-3'

Orc4_forward

5'-ACACCCATTTATGACTTCAGCA-3'

Orc4_reverse

5'-CAGATTTCCAAGACTGACAGACC-3'

Orc5_forward

5-CCATTTGTCTTATATTTCCCTGACTAT-3'

Orc5_reverse

5'-GCGTAAAAATCCGCTGAATACT-3'

Orc6_forward

5'-GATCGACTGTGTAAGCAGTTAGAAA-3'

Orc6_reverse

5-TGGCTTCTTTCTCTTCAGTGC-3'

E2F4 forward

5-CTGGACCAGCACAAGGTGT-3"

E2F4_reverse

5-GGCAAGGAGGGTATCTCCA-3’

GAPDH_ forward

5" TGACCACAGTCCATGCCATC -3’

GAPDH _reverse

5'GACGGACACATTGGGGGTAG-3’

ChIP Orc1Prom_forward

5-GGTTAGTGGCGCGAAAAGT-3’

ChIP Orc1Prom_reverse

5-TCCCAGCTCTCAGCTGACTAA-3’

ChIP y-actinProm_forward

5-GCTTTGCTGGTGACTACGC-3’

ChIP y-actinProm_reverse

5-TCACCCACGTACGAGTCTTTC-3’

Sequ_miR-shRNA_forward

5-CGAGAAGCGCGATCACATGG-3'
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Tab.4: miR-shRNAs

ORC1_1 330

5'- GCTGAGAGACAGGAATCTCAAGGAAGTTTTGGCCACTGACTGACTTCCTTGATTCCTGTCTCT -3'
5'- CCTGAGAGACAGGAATCAAGGAAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTTCCTTGAGATTCCTGTCTCTC -3

ORC1 2 714

5'- TGCTGATTAGCAGGAGTCTGGTGAAAGTTTTGGCCACTGACTGACTTTCACCACTCCTGCTAAT -3'
5'- CCTGATTAGCAGGAGTGGTGAAAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTTTCACCAGACTCCTGCTAATC -3'

Orc1_3  Chain: Gensynthese enthélt zwei miR-shRNA

5- TGCTGAACACGTAGTCCCAGCTCTCAGTTTTGGCCACTGACTGACTGAGAGCTGACTACGT
GTTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGGCCAGATCTCTGGAGGCTTGCTGAAGG
CTGTATGCTGAGAGACAGGAATCTCAAGGAAGTTTTGGCCACTGACTGACTTCCTTGATTCCTGTCTCTCAGG
ACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGGCCCCCGGGCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTAT
GCTGTGAACAGGGCCAATGATGGTCGTTTTGGCCACTGACTGACGACCATCAGGCCCTGTTCA -3'

5- CCTGTGAACAGGGCCTGATGGTCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGACCATCATTGGCCCTGTT
CACAGCATACAGCCTTCAGCAAGCCTCCAGCCCGGGGGCCATTTGTTCCATGTGAGTGCTAGTAACAGGCC
TTGTGTCCTGAGAGACAGGAATCAAGGAAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTTCCTTGAGATTCCTGTCTCTCAG
CATACAGCCTTCAGCAAGCCTCCAGAGATCTGGCCATTTGTTCCATGTGAGTGCTAGTAACAGGCCTTGTGT
CCTGAACACGTAGTCAGCTCTCAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTGAGAGCTGGGACTACGTGTTC -3'

E2F4 1 159

5'- TGCTGTGCAAGAGCGACACGAACTTGGTTTTGGCCACTGACTGACCAAGTTCGTCGCTCTTGCA -3°
5'- CCTGTGCAAGAGCGACGAACTTGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCAAGTTCGTGTCGCTCTTGCAC -3'

E2F4_ 2 874

5’- TGCTGACTCACTGCAATCTCAGATGTGTTTTGGCCACTGACTGACACATCTGATTGCAGTGAGT -3’
5’- CCTGACTCACTGCAATCAGATGTGTCAGTCAGTGGCCAAAACACATCTGAGATTGCAGTGAGTC -3’

E2F4_3 Chain: Gensynthese enthalt zwei miR-shRNA

5- TGCTGTGCAAGAGCGACACGAACTTGGTTTTGGCCACTGACTGACCAAGTTCGTCGCTCTTGCACA
GGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGGCCCAGATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGT
ATGCTGACTCACTGCAATCTCAGATGTGTTTTGGCCACTGACTGACACATCTGATTGCAGTGAGT -3’

5’- CCTGACTCACTGCAATCAGATGTGTCAGTCAGTGGCCAAAACACATCTGAGATTGCAGTGAGTC
AGCATACAGCCTTCAGCAAGCCTCCAGGATCTGGGCCATTTGTTCCATGTGAGTGCTAGTAACAGGCCTTGT
GTCCTGTGCAAGAGCGACGAACTTGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCAAGTTCGTGTCGCTCTTGCAC -3’

Scrambled miR-shRNA

5 -TGCTGAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT-3"
5-CCTGAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACCTTTC -3

LacZmiR-shRNA (aus pcDNA ™ 6.2-GW/EmGFP-mi-lacZ; Invitrogen)

5-TGCTGAAATCGCTGATTTGTGTAGTCGTTTTGGCCACTGACTGACGACTACACATCAGCGATTTCAGG-3'
5-CCTGAAATCGCTGATGTGTAGTCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGACTACACAAATCAGCGATTTCAGCA -3
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3.1.7. Antikorper

Tab.5: Antikorper

Primar- Verdinnung fur origin Firma
antikorper Immunoblotting/
Immunfluoreszenz
ORC1 1:500 rat anti-ORC1 7A7 (Cell signalling, USA)
E2F4 1:500 rabbit anti-E2F4 sc-1082X | (Santa Cruz
rabbit anti-E2F4 sc-866 Biotechnology, USA)
E2F1 1:500 rabbit anti E2F1 sc-193X (Santa Cruz
(C20) Biotechnology, USA)
GAPDH 1:75000 mouse anti-GAPDH 6C5 (Chemicon, USA)
HDAC 1:500 rabbit anti-HDAC sc-7872 (Santa Cruz
Biotechnology, USA)
V5 1:5000 Mouse anti-V5 R960-25 (Invitrogen, USA)
mCherry 1:1000 Rat anti-RFP 5F8 (Chromotek, Martinsried)
Sekundar
antikorper
Anti-mouse 1:2500 (GE healthcare, England)
conjugated to HRP
Anti-rabbit 1:2500 (GE healthcare, England)
conjugated to HRP
Anti-rat conjugated 1:10000 (GE healthcare, England)
to HRP

3.1.8. Vektoren

Tab.6: Vektoren

1. pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR (Invitrogen)

2. psPAX2 (Addgene 12260)
3. pMD2.G (Addgene 12259)
4. pFSy(1.1)GW (Addgene 27232)
5. pFSy(1.1)GW mit EmGFP-miR-shRNA aus Vektor 1+4

6. pLenti6/lUbC/DEST™ (Invitrogen)

7. pENTR mCherry

8. pCMV Sport6 Orc1 IRAVp968B0122D; Acc.-No.: BC015073 (Bio Source)

9. plLenti6/Orc1mCherry/DEST aus Vektor 6+8+9

10. pFSY(1.1)GW E2F4-V5-DEST aus Vektor 4+Gensynthese E2F4 V5

11. pFSY(1.1)GW Orc1 PromLUCT2AEGFP aus Vektor 4+Gensynthese Flex+Orc1 Prom
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3.1.9. Software

Microsoft Word/ Excel/ Power Point 2003/2013, Graph Pad Prism 5, Adobe Photoshop
CS/CS3, SigmaStat, CellQuest, Cell M Olympus.

3.2 Methoden

3.2.1. Zellkultur

3.2.1.1. Zelllinien

Die in dieser Arbeit beschriebenen Zellen wurden in Adhasionskultur in Zellkulturschalen
(Durchmesser 6, 10, 15cm) und 6, 24 bzw. 96 well-Platten der Firma TPP in den
beschriebenen Medien unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,-Luftgemisch, 95%
Luftfeuchte) kultiviert. Die hippokampale Zelllinie HT22 erhielt Kulturmedium basierend auf
DMEM /10% FCS (weitere Zusammensetzung siehe Material). Um die Zellen in ihrem
Wachstum zu synchronisieren wurden sie fur 28 h in serumfreiem Medium gehalten und
arretierten dann in der GO-Phase des Zellzyklus. Nach Serumzugabe traten sie gemeinsam
in den Zellzyklus ein. Die Hek293FT Zelllinie wurde in DMEM-basiertem Kulturmedium
(weitere Zusammensetzung siehe Material) kultiviert und zur Produktion von Lentiviren

wurde dieses Medium mit 100 mM Pyruvat versetzt.

3.2.1.2. Transiente Transfektion mit Calcium-Phosphat

Die Zellen waren zum Zeitpunkt der Transfektion ca. 80% konfluent. Die zu transfizierende
Plasmid-DNA wurde mit entsprechender Menge 2,5 M CaCl, versetzt und mit sterilen ddH,O
auf 500 ul aufgefillt. Nun legt man in ein Falconréhrchen 2xHBS vor, erzeugt mit einer
Glaspipette Blasen, wobei man gleichzeitig den DNA-Mix tropfenweise hinzupipettiert. Es
sollte ein weilliches Prazipitat sichtbar werden. Diese Lésung wurde auf das Zellmedium
getropft und durch leichtes Schwenken der Kulturschale verteilt. Etwa 18 h spater wurde das
Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und neues Medium

hinzugegeben.

3.2.1.2. Transiente Transfektion mit Lipofectamin®2000

Die transiente Transfektion mit Lipofectamin®2000 erfolgte nach dem Protokoll von
Invitrogen. Somit wurden kortikale Neurone in Kultur auf einer 24 well Platte mit frischem
Neurobasal Medium versetzt und das konditionierte Medium wurde aufbewahrt. Ein zuvor
hergestelltes Gemisch aus 4 uyg DNA und 8 pl Lipofectamin wurde zugegeben. Nach 45-
minutiger Inkubation wird das Medium abgenommen und die Neurone mit dem

konditionierten Medium versehen. 6 h nach Transfektion erfolgte die Analyse.
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3.2.1.3. Produktion von Lentiviren der 3. Generation

Zur Produktion von neurotrophen Lentiviren wurde das System der 3. Generation ver-
wendet %%, Durch Transduktion der Zellen mit den Lentiviren ist es moglich ein Gen oder
eine miR-shRNA in den Zielzellen Uberzuexprimieren. Die Arbeit mit Lentiviren erfolgte unter
S2 Sicherheitsbedingungen.

Um eine ca. 70-80% konfluente 175 mm? Zellkulturschale von Hek293 FT Zellen in 25 ml
Medium zu transfizieren wurden 17,5 ug des Expressionsvektors mit den die viralen Hull-
und Verpackungsproteinen codierenden Vektoren (12,5 pg psPAX2, 7,5ug pMD2.G)
gemischt und nach dem oben erlduterten Verfahren mit Ca-Phosphat transfiziert. Das
Gemisch wurde nach ca. 18 h abgenommen und die Zellen mit frischem Medium versetzt.
Der virale Uberstand wurde nach 2 und 3 Tagen abgenommen und zusammengefiihrt. Nach
Entfernen der groben Zellreste durch Zentrifugation wurde die Viruslésung durch einen
0,45 ym PVDF Filter gegeben und mit dem Peg-iT®-System nach Herstellerangaben
prazipitiert und in 50 yl PBS aufgenommen. Damit wurde das Virus auf das etwa 100fache

konzentriert. Die Lagerung erfolgte in Kryoréhrchen bei -80°C.

3.21.4. Titration der Lentiviren

Da der Titer der Lentiviren schwanken kann, erfolgte von jeder hergestellten Viruscharge
eine Titration.

Dazu wurden primare kortikale Neurone an Tag 3 in vitro (kultiviert in 24 well Platten) mit
einer Verdinnungsreihe des Lentivirus von 1 bis 1:10000 in PBS infiziert. Am nachfolgenden
Tag wurden die Zellen mit ihnrem vor der Infektion gesammelten Medium versetzt. An Tag 7
in vitro erfolgte die Analyse der Infektionsrate. Dazu wurde der prozentuale Anteil der
infizierten Zellen, welche nun das Reporterprotein EGFP exprimierten, fir 5 Regionen (ROI:
region of interest) durch Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt. Die Analyse
erfolgte mit einem inversen Mikroskop IX81 von Olympus und zugehériger Cell M Software.
Uber die Verdiinnungsreihe konnte der Virustiter bestimmt werden. Dieser wurde in TU
(transduction unit)/ml angegeben. Bei einer multiplicity of infection (MOI) von 5 waren mehr
als 95% der Zielzellen infiziert. Um mit unterschiedlichen Viren gleiche Infektionsraten zu
erzielen, gaben somit die MOI und der Virustiter die zur Infektion der Zielzellen bendétigte

Menge vor.

3.1.2.5. Herstellung von priméren kortikalen Neuronen aus C57BL/6N Mausen

Jeder Umgang mit Tieren erfolgte nach den Tierschutzleitlinien mit der
Genehmigungsnummer T0046/07 des Landesamtes flur Gesundheit und Soziales (LaGeSo).
E16 Embryonen wurden zur Herstellung der neuronalen Kulturen verwendet. Dazu wurden

trachtige C57BL/6N Mause mit Isofluran in tiefe Narkose versetzt, mittels Genickbruch
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getdtet und die Embryonen durch Kaiserschnitt entnommen. Die Isolierung erfolgte nach
modifiziertem Protokoll von Lautenschlager et al. Der zerebrale Kortex wurde
herausprapariert und die Neurone aufgearbeitet. Die Zellkulturplatten wurden nach dem
Protokoll mit Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet, um die Adhasion der Neurone zu
gewahrleisten. 1,3 x 10° Neurone wurden in 1,5 ml Starter Medium in 6 well Platten unter
Standardbedingungen kultiviert, nach 4 und 7 Tagen in vitro zur Halfte mit frischem Medium

versetzt und nach 10 Tagen fir Versuche eingesetzt.

3.1.2.6. Infektion der kortikalen Neurone
An Tag 3 in vitro wurden die Neurone nach Anzahl und Virustiter mit der entsprechenden
Menge des Lentivirus versetzt. Bis zum Beginn der Schadigung im Experiment an Kulturtag

10 wurden die Zellen wie oben erlautert mit frischem Medium versehen.

3.21.7. Oxygen-glucose-deprivation (OGD): In vitro Modell des Schlaganfalls

Die maturen Neurone wurden in einer Hypoxiekammer (< 0,2% O, 5% COg, 95% N, > 90%
Luftfeuchtigkeit, 37 °C) mit PBS gewaschen und in glukosefreiem BSSo Medium je nach
gewulnschtem Zellschaden fiir eine bestimmte Zeit (2 - 2,5 h) gehalten. Danach wurden sie
mit ihrem in der Zwischenzeit praservierten Kulturmedium (zur Halfte gemischt mit frischem
NBM Medium) versetzt und im Brutschrank bis zum Zeitpunkt der Beendigung des

Experiments kultiviert. Somit fand eine Reoxygenierung und Glukosezufiihrung statt .

3.1.3. Molekularbiologische Methoden

3.2.21. PCR und Agarosegelelektrophorese

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR: polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zur
selektiven Amplifizierung und Modifikation von DNA-Abschnitten definierter Lange und
definierter Sequenz aus einem Gemisch von Nukleinsduren. Die Zielsequenz wurde hierbei
durch die Wahl der Oligonukleotide als Primer festgelegt, die als Startpunkte fur die

Polymerase-Kettenreaktion dienen %

. Die amplifizierte DNA wurde zu analytischen oder
praparatorischen Zwecken Uber 1,0-1,6% (w/v) Agarosegele in 1xTAE-Puffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei verhalt sich die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel der
DNA-Fragmente umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts.

Die DNA Proben wurden dazu mit DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein Agarosegel, welches
Ethidiumbromid enthalt aufgetragen. Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und kann
unter UV Licht sichtbar gemacht wurden. Daneben wurde ein DNA-Standard aufgetragen,

um die Grofle der DNA-Fragmente nach Auftrennung im Gel durch Anlegen einer Spannung
von 100 V zu vergleichen. Nach ca 30-60-minutiger Auftrennungszeit konnten die DNA-

Banden unter UV Licht mit dem BioDoc Imaging System analysiert wurden.
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3.2.2.2. RNA-Isolierung und cDNA-Herstellung

Isolation von RNA aus Geweben mit dem Invisorb® Spin Tissue RNA Mini Kit

Die Gewebe wurden aus den getdteten Mausen (embryonal E 16, Muttertiere) isoliert und
nach dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet. Die Homogenisierung erfolgte mittels
Rotor-Stator-Homogenisierer.

Isolation von RNA aus Zellen in Kultur mit Trizol® Reagenz

Nach Waschen der Zellen mit PBS wurde Trizol Reagenz (500 pl/6 well) auf die Zellkultur
zugegeben und diese mit einem Schaber abgelést. Dadurch wurden die Zellen
aufgeschlossen ohne die RNA zu zerstéren. Diese Suspension wurde mit einer Phenol-
Guanidine-Thiocyanate Loésung gemischt. Nach 5-minltiger Inkubation wurde die RNA
mittels Chloroformzugabe isoliert. Diese Phase erhielt man nach Zentrifugation. Die Fallung
der RNA erfolgte mit Isopropanol, welches fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde.
Die RNA wurde durch 10-minltige Zentrifugation pelletiert und das Pellet mit 75%- igem
Ethanol gewaschen.

Die nach der jeweiligen Methode extrahierte RNA wurde in RNAse-freiem Wasser
aufgenommen und die Konzentration mittels Spektralphotometer bei 280 nm bestimmt. Die
Lagerung erfolgte bei -80°C.

Zur cDNA Herstellung wurde das SuperScript® || Reverse Transcriptase Kit von Invitrogen
nach Herstellerangaben verwendet. 2,5 uyg RNA wurden mit einem Random Primer Mix
(100 uM) und 10 mM dNTPs versetzt und fir 5 min bei 65°C inkubiert. Es erfolgte die
Zugabe eines Master Mixes aus: 5x first strand buffer, 0,1 M DTT und 40 U RNAsin. Nach
10 min bei 25°C wurden 200 Units der Reversen Transkriptase zugegeben und die
Umschreibung in cDNA wurde fur 50 min bei 37°C vollzogen. Es folgte eine 15-minutige
Inkubation bei 70°C. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Reverse Transkriptase.

Die synthetisierte cDNA konnte bei -20°C gelagert werden.

3.2.2.3. Platinum® SYBR® Green basierte quantitative Real- time PCR

Diese PCR Methode wurde verwendet um quantitativ Expressionsmuster in Zielzellen oder
qualitativ Promotorsequenzen zu untersuchen.

Entweder diente cDNA aus der Reversen Transkription der RNA oder DNA aus der
Chromatinisolation als Template zur Real- time PCR

Die Template-DNA wurde nach Herstellerangaben mit Platinum® SYBR® Green gPCR
SuperMix-UDG versetzt. Darin enthalten ist eine Tag-DNA Polymerase, der in die DNA
interkalierende Farbstoff SYBR Green (Absorption 494 nm, Emission 521 nm), dNTPs und
eine Uracil-DNA Glycosylase, um DNA Kontamination zu reduzieren. Der passive
Referenzfarbstoff ROX (6-Carboxy-X-rhodamin, Emission bei 602 nm [orange]) konnte dem

Mastermix zugesetzt werden, um Pipettierfehler auszugleichen.
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Die im Kapitel zuvor aufgefiuihrten Primer (herausgegeben durch die Datenbank: Universal
Probe Finder von Roche) wurden verwendet. Als Referenzgen diente GAPDH. Die Proben
wurden in Duplikaten gemessen. Die PCR -Reaktionsgefale wurden von Applied
Biosciences bezogen. Die Proben wurden einmalig fir 2 min bei 50°C und 10 min bei 95°C
inkubiert. Danach erfolgten 40 Zyklen mit 15 s Denaturierung bei 95°C, 40 s Annealing und
Elongation bei 60°C zur Vervielfaltigung der DNA (ABI Prism 7000).

Am Ende jedes Zyklus erfolgte die Messung der Fluoreszenz mit Hilfe der Applied
Biosystems Sequence Detection oder der Mastercycler RealPlex Software. Pro Probe (Ziel-
und Referenzgen) wurden

Crossing point (Ct)-Werte ermittelt. Sie geben den PCR-Zyklus an, bei dem eine definierte
Fluoreszenzschwelle in der exponentiellen Phase der cDNA-Synthese Uberschritten wurde.
Datenquantifizierung und Auswertung erfolgten mit Hilfe von Applied Biosystems Sequence
Detection oder der Mastercycle RealPlex Software und Microsoft Excel unter Verwendung
der komparativen AACt-Methode (2-AACt)®°.

3.2.2.5. Klonierung und Herstellung der Genexpressionsvektoren

Die Klonierung der lentiviralen Expressionsplasmide einerseits mit den miR-shRNAs fir
ORC1, E2F4, LacZ, scrambled als auch der Uberexpression von Orc1 mCherry und E2F4
V5 erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen von NEB und erfolgte nach
Herstellerangaben.

Die Expression der miR-shRNA konnte upiquitar iber den pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE
Vektor durch den murinen Phosphoglycerate-kinase 1 Promotor oder — wie in den folgenden
Experimenten - neuronenspezifisch iber den Synapsin Promotor in dem Plasmid 27232 von
Addgene erfolgen .

Die miR-shRNA wurde von der Firma Invitrogen synthetisiert und konnte nach
Oligonukleotidanealing in das Plasmid pcDNA6.2™-GW/EmGFP-miR kloniert werden. Durch
Restriktionsverdau wurde die miR-shRNA Sequenz mit dem Reporter EmMGFP und dem
WPRE herausgeschnitten. Das WPRE dient zur Stabilisierung der miR-shRNA nach
Expression. Nun konnte die komplette Sequenz in einen lentiviralen, zuvor verdauten
Zielvektor mit T4 DNA Ligase eingebracht werden. Dieser Ligationsansatz wurde mittels
Hitzeschock-Transformation in chemisch kompetente Stbl3 E.coli Bakterien eingebracht.
Diese Bakterien reduzieren die homologe Rekombination der in den lentiviralen Vektoren
vorkommenden long terminal repeats. Die transformationskompetenten Bakterien wurden
auf Eis aufgetaut. 1ug des zu transformierenden Plasmids wurden mit 150 pl
Bakteriensuspension 20 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte 1 min bei 42°C im
Heizblock. Nach Zugabe von 750 pl vorgewarmten LB Medium ohne Antiobiotikum wurden
die Bakterien 30-45 min bei 37°C im Heizblock inkubiert. Es wurden 150 ul der
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transformierten  Bakteriensuspension auf Agarplatten ausgestrichen und unter
Antiobiotikaselektion (Ampicillin 100 pg/ml, Blasticidin 100 pyg/ml) in Kolonien angeziichtet.
Die DNA aus diesen wurde mittels QIAGEN Plasmid Mini Purification Kit isoliert. Nach einem
Kontrollverdau und gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA-Banden, konnte das richtige
Plasmid identifiziert werden.

Die gelektrophoretische Auftrennung erfolgte mittels Agarose-Gel. Es schloss sich eine
Sequenzierungsreaktion, die von MWG durchgefuhrt wurde, an. Das Plasmid mit der
korrekten Sequenz wurde erneut in Bakterien eingebracht und diese Suspension unter
Antibiotikaselektion in 250 ml LB Flussigmedium auf eine optische Dichte zwischen 0,4 und

0,6 (gemessen bei 600 nm) hochgezogen.

3.2.2.6. Proteinisolierung, -bestimmung und Immunoblotting

Proteinisolierung

Zur Herstellung von Ganzzelllysaten wurden die Zellen mehrmals mit kaltem PBS
gewaschen, abgeschabt und pelletiert. Das Zellpellet wurde in Zelllysepuffer (TNN oder
RIPA) mit Proteaseinhibitoren resuspendiert und auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation erhalt
man die Proteine im Lysat.

Fraktionierte Proteinisolierung

Zur separaten Analyse von zellkern- und zytoplasmalokalisierten Proteinen wurde die
fraktionierte Proteinsolierung herangezogen. Dazu werden Zellen von einem 6 well in 100 pl
Zelllysepuffer abgeschabt, darin 15 min auf Eis mit intermittierendem vortexen inkubiert und
fur weitere 5 min NP-40 hinzugeben. Nach Abzentrifugation der bei 13000 rpm fir 1 min,
pelletiert sich die Kernfraktion. Der Uberstand enthalt die zytoplasmatischen Proteine. Das
Pellet wurde in 10 ul Kernlysepuffer mit vortexen resupendiert und durch Sonifizierung fir

1 min aufgespalten. Nach Abzentrifugation erhalt man die Proteine des Zellkerns im
Uberstand. Die Lysate wurden bei -80°C aufbewabhrt.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Dazu wurden 2-3 pl des Zelllysats mit 100 yl 150 mM NaCl und 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt und die Extinktion der Ansatze in Duplikaten bei 595 nm im Photometer bestimmt.
Der Coomassie-Farbstoff bindet an Aminosauren und so wurde sein Absorptionsmaximum
von 465 nm auf 595 nm verschoben, was man zur Messung nutzt.

Die Extinktion einer BSA-Verdlinnungsreihe wurde parallel gemessen und somit die absolute
Proteinkonzentration des Lysats anhand einer BSA-Eichgerade bestimmt ',

Immunoblotting

Ca 30 pg Proteine im Lysat wurden 5 min bei 95°C in 4x Lammli-Puffer denaturiert und auf

ein Polyacrylamidgel (SDS Page von der Firma Lonza) aufgetragen. Das Gel befindet sich in
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der Wet Blot- Elektrophoresekammer von BioRad in 1x Laufpuffer oder in einer Semi Dry -
Elektrophoresekammer. Daneben wurde ein Proteinstandard aufgetragen. Nach Anlegen
einer Spannung wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Ubertragen der Proteine vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membran

Dazu macht man sich ebenfalls die elekrische Ladung der Proteine zu Nutze und nach dem
Schichten von Gel und PVDF Membran und Anlegen einer Spannung wurden diese unter

1 mA/cm? Kiihlung auf die Membran (ibertragen %.

Nachweis von Proteinen auf der Membran - Immunoblotting

Nach Blocken der Membran mit 3% Milchpulver TBST und mehrmaligem Waschen wurde
die Membran Uber Nacht mit den jeweiligen Primarantikdrpern in 3% Milchpulver TBST
inkubiert. Nach 3-maligem Waschen in TBST erfolgt die Zugabe des Sekundarantikérpers
gekoppelt an HRP (horse raddish peroxidase) fur 2 h bei Raumtemperatur. Nach Waschen
mit PBS wurde die Membran wurde mit dem Luminol- enthaltendem Substrat (ECL) inkubiert
und die durch Oxidation des Luminols enstehende Lichtemission mittels Autoradiographiefilm

detektiert. Die Auswertung erfolgte im FUSION Chemolumineszenz System.

3.2.2.7. Chromatinimmunprazipitation

Chromatininsolierung

Diese Methode wurde verwendet um die Bindung bestimmter Proteine an bestimmten DNA
Abschnitten nachzuweisen. Dies erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Talianidis®.
Dazu wurden an die DNA-assoziierte Proteine durch Formaldehyd an der DNA fixiert und
mittels Antikdrpern gegen die Proteine DNA isoliert. Uber PCR wurden ausgewéahlte DNA
Bereiche nachgewiesen. Als Kontrolle fir eine unspezifische Antikdrperbindung dient IgG.
Zur Verknipfung der chromatin-assoziierten Proteine an das Chromatin wurde 37%-iges
Formaldehyd mit finaler Konzentration von 1% fir 10 min in das Medium und bei RT leicht
schuttelnd inkubiert. Um das Quervernetzung zu stoppen gibt man 1 M Glycin in finaler
Konzentration von 0,125 M fur 5 min zu. Auf Eis wurden die Platten zweimal mit ausreichend
PBS gewaschen, die Zellen in PBS von der Platte abgeschabt und durch Zentrifugation
pelletiert. Die Zellen wurden in Zelllysepuffer lysiert und nach Zentrifugation erhalt man die
Zellkerne, welche fur 10 min auf Eis mit Kernlysepuffer aufgespalten wurden. Das Chromatin
befindet sich nun im Uberstand.

Durch Sonifizierung mit 8-maliger Beschallung fir 10 s bei 30% Amplitude wurde das
Chromatin auf eine Gréfe von 200-1000 bp gebracht. Danach wurde die Probe bei 4°C 10
min bei 16400 rpm zentrifugiert und der Uberstand, der das Chromatin enthélt, in ein
Eppendorfgefal® Gberfuhrt.

Um die GréBe zu Uberprifen nimmt man 50 ul dieses Uberstandes, gibt 2 yl 5 M NaCl zu,

Uberschichtet den Ansatz mit Mineralol und inkubiert Gber Nacht bei 65°C um die Proteine
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von dem Chromatin zu I6sen. Diese wurden dann bei einer 2-stiindigen Proteinase K-
Behandlung mit 40 pg bei 55°C verdaut. Nach Auftragen auf ein 1,2%-iges Agarosegel kann
nun die GroRe anhand eines DNA Standards abgeschatzt wurden.

Das Chromatin wurde 1:10 in IP-Verdinnungspuffer aufgenommen, um das SDS zu
verdinnen, das bei der darauf folgenden Zugabe von Antikérpern fir deren Bindung an die
assoziierten Proteine hinderlich ist. Es wurden Aliquots von 2 ml hergestellt, die zuerst in
Flissigstickstoff und dann bei -80°C aufbewahrt wurden.

Immunprazipitation

Das verdiunnte Chromatin wurde vor Zugabe der Antikdérper mit geblockter Protein-A-
Sepharose abgesattigt. Durch Zentrifugation wurden die Sepharose-Beads entfernt. Nun
kann der gegen das Zielprotein gewiinschte Antikérper bzw. IgG als Kontrolle fir
unspezifische Bindung an Proteine ber Nacht hinzugegeben wurden. Dabei wurden 2 ug
pro 1 Millionen Zellen verwendet.

Es entstehen Antikorper-Protein-Chromatin-Komplexe, welche durch Zugabe von 60 pl
geblockter Protein-A—Sepharose flr eine Stunde bei 4°C rotierend gebunden wurden
kénnen. Nach 7-maligem Waschen der Beads mit 1ml LiCl-Puffer wurden die Protein-
Chromatin-Komplexe von den Beads mit Elutionspuffer abgeldst. Dieses Eluat kann bei -
20°C gelagert wurden.Zur Aufhebung der Vernetzung der Proteine an das Chromatin wurde
der Uberstand mit 10 ul 5 M NaCl und 1 yl RNAse A versetzt, mit Mineraldl (iberschichtet
und Uber Nacht bei 65°C leicht schittelnd inkubiert.

Nach Zugabe von 20 ug Proteinase K fir 2 Stunden bei 55°C wurde das Chromatin durch
Phenol-Chloroform-Extraktion von den mdglicherweise nicht verdauten Proteinen befreit und
die DNA danach mit einem PCR Purification-Kit aufgereinigt. Danach wurde die DNA-
Konzentration mit Hilfe eines Spektralphotometers bestimmt. 1% Inputchromatin wurde

ebenfalls in Elutions-Puffer aufgenommen.

3.2.2.8. Luziferase Assay

Der Luziferase Assay wurde zur indirekten Untersuchung von Promotoraktivatoren- und
Repressoren Uber die Luziferaseaktivitat verwendet. Die Luziferase stellt in diesem System
ein Reporterprotein dar, das extern in ein Gemisch hinzugegeben oder als Gen in einem
Vektor in Zellen eingebracht werden kann. Zur Untersuchung der Orc1 Promotoraktivitat
wurde zuvor einem Vektor, der das Luziferase-Gen unter der Kontrolle des Orc1 Promotors
enthielt, in HT22 Zellen transfiziert. Alternativ wurden kortikale Neurone infiziert. Das
Protokoll wurde von Promega Ubernommen. Zur Zelllyse wird zu einem 24 well 100 pl
Zelllysepuffer zugegeben und auf einem Schuttler im Dunkeln fur 20 min inkubiert. Dieses

Lysat kann bei -20°C gelagert werden. Zu 20 pl des Lysates werden kurz vor der Messung
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100 ul Luziferase Assay Reagenz automatisiert im Luminometer zugegeben und 2-3 s

geschuttelt.

3.2.2.10. Lactat-dehydrogenase Assay

Um das Uberleben von Zellen nach einem schadigenden Ereignis zu charakterisieren, macht
man sich zu Nutze, dass nach einem Schaden LDH aus dem Zytosol der Zellen in den
Uberstand abgeben wird. Die Enzymaktivitat des freigesetzten LDH korreliert dabei mit dem
Zellschaden. Die LDH-Aktivitdt wurde bestimmt, indem dem Uberstand der Katalysator
Pyruvat zugegeben wurde. Das Pyruvat wurde von LDH zu Lactat reduziert und gleichzeitig
zugegebenes NADH; in aquimolarer Menge wird oxidiert. Die Absorption der Losung

wurde bei 340 nm in einer Zeitfolge gemessen und spiegelt die LDH-Aktivitat wieder.

In einer 96 well Platte wurden 50 pl des Zelluberstandes mit 200 pyl NADH; versetzt und
direkt vor der Messung die Reaktion mit der Zugabe von 10 pl Pyruvat gestartet. Die

Absorption bei 340 nm wurde in einem Plattenlesegerat bestimmt.

3.1.4. Zellbiologische Methoden

3.2.3.1. Propidiumiodidfarbung

Primare Neuronenkulturen wurden auf mit PLL beschichteten Coverslips kultiviert. Vor der
Fixierung mit 3,7% Formaldehyd fur 15 min wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
Nach 3-maligem Waschen erfolgte die Inkubation in Permeabilisierungslésung fir 30 min.
Der primare Antikoper wurde Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach
3-maligem Waschen mit PBS wurde der sekundare Antikdrper fir 30 min zugegeben. Nach
waschen mit PBS und deonisiertem Wasser erfolgte die Propidiumiodifarbung zur
Quantifizierung von toten Zellen. Diese markiert tote Zellen, da der Farbstoff durch die beim
Sterben permeabilisierte Zellmembran durchdringen kann. Dort interkaliert er mit der DNA
und kann im Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenldnge von 536 nm (Emission 617 nm)
sichtbar gemacht werden. Zur Analyse wurden 20 pg/ml Propidiumiodid in das Zellmedium
gegeben. Die DAPI-Kernfarbung und Einbettung erfolgte mit ProLong Gold Antifade.

Tote und lebende Zellen wurden in zuféllig ausgewahlten Sichtfeldern (high power fields)

ausgezahlt und prozentual dargestellt.
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3.2.3.2. FACS-Analyse

Zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung einer Zellpopulation wurde mittels
DurchfluRzytometrie der DNA-Gehalt sowie die GroRe der einzelnen Zellen bestimmt und
somit auf den Zellzyklusstatus zuriickgeschlossen %.

Dazu wurden die Zellen zunachst von der Kulturschale durch Trypsinbehandlung geldst, in
ca. 10 ml Medium aufgenommen und bei 1200 rpm 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet
wurde mit PBS gewaschen und nochmals abzentrifugiert. Dieses wurde bis auf ca. 100 pl
abgenommen, worin die Zellen resuspendiert wurden. Zur Fixierung wurde unter vortexen
tropfenweise langsam 1 ml eiskaltes 80%iges Ethanol hinzugegeben. Die Zellen wurden

24 h bei 4°C gelagert. Dann konnten sie bis zur weiteren Verwendung einige Zeit bei -20°C
aufbewahrt werden.

Zur Messung wurden die Zellen durch Zentrifugation pelletiert, einmal mit 5 ml eiskaltem
PBS gewaschen und in 500 pl 38 mM Na-Citrat resuspendiert. Dazu wurden 25 yl RNase A
gegeben, was 1,5 h bei 37°C inkubiert wurde. Direkt vor der Messung wurden die Zellen mit
15 pl Propidiumjodid versetzt, was in die DNA interkaliert und somit detektiert werden kann.
Mit einem FACScalibur wurden die Zellen gemessen. Die Auswertung erfolgte unter

Verwendung des Programms Cellquest Pro.
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4. Ergebnisse

4.1. Neuronale Orc1 Expression

4.1.1. Orc1 Expression in embryonalem und adultem Gewebe

Zur Untersuchung des Vorkommens von Orc? in murinen, neuronalen Gewebe wurde aus
Embryonen E16 und deren Muttertieren Gewebe prapariert und daraus die RNA isoliert. Die
Expressionsanalyse erfolgte Uber quantitative Real-time PCR auf Orc1. Als Referenz diente
B-Aktin. Untersucht wurden das Kleinhirn, der Cortex und der Bulbus olfactorius. Als
Vergleich zu diesen Proben diente die embryonale Leber, in der sich aufgrund der
Hamatopoese proliferierende Zellen befinden.

Zur embryonalen Leber wiesen die cerebralen Gewebe eine deutlich niedrigere Expression
von Orc1 auf. Im adulten Bulbus olfactorius liel3 sich die hochste Orc1 Expression aus den
cerebralen Geweben detektieren. Diese war statistisch signifikant hdher als im embryonalen
Bulbus olfactorius. Im Kleinhirn und Cortex hingegen fand sich in den embryonalen Geweben

mehr Orc1 mRNA als in den zugehdrigen adulten Geweben.
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Abb.4.1.: Expressionslevel von Orc1 in neuronalen Geweben.

Die mRNA wurde aus den Geweben isoliert. Uber quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) wurde die
Orc1 Expression gemessen und auf B-Aktin normalisiert. Adultes (ad.) und embryonales (emb.)
Gewebe des Bulbus olfactorius, Kleinhirn, Cortex und als Positivkontrolle der embryonalen Leber
wurden auf Orc1 mRNA analysiert. Die statistische Auswertung erfolgte paarweise mit Mann-Whitney-
U-Test. Daten sind als einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler
dargestellt (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001**).
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4.1.2. Orc1-6 Expression in kortikalen Neuronen

Die Expression der sechs Untereinheiten des origin recognition complex (ORC) Orc1-6
wurde mittels quantitativer Real-time PCR untersucht. Dazu wurde mRNA aus maturen
kortikalen Neuronen in Kultur isoliert. 8-Aktin diente als Referenz. Es zeigte sich, dass Orc1
im Vergleich zu den anderen Untereinheiten in kortikalen Neuronen kaum exprimiert wird,

wohingegen Orc3 den héchsten Expressionslevel aufwies.

L
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Abb.4.2.: Die Expression von Orc1-6 in kortikalen Neuronen.

Die mRNA wurde aus maturen kortikalen Neuronen (11 Tage in vitro) isoliert und Uber quantitative
Real-time PCR auf das Vorkommen der mRNA von Orc7-6 untersucht. Die mRNA der einzelnen Gene
wurde auf den internen Standard S-Aktin normalisiert. Die Darstellung erfolgte zum Verhaltnis auf die
Orc3 Expression. Die Daten sind als einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt.

4.1.3. Orc1 Expression in kortikalen Neuronen nach OGD

Aus der Literatur ist bekannt, dass Nervenzellen unter schadigenden Einflissen einen
aberranten Zellzykluseintritt vollziehen, der meist mit einem Zellsterben einhergeht. Da sich
ein niedriger bis kaum detektierbarer Orc1 mRNA Level unter physiologischen Bedingungen
in Neuronen zeigte, ergab sich die Frage nach einer Dysregulation dieses Proteins unter
pathophysiologischen Bedingungen. Das Modell der oxygen-glucose deprivation (OGD)
wurde verwendet, um in Neuronen einen pathophysiologischen Reiz durch Hypoxie und
Glukoseentzug zu setzen. Nach Reoxygenierung wurde die Orc1 Expression mit
quantitativer Real-time PCR auf mRNA Ebene und Immunoblotting auf Proteinebene

untersucht.
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Abb.4.3.: Orc1 Expression in kortikalen Neuronen nach OGD

Kortikale Neurone wurden an Tag 11 in vitro einer OGD ausgesetzt. Die mRNA wurde nach 5 h, 11 h
und 24 h Reoxygenierung oder aus Zellen unter Kontrollbedingungen (K) isoliert und die Expression
von Orc1 Uber quantitative Real-time PCR im Zeitverlauf gemessen. Auf den internen Standard
Gapdh wurde normalisiert. Die Darstellung erfolgte relativ zu der normalisierten Orc? mRNA Menge
unbehandelter Zellen. Die Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten wurden mit one-way
ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse ausgewertet (p<0,05*). Daten sind als einzelne

Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.

Es zeigte sich nach 5 h Reoxygenierung eine signifikante Erhdhung der Orc1 mRNA. Diese
war im 24-stindigen Zeitverlauf rucklaufig.

Um die Expression von Orc1 auf Proteinebene zu untersuchen wurden zu gleichen Zeiten
nach Reoxygenierung Proteine aus kortikalen Neuronen isoliert. Das murine ORC1 besitzt
eine GroRe von 97 kDa. Mehrere Modifikationen sind bekannt, die das Molekulargewicht
erhdhen.

Gezeigt ist ein reprasentativer Western Blot. Auf diesem ist nach 24 h Reoxygenierung die
Erhéhung von ORC1, sowohl unmodifiziert bei 97 kDa als auch modifiziert bei

115 kDa, zu sehen. Als Ladekontrolle diente GAPDH. Aus funf unabhangigen Experimenten
wurde eine densiometrische Analyse durchgefiuihrt, bei der sich die Erhdéhung des

modifizierten ORC1 nach 24 h statistisch signifikant zeigte.
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Abb.4.4.: ORCH1 in kortikalen Neuronen nach OGD.

Kortikale Neurone wurden an Tag 11 in vitro einer OGD ausgesetzt und die Proteine aus den Zellen
im angegebenen Zeitverlauf nach Reoxygenierung oder aus kontrollbehandelten Zellen isoliert.

Ein reprasentativer Western Blot ist in A gezeigt. Die Bande bei 97 kDa zeigt das unmodifizierte
ORCH1. Bei 115 kDa stellt sich das modifizierte ORC1 dar. In B ist eine densiometrische Auswertung
der ORC1 Menge aus fliinf unabhangigen Experimenten gezeigt. Eine statistische Analyse erfolgte mit
one-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse (p<0,001***). Die Daten der Densiometrie

sind als einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.

4.1.4. Orc1 Promotorregulation in kortikalen Neuronen nach OGD

Die Orc1 Promotorregulation in kortikalen Neuronen wurde mit einem Luziferaseassay
untersucht. Um der Frage nachzugehen, ob die in Abb. 3 und 4 beschriebene Orc1
Regulation nach OGD auf eine neuronal-spezifische Aktivierung des Orc1 Promotors
zurlckzufuhren ist, wurde ein CRE/loxP Rekombinasekonstrukt kloniert und etabliert.

In Abb. 5 ist dieses Konstrukt schematisch dargestellt.
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Abb.4.5.: Schema des lentiviralen Luziferasekonstruktes zur Untersuchung der Orc1
Promotoraktivitédt in Neuronen.
Die Expression der firefly-Luziferase (LUC) und des enhanced green fluorescent protein (EGFP) wird

vom Orc1 Promotor kontrolliert. Dieser kann die Expression der beiden Gene nur in Anwesenheit
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einer Cre-Rekombinase, welche die Inversion dieses Genabschnittes Uber flankierende loxP/lox-

Sequenzen katalysiert, treiben.

Dieses Konstrukt wurde lentiviral in Neurone transduziert und in deren DNA integriert, die
aus ftransgenen Mausen gewonnen wurden. Die Neurone exprimieren die CRE-
Rekombinase unter dem neuronal-spezifischen calcium/calmodulin-dependent protein
kinase Il (CamKlla-CRE'®*) Promotor. In diesen Zellen kénnen nun die endogenen
Transkriptionsfaktoren tber den Orc1 Promotor die Expression der firefly-Luziferase und des
EGFP steuern.

Die CamKII-CRE Neurone wurden lentiviral mit dem in Abb.5. dargestellten
Luziferasekonstrukt transfiziert und einer OGD ausgesetzt. Direkt nach dem Sauerstoff- und
Glukoseentzug sinkt die Luziferaseaktivitdt, was einer Repression des Orc1 Promotors
entspricht. Nach 60 Minuten der Reoxygenierung lieR sich eine signifikante Erhéhung der
Luziferaseaktivitdt messen. Diese spiegelt die neuronal-spezifische Aktivierung des Orc1

Promotors wider.
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Abb.4.6.: Neuronale Orc1 Promotoraktivierung nach OGD.

Mit dem in Abb. 5 erlauterten Luziferasekonstrukt werden kortikale CamKII-Cre-Rekombinase positive
Neurone (DIV4) lentiviral transduziert. An Tag 10 in vitro wird eine OGD durchgefihrt und die
Luziferaseaktivitdt zu den angezeigten Zeitpunkten nach Reoxygenierung gemessen. Die light units
sind auf die Proteinmenge normalisiert und als relative light units (RLU) aus zwei unabhangigen
Experimenten mit n=2 dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit one-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse
(p<0,05*,p****<0,0001). Die Daten sind als einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als

Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.
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4.2. Orc1 Promotorregulation durch E2F-Transkriptionsfaktoren

Die Expression von zellzyklusrelevanten Genen ist malgeblich durch die E2F-
Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Um zu untersuchen, ob die neuronale Orc?
Promotoraktivierung und Expression nach OGD durch die E2F-Transkriptionsfaktoren
beeinflusst wird, wurde zunachst eine in silico Analyse des Orc1 Promotors (+10-1000bp vor
Transkriptionsstart) Uber die TRANSFAC Datenbank durchgefuhrt. Es zeigten sich neun
E2F-Bindestellen.

A
|—>
E2f
-1000 +10
Orc1 Promotor
B
Factor Position Core Matrix Sequence
name (strand) score score
E2F 3 (-) 1.000 0.801 tggTGGCGceacg
E2F 513 (-) 0.823 0.797 gctGCGCGctgt
E2F 575 (-) 0.990 0.845 gatTCGCGtccg
E2F 786 (+) 0.853 0.824 cgacCGCGGaaa
E2F 880 (-) 1.000 0.875 aatTGGCGgaag
E2F 929 (+) 1.000 0.839 gaaaCGCCAatc
E2F 951 (9) 0.833 0.791 tgtGGGCGgggt
E2F 969 (-) 1.000 0.845 tagTGGCGcgaa
E2F 971 (+) 0.990 0.956 gtggCGCGAaaa

Abb.4.7.: Schema mit E2F Bindestellen des murinen Orc1 Promotors.

Die in silico Analyse des Orc1 Kernpromotors in der TRANSFAC Datenbank (http://www.biobase-
international.com/product/transcription-factor-binding-sites) ergab folgende neun E2F-Bindungsstellen,
die in A schematisch dargestellt sind. Die breiten grauen Balken symbolisieren zwei nahe
beieinanderliegende oder berlappende Sequenzen. In B sind die Positionen mit Orientierung der
E2F-Konsensusequenzen, sowie die Ubereinstimmung der Core Sequenz (in GroRbuchstaben) und
der gesamten Matrixsequenz zu der Orc1 Promotorsequenz als score aus der Datenbankanalyse
tabellarisch dargestellt.

4.2.1. E2F4-abhangige Orc1 Promotorregulation im HT22 Modell

Die murine hippokampale Zelllinie HT22 diente als Zellkulturmodell zur Untersuchung der
Orc1 Promotorregulation.

Zunachst wurde die Orc1 Expression im Zellzyklusverlauf auf Proteinebene analysiert.

38



Ergebnisse

Dazu wurden HT22 Zellen durch Serumentzug in GO arretiert. Der synchrone
Zellzykluseintritt der HT22 Zellen wurde durch Serumzugabe bewerkstelligt.

Um in diesem Zellkulturmodell die Orc1 Expression mit der Zellzyklusphase zu korrelieren,
wurde ORC1 unter Serumentzug und nach 12 h, 16 h, 20 h und 24 h nach Serumzugabe mit
Immunoblot und zu gleichen Zeitpunkten die Zellzyklusphase mit FACS analysiert.

Bei der Proteinisolierung fand eine Fraktionierung in nukledre und zytosolische Proteine
statt, um gleichzeitig der Frage nachzugehen, ob ORC1 modifikations- und/oder
zellzyklusabhangig im Zytoplasma zu finden ist. Als Lade- und Fraktionierungskontrolle
dienten Histondeacetylase (HDAC), fur die nukledre, und Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH), fir die zytosolische Fraktion.
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Abb.4.8.: ORC1 in synchronisierten HT22 Zellen im Zeitverlauf.

HT22 Zellen wurde fir 48 h Serum entzogen. Zu den angezeigten Zeitpunkten nach Serumzugabe
wurden die Proteine isoliert und auf ORC1 und E2F4 mittels Immunoblot untersucht. Dargestellt ist die
nukledre (N) und zytosolische (Z) Fraktion. HDAC und GAPDH dienten als Kontrollen zur
Fraktionierung und Beladung des Gels. Parallel dazu ist die Zellzyklusphase der HT22 Zellen zu

gleichen Zeitpunkten mit FACS analysiert worden.

Unter Arrest in GO ist die ORC1 Menge in HT22 Zellen deutlich erniedrigt und steigt langsam
in G1, bis zu einem Maximum in der S-Phase an. ORC1 wies dabei zwei Banden bei 97 kDa
und 115 kDa auf. In der zytosolischen Fraktion war weder das unmodifizierte noch das
modifizierte ORC1 Protein zu finden. Das E2F4 Protein zeigt einen nahezu konstanten
Proteinlevel in der Kernfraktion.

Das HT22 Zellkulturmodell wurde zur Untersuchung der Promotorregulation von Orc1 im
Luziferaseassay verwendet. Dazu wurde der Orc1 Kernpromotor vor die firefly-Luziferase
kloniert und dieses lentiviral in HT22 Zellen teilweise zusammen mit E2F4-V5 transduziert.

Zwei Tage spater erfolgte ein Serumentzug fur 28 h. In GO Iasst sich ein Trend in der
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Repression der Orc1 Promotor-regulierten Luziferaseexpression durch exogenes E2F4-V5
finden. In der S-Phase ist der Orc1 Promotor aktiviert und die Luziferaseaktivitat steigt
signifikant an. In dieser Phase lasst sich der Orc1 Promotor durch exogenes E2F4
reprimieren.
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Abb.4.9.: Orc1 Promotorrepression durch exogenes E2F4-V5 in synchronisierten HT22 Zellen
mittels Luziferaseassay.

HT22 Zellen wurden lentiviral mit einem Orc1 Promotor-Luziferasekonstrukt infiziert. Zum Teil wurden
diese lentiviral mit E2F4-V5 infiziert. Nach 48 h Serumentzug wurde die Luziferaseaktivitdt ohne
(graue Balken) und mit E2F4-V5 (weille Balken) gemessen. 16 h nach Serumzugabe wurde die
Luziferaseaktivitat ebenfalls gemessen. Die Light Units wurden in Duplikaten gemessen und auf die
Proteinmenge normalisiert (RLU). Die Darstellung erfolgte relativ zu der relativen Luziferaseaktivitat
von Zellen unter Serumentzug. Die statistische Auswertung aus drei unabhangigen Experimenten
erfolgte mit einem one-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse. Die Daten sind als
einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt (p<0,05*,
p<0,001**).

4.3. E2F4-abhangige Orc1 Promotorregulation in Neuronen nach

Ischamie/Hypoxie

4.3.1. Bindung der E2F-Transkriptionsfaktoren in kortikalen Neuronen

Mit einem Chromatinimmunprazipitationsassay vor und nach OGD wurde untersucht, ob die
endogenen E2F-Transkriptionsfaktoren in kortikalen Neuronen am endogenen Orc1
Promotor binden. Dazu wurde Chromatin mit daran fixierten Proteinen aus kortikalen
Neuronen vor und nach OGD isoliert und auf die in Abb. 10 angegebenen Proteine mit
Antikérpern prazipitiert. Das daran gebundene Chromatin wurde auf den Orc1 Promotor mit

quantitativer Real-time PCR untersucht.
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Es fand sich eine Bindung der E2F-Transkriptionsfaktoren E2F1 und E2F4 im Vergleich zur
unspezifischen Bindung von IgG. Die Bindung von E2F1 war vor allem unter pathologischen
Bedingungen nach OGD zu finden, wohingegen die Bindung von E2F4 sowohl unter

physiologischen als auch pathologischen Bedingungen am Orc1 Promotor festzustellen war.
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Abb.4.10.: Nachweis der Bindung der E2F-Transkriptionsfaktoren am Orc7 Promotor in
kortikalen Neuronen mittels ChiP.

Der Orc1 Promotorbesatz mit E2F1 und E2F4 in kortikalen maturen Neuronen wird mittels
Chromatinimmunprazipitation unter Kontrollbedingungen und 24 h nach OGD untersucht. Dazu wird
das Chromatin mit den daran fixierten Proteinen nach OGD aus Neuronen isoliert, mit Antikdrpern
gegen die angezeigten Proteine immunprazipitiert und der Orc1 Promotor mittels quantitativer PCR
nachgewiesen. IgG dient als Kontrolle fiir unspezifische Antikérperbindung. Die Immunprazipitation
gegen den y-Aktin Promotor diente als Kontrolle und die Darstellung erfolgt als Anreicherung zu
diesen Proben. Drei unabhangige Experimente wurden durchgefihrt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit one-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse. Die Daten sind als einzelne

Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt (p<0,05%).

4.3.2. Charakterisierung der E2f4 miR-shRNA

Zur Klarung der Frage welchen Einflu® der reprimierende Transkriptionsfaktor E2F4 auf die
Orc1 Expression hat, wurden drei miR-shRNA Sequenzen gegen E2f4 in silico von dem
BLOCK-T™ RNAi design tool von Invitrogen identifiziert. Diese wurden ducrh
Oligonukleotidannealing und Ligation in den pcDNA™ 6.2 GW-EmGFP-miR Vektor kloniert
und in den lentiviralen Transfervektor pFSy(1.1)GW mit dem Synapsin Promotor kloniert.

Um die effektive Herunterregulation des Zielgens der drei Sequenzen zu prifen, wurde
E2F4-V5 zusammen mit den E2f4 miR-shRNA enthaltenden Vektoren in Hek293 Zellen
transfiziert, 2 Tage spater die Proteine isoliert und mittels Immunoblotting auf die Menge an
E2F4-V5  untersucht. EGFP diente als Lade- und Transfektionskontrolle.
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Die E2f4 miR-shRNA 3 regulierte das Uberexprimierte E2F4-V5 am effektivsten herunter und

wurde fir die kommenden Versuche eingesetzt.

+ E2F4 V5
E2F4 VS --“-. . 60kDa
EGFP Nr——————t ) 6K D2
1 2 3
miR-shRNA - E2f4 K

Abb.4.11.: Herunterregulation von exogenem E2F4-V5 mittels E2f4 miR-shRNA.

Drei miR-shRNAs gegen E2f4 wurden jeweils zusammen mit exogenem EZ2F4-V5 durch
Calciumphosphat in Hek293 uUberexprimiert. Nach 48 h wurden die Proteine isoliert und die
Herunterregulation wurde mittels Immunoblotting gegen EZ2F4-V5 untersucht. Als Lade- und

Transfektionskontrolle diente EGFP, welches zusammen mit der miR-shRNA exprimiert wird.

4.3.3. Durch E2f4 miR-shRNA beeinflusste Orc1 Expression in kortikalen
Neuronen nach OGD

Die Bindung und die Regulation des Orc1 Promotors durch den Transkriptionsfaktor E2F4,
zog die Frage nach der Expressionsregulierung von Orc1 durch E2F4 nach sich.

Um dies zu untersuchen wurden kortikale Neurone an Tag 4 in vitro mit der miR-shRNA
gegen E2f4 infiziert und an Tag 10 in vitro einer OGD ausgesetzt. 24 h spater wurde die
RNA isoliert und mittels quantitativer Real-time PCR die Expression von Orc1 analysiert.

Die Ergebnisse zeigen eine etwa 2,5-fache Hochregulation von Orc1 nach OGD in den
Zellen, die mit der Kontroll miR-shRNA infiziert wurden. Diese Hochregulation nach OGD
fand sich in den Zellen, die die E2f4 miR-shRNA enthielten, um das 5-fache im Vergleich zur

Kontrolle gesteigert.
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Abb.4.12.: Orc1 Hochregulation in E2f4 miR-shRNA infizierten Neuronen nach OGD.

Kortikale Neurone wurden an Tag 4 in vitro lentiviral mit E2f4 miR-shRNA oder Kontroll miR-shRNA
infiziert. An Tag 10 in vitro wurde eine OGD durchgefiihrt. 24 h nach Reoxygenierung wurde der Orc1
Expressionslevel auf mMRNA Ebene untersucht. Dazu wurde die RNA aus diesen Zellen geerntet und
Uber quantitative Real-time PCR auf Orc1 untersucht. Normalisiert wurde auf die Kontrolle $-Aktin und
dargestellt ist die Expression relativ zu Kontroll miR-shRNA (K) infizierten Zellen, die keiner OGD
ausgesetzt wurden. Die Auswertung erfolgte aus Daten aus zwei unabhangigen Experimenten mit n=2
mit einem one-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post- hoc-Analyse (p<0,05* p<0,001***) und sind

als einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.

4.4. Verhinderung der Orc1 Expression schutzt vor neuronalem
Zelltod nach Ischamie/Hypoxie

Der reprimierende Transkriptionsfaktor E2F4 scheint in Neuronen im pathophysiologischen
Kontext einen protektiven Effekt zu haben. Da nun ORC1 zum einen nach OGD reguliert
wird und zum anderen als Zielgen von E2F4 in Neuronen im Kontext der OGD identifiziert
wurde, stellt sich die Frage, welchen Einfluss ORC1 auf das Uberleben von Neuronen nach

ischamisch/hypoxischer Schadigung hat.

4.4.1. Charakterisierung der Orc1 miR-shRNA

Zur Charakterisierung der Funktion von ORC1, wurde ein miR-shRNA basierter Ansatz
gewahlt. Drei miR-shRNA gegen Orc1 wurden durch das RNAi Block It design tool von
Invitrogen in silico herausgegeben.

Zunachst wurde exogenes ORC1 mCherry zusammen mit jeweils einer der drei miR-shRNAs
gegen Orc1 in Hek293 Zellen mit Calciumphosphat transfiziert und die Menge von ORC1

Uber Immunfluoreszenz und Immunoblotting gegen mCherry analysiert.

43



Ergebnisse

ORC1mCherry +miR-shRNA 1 +miR-shRNA 2 +miR-shRNA 3 +miR-shRNA K

mCherry

EGFP

Abb.4.13.: Nachweis der ORC1 Herunterregulation von exogenem ORC1 mCherry durch Orc1
miR-shRNA mittels Immunfluoreszenz.

Hek293 wurden mit ORC1 mCherry und teilweise zusatzlich mit der finffachen Menge an Orc1 miR-
shRNA oder Kontroll miR-shRNA (K) mit Calciumphosphat transfiziert. EGFP diente als
Transfektionskontrolle. 2 Tage spater wurde mittels Immunfluoreszenzaufnahmen die

Herunterregulation von ORC1 mCherry untersucht.
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Abb.4.14.: Nachweis der Herunterregulation von exogenem ORC1 mCherry durch Orc1 miR-
shRNA mittels Immunoblotting.

Drei miR-shRNAs gegen Orc1 wurden jeweils zusammen mit exogenem ORC1 mCherry mit
Calciumphosphat in HEK293 (berexprimiert. Nach 48 h wurden die Proteine isoliert und die
Herunterregulation wurde mittels Immunoblotting gegen mCherry untersucht. Als Lade- und

Transfektionskontrolle diente EGFP, welches zusammen mit der miR-shRNA exprimiert wird.

Um die Auswirkung der Orc71 miR-shRNA auf das endogene Orc? zu analysieren wurden
kortikale Neurone an Tag 5 in vitro jeweils mit den drei Orc1 miR-shRNAs oder Kontroll miR-
shRNA lentviral transduziert. An Tag 10 in vitro wurde die mRNA isoliert und die Orc1
Expression mittels quantitativer Real-time PCR untersucht.

Es zeigte sich, dass alle drei miR-shRNA die mRNA von Orc1 um etwa die Halfte im

Vergleich zur Kontrolle herunterregulierten.
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Abb.4.15.: Untersuchung der miR-shRNA gegen Orc1 auf die endogenen Orc1 mRNA
Expressionslevel in priméren cortikalen Neuronen der Maus.

Die drei miR-shRNAs gegen Orc7 wurden lentiviral in kortikale Neurone (5 Tage in vitro) transduziert,
diese nach 5 Tagen in vitro geerntet und die mRNA isoliert. Die Expression von Orc1 wurde mittels
quantitativer Real-time PCR untersucht und auf B8-Aktin normalisiert. Die statistische Analyse erfolgte
mit einem one-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse (p<0,05*). Die Daten sind als
einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestelit.

4.4.2. Einfluss von ORC1 auf das Uberleben von kortikalen Neuronen

nach OGD

Um den Einfluss von ORC1 auf das Uberleben zu untersuchen wurde zum einen die
Herunterregulation des Proteins durch Orc? miR-shRNA und zum anderen die
Uberexpression von ORC1 genutzt. Die Herunterregulation von Orc1 auf das Uberleben von
Neuronen wurde im pathophysiologischen Kontext der OGD untersucht.

Dazu wurden kortikale Neurone in Kultur an Tag 5 in vitro mit der Orc1 miR-shRNA oder
Kontrolle infiziert und an Tag 10 in vitro einer OGD ausgesetzt. 24 h spater erfolgte die
Analyse des Zelliberlebens durch Zellzahlung und Lactat-dehydrogenase (LDH)- Assay.

Die Zellzahlung erfolgte anhand Auszahlung EGFP-positiver Neurone aus semi-automatisiert
erstellten Mikroskopbildern vor und nach OGD. Abb. 17 zeigt reprasentative Aufnahmen. In
der linken Spalte sind EGFP-positive Neurone vor OGD gezeigt. In der mittleren Spalte sind
EGFP-positive Neurone in roter Fehlfarbe nach OGD zu sehen. In der rechten Spalte die
sind die Uberlebenden EGFP-positiven Neurone aus Uberlappung der Aufnahmen in gelber

Fehlfarbe und die degenerierten Neuone in grin gezeigt.
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Abb.4.16.: Orc1 miR-shRNA erhéht das Uberleben von kortikalen Neuronen nach OGD.

Kortikale Neurone in vitro wurden an Tag 5 lentiviral mit Orc1 miR-shRNA oder Kontroll miR-shRNA
infiziert und an Tag 10 unter Kontrollbedingungen gehalten (basal) oder einer OGD ausgesetzt. Nach
24 h Reoxygenierung nach OGD wurde die Uberlebensrate anhand Auszéhlung der EGFP-positiven
Zellen vor und nach OGD ermittelt. Es wurden insgesamt 2283 transduzierte Zellen der miR-shRNA
Kontrolle und 2081 transduzierte Zellen der miR-shRNA Orc1 vor und nach OGD evaluiert. Die Zellen
vor OGD sind in der linken Spalte und die Zellen nach OGD in der mittleren Spalte in roter Fehlfarbe

dargestellt. Die Uberlebenden Zellen finden sich in gelber Fehlfarbe in der rechten Spalte.

Mittels Auszahlung der Zellen aus in Abb. 17 beispielhaft gezeigten Bildern Iasst sich die
Uberlebensrate der Neurone nach OGD feststellen. Um den basalen EinfluR der miR-shRNA
ohne hypoxische Schadigung zu analysieren wurde das Zelliberleben durch Auszahlung vor
OGD im Vergleich von Tag 6 und 8 in vitro ermittelt. Den Einflul der Schadigung durch die
OGD und die Orc1 miR-shRNA auf das Uberleben wurde durch Auszéhlung im Vergleich

von Tag 9 und 11 in vitro ermittelt.
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Es stellte sich heraus, dass die Orc7 miR-shRNA im Vergleich zur Kontroll miR-shRNA auf
das basale Zelliberleben keinen Einflull hatte. Jedoch zeigte sich ein signifikant erhdhtes
Uberleben der Orc1 miR-shRNA behandelten Zellen nach OGD.
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Abb.4.17.: Statistische Analyse der Uberlebensrate der Orc1 miR-shRNA behandelten
kortikalen Neuronen nach OGD.

Das basale Zelliberleben nach Infektion mit der Orc1 bzw. Kontroll-miR-shRNA wurde durch
Auszéhlung an Tag 6 und 9 berechnet. Mit einem semi-automatisierten Verfahren wurden Software-
gestltzt zu jedem Zeitpunkt die gleichen Felder vor und nach OGD ausgezahlt.

Die Zellzédhlung erfolgte aus 7-8 high ower fields aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Auswertung der Zellzahlung der in Abb. 16 dargestellten Bilder erfolgte mittels two-way ANOVA
gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse (p<0,001***). Die Daten sind als einzelne Messwerte (rote
Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.

Um die Zellschadigung zu messen, wurde ein Lactat-dehydrogenase (LDH) Assay
durchgefihrt. Dabei ist das Vorkommen von LDH ein Marker fur die Zellintegritat. Bei
Zellschadigung wird LDH ins Medium freigesetzt und kann indirekt gemessen werden. Es
zeigte sich eine verminderte LDH Ausschuttung in den Orc1 miR-shRNA behandelten Zellen,
was einer verminderten Zellschadigung nach OGD im Vergleich zu Kontroll miR-shRNA
behandelten Zellen entspricht.

Somit hatte die Orc1 miR-shRNA einen protektiven Effekt auf das neuronale Zelliberleben
nach OGD.
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Abb.4.18.: Orc1 miR-shRNA begrenzt die LDH Aktivitat von kortikalen Neuronen nach OGD.
Kortikale Neurone in vitro wurden an Tag 5 lentiviral mit Orc7 miR-shRNA oder Kontroll miR-shRNA
infiziert und an Tag 10 einer OGD ausgesetzt. Nach 24 h Reoxygenierung wurde indirekt die LDH
Aktivitat iber Reduktion des Co-faktors 3-NADH bei 340 nm im Vergleich zu Kontrollzellen gemessen.
Die statistische Analyse erfolgte mittels two-way ANOVA gefolgt von einer Tukey post-hoc-Analyse
(p<0,05* n=14). Die Daten sind als einzelne Messwerte (rote Datenpunkte) sowie als Mittelwert mit
Standardfehler dargestellt

Um umgekehrt die Auswirkung des Zelliberlebens bei ORC1 Uberexpression zu
analysieren, wurde ein lipofectaminbasierter Uberexpressionsassay durchgefiihrt. Exogenes
ORC1 in der Fusion zu monomeric Cherry (mCherry) als rot fluoreszierendes Protein oder
als Kontrolle mCherry alleine wurden in den pLenti6 Vektor kloniert. Mittels Lipofectamin
erfolgte die Transfektion in mature kortikale Neurone in Kultur. 7 h nach Transfektion lie
sich eine Expression des mCherry in der Fluoreszenzmikroskopie beobachten. Zu dieser Zeit
bewirkte die Uberexpression des ORC1 mCherry Fusionsproteins im Vergleich zu dem

mCherry Protein ein vermehrtes neuronales Zellsterben.
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Abb.4.19.: ORC1 Uberexpression durch Lipofectamin induziert neuronales Zellsterben.

Kortikale Neurone in Kultur wurden an Tag 5 mit Lipofectamin mit ORC1 mCherry- oder mCherry-
Fusionskonstrukt, jeweils von einem Ubiquitinpromotor kontrolliert, transfiziert. Nach 7 h lieR® sich unter
dem Fluoreszenzmikroskop eine Uberexpression (ber das Fluoreszenzprotein mCherry beobachten.
Aus 13-16 high power fields aus zwei unabhangigen Experimenten wurden mCherry-positive Neurone
ausgezahlt. Die degenerierenden Zellen wiesen im Gegensatz zu den gesunden Zellen eine

Fragmentierung des Zellkerns auf.
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Abb.4.20.: Statistische Analyse: ORC1 Uberexpression durch Lipofectamin induziert
neuronales Zellsterben.

Die Auszahlung der degenerierenden mCherry-positiven Zellen nach lipofectaminbasierter
Transfektion mit mCherry alleine oder mit ORC1 mCherry zeigt ein erhdhtes neuronales Zellsterben
nach ORC1 Uberexpression. Die statistische Analyse aus zwei unabhangigen Experimenten erfolgte
mittels ungepaartem t-Test (Mann-Whitney-U Test) (n=13-16 high power fields; mit 354 Zellen,
p<0,001**).

Somit induziert die ORC1 Uberexpression in maturen Neuronen unter basalen Bedingungen

einen neuronalen Zelltod.
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5. Diskussion

Die E2F-Transkriptionsfaktoren sind als Schllisselproteine in der Regulation des Zellzyklus
und der Apoptose bekannt *°. In Neuronen sind sie an der Differenzierung, der Migration
als auch in der Induktion des Zelltodes beteiligt *>*°*%’. Der E2F4/p130 Repressorkomplex
erhalt - zusammen mit Co-Repressoren - als DREAM (dimerization partner, RB-like, E2F and
multi-vulval class B ) Komplex und uUber die Rekrutierung von Chromatinremodelling
Komplexen - wie SWI/SNF- in differenzierten Zellen den repressiven Status in der GO-Phase

98,99
t

aufrech In Neuronen erfolgt unter pathophysiologischen Stimuli aufgrund einer

Dissoziation des Repressorkomplexes von Zielgenpromotoren eine Derepression der
Zielgene, was zum neuronalen Zelltod fiihrt '%.
In dieser Arbeit wurde Orc1 als Zielgen von E2F4 identifiziert, dessen Reexpression im in

vitro Schlaganfall Modell der oxygen glucose deprivation zum neuronalen Zelltod flhrt.

5.1. Neuronale Orc1 Reexpression nach OGD

Der origin recognition complex (ORC) leitet durch seine Funktion als préa-replikativer
Komplex die DNA-Synthese in der S-Phase ein, indem er als Landeflache fir CDC6, die
MCM Proteine 2-7 und PCNA dient. Die Assemblierung aller sechs Untereinheiten ist
notwendig, um die Replikation - u.a. durch die ATPase Funktion von ORC1 - einzuleiten und
somit die Proliferation von Zellen iberhaupt méglich zu machen "'%2 Neben der Replikation
ist er in Zellzyklusprozesse in der Mitose wie die Chromatidkohasion und Zytokinese
involviert ~ '®. Weiterhin  kdénnen  Proteine  rekrutiert werden, die die
Heterochromatinformierung forcieren. Somit steuert der ORC die Expression von Genen .
All diese Funktionen sind auf den Zellkern beschrankt.

In Neuronen, also terminal differenzierten Zellen, wurde aufgrund der zytoplasmatischen und
membranassoziierten Lokalisation einzelner ORC Proteine von Huang et al. eine
neuronalspezifische Funktion unabhangig der oben erlauterten postuliert. Die ORC
Untereinheiten 3-5 lieen sich in der Membran und im Zytoplasma von Neuronen von Ratten
an Postnataltag 10 (P 10) detektieren. Da Orc2-5 in adultem neuronalem Hirngewebe
deutlich, Orc6 schwach und Orc1 nicht detektierbar exprimiert wurden, postulierte er
aufgrund des inkompletten ORCs eine neuronale Funktion abseits der Replikation .

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéachst die Orc1 Expression in embryonalen (E14) und
adulten neuronalen Geweben der Maus durch quantitative Real-time PCR untersucht.
Untersucht wurden hier das Kleinhirn, der Cortex und der Bulbus olfactorius. Die Orc1

Expression war im adulten Bulbus olfactorius im Vergleich zu dem embryonalen Bulbus
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olfactorius deutlich erhoht. Interessant scheint dieser Aspekt, da sich im adulten Bulbus
olfactorius aus der subventriuklaren Zone eingewanderte Vorlauferzellen befinden, welche
zur Zellteilung fahig sind. Es fand sich eine sehr niedrige Orc1 Expression im adulten und
embryonalen Cortex und Kleinhirn. Als Vergleich diente die embryonalen Leber, in der sich
aufgrund der Hamatopoese proliferierende Zellen befinden'®*% .

Diese Expressionsunterschiede lieRen sich aufgrund der hohen Sensitivitat der quantitativen
Real-time PCR detektieren. Jedoch handelt es sich bei den untersuchten Proben um
Gewebepraparationen und somit wurde die RNA aus einem Zellgemisch aus Neuronen,
Gliazellen, Endothelzellen und Immunzellen sowie hamatopoetischen Zellen isoliert und
untersucht.

Huang et al. untersuchte die Expression von Orc? in adultem neuronalen Gewebe aus
Cerebellum, Hippokampus und Cortex mittels Northern Blot. OrcT mRNA Transkripte waren
unter physiologischen Bedingungen mittels Northern Blot nicht zu detektieren.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Expression der sechs ORC Untereinheiten in cortikalen
Neuronen in Kultur mittels quantitativer Real-time PCR untersucht. Die Orc3 Expression
zeigt sich im Vergleich zu den anderen Untereinheiten des ORC in der quantitativen Real-
time am hochsten. Hier handelt es sich um eine Kultur mit einer Anreicherung von Neuronen
und einem Anteil unterschiedlicher Gliazellen, hauptsachlich Astrozyten, der etwa 10% der
Zellen ausmacht.

Die Orc1 Expression war relativ zu der Expression der anderen Untereinheiten durch
quantitative Real time PCR gerade noch detektierbar. Sie spiegelt eine sehr geringe
Expression von Orc1 unter physiologischen Kulturbedingungen in cortikalen Neuronen in
Kultur wider. Die zu der Expression der anderen Untereinheiten des ORC relativ hohe
Expression von Orc3 ist stimmig mit den Daten von Huang et al.. In dieser Studie wurde
durch RNA Interferenz mit Orc3 eine neuronenspezifische Funktion von ORC3 gefunden. Die
Herunterregulation von Orc3 in hippokampalen Neuronen beeinflusst das Auswachsen der
Dendriten, das Branching (Verzweigung) und die Entwicklung der Spines .

Uber eine neuronalspezifische Funktion des ORC unter pathophysiologischen Bedingungen
ist in der Literatur bislang nichts beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde ORC1 in einem Kanditatenansatz unter der
pathophysiologischen Bedingung der OGD in Neuronen untersucht. Dies schien aufgrund
der Tatsache interessant, dass Neuronen nach pathophysiologischen Stimuli einen
aberranten Zellzykluseintritt vollziehen und vereinzelt Marker fir die S-Phase aufweisen.
ORC1 kommt in proliferierenden Zellen eine Schlisselrolle. Dessen Anlagerung an den ORC
und Vermittlung der Chromatinbindung wird als ,rate limitting step' bezeichnet ™. Das
bedeutet, dass ORC1 zellbiologisch essentiell fur die Einleitung der DNA-Synthese ist. Was

fir eine Rolle spielt ORC1 jedoch in Neuronen?

51



Diskussion

Das Phanomen des aberranten Zellzykluseintritts ist in neurodegenerativen Erkrankungen
wie der langsam progredienten Alzheimer Erkrankung und dem akuten Schlaganfall

bekannt "%, Aus in vivo und in vitro Studien zum Schlaganfall wei® man, dass
Zellzyklusproteine reexprimiert werden, die in Neuronen unter physiologischen Bedingungen
auf der Transkriptionsebene reprimiert waren. So wird Zyklin D1 nach OGD und MCAo
hochreguliert ®. Die Expression der Zellzyklusfaktoren nach Schadigung filhrt meist zum
neuronalen Zelltod, welcher durch die Inhibition der Zyklin/CDK Komplexe durch Olomucine
nach OGD und Flavopiridol nach MCAo verhindert werden kann *#°. Die pharmakologischen
Ansatze verhindern zwar global das neuronale Zellsterben durch Hemmung der Zyklin/CDK
Komplexe, jedoch ist aufgrund der Unspezifitdt nicht zu unterscheiden, in welchem Zelltyp
dies von Bedeutung ist, da durch Zytostatika allgemein die Proliferation blockiert wird.

Ein Substrat der G1-Zyklin/CDK Komplexe ist E2F1. Somit werden indirekt E2F1 Zielgene
reguliert. Es konnte eine erhdhte E2f1 mRNA nach OGD und ein erhdhter Proteinlevel nach
MCAo festgestellt werden'®. Marker fiir die S-Phase wie zelleigenes PCNA, welches ein
E2F-Zielgen darstellt, oder eingebrachtes BrDU waren ebenfalls erhéht nachweisbar 8%
Somit lag es nahe, die Licke zwischen Zellzykluseintritt und S-Phase in den Fokus der
Experimente zu nehmen und die Expression von Orc1 in Neuronen im pathophysiologischen
Kontext der OGD zu untersuchen.

In kortikalen Neuronen zeigte sich nach OGD bereits 5 h nach Reoxygenierung eine erhdhte
MRNA von Orc1. Der ORC1 Proteinlevel war ebenfalls erhéht. Densitometrisch signifikant
erhdht erwies sich dabei eine modifizierte Form von ORC1, die ein Molekulargewicht von
etwa 115 kDa- im Vergleich zum unmodifizierten ORC1 von 97 kDa- im Immunoblot aufwies.
Posttranslationale Modifikationen wie Ubiquitinylierung und Phosphorylierung von ORC1
regulieren in proliferierenden Zellen dessen Assoziation zum ORC, dessen Lokalisation und
Degradation. De Pamphilis et al. beschrieb, dass mono-und diubiquitinyliertes ORC1 nicht
am Chromatin bindet, sondern im Zytoplasma zu finden ist und so zum proteosomalen
Abbau markiert ist. Das ubiquitinylierte ORC1 besitzt dabei ein Molekulargewicht von etwa
119 kDa '"®. Somit kénnte es sich bei dieser Modifikation von ORC1 um Ubiquitinylierung
handeln, aber auch andere noch unbeschriebene Modifikationen sind denkbar. Neben
Ubiquitinylierung ist die kovalente Konjugation von small ubiquitin-like modifier (SUMOQO) eine
Proteinmodifikation, die unter ischamischen Bedingungen in Neuronen vorkommt und die
Stabilitat und die Lokalisation von Zielproteinen reguliert . SUMOylierung ist eine relativ
neu entdeckte Modifikation. Von SUMO 1-4 wird SUMO 2/3 in Neuronen gefunden, die sich
an der Grenze zum Infarktareal, also in der Penumbra befinden "*°. In diesen Neuronen wirkt
SUMOylierung protektiv gegen hypoxisch/ischamische Schadigung nach OGD '"'. So ist
SUMO 2/3 mit 12 kDa eine Modifikation, die zu der Bande des modifizierten ORC1 passen

wiurde.
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In proliferierenden HT22 Zellen findet sich ebenfalls das modifizierte ORC1 bei 115 kDa.
Diese Bande als auch die Bande des unmodifizierten ORC1, sind ausschlieRlich in der
Kernfraktion zu finden. Wirde es sich um eine Ubiquitinylierung handeln, wirde man
annehmen, dass das ubiquitinylierte ORC1 zusatzlich im Zytoplasma zu finden ist. Denn laut
DePamphilis et.al wird ORC1 durch Ubiquitinylierung zum Kernexport und zur
proteosomalen Degradierung im Zytoplasma markiert %°.

Um welche Modifikation von ORC1 es sich hier handelt und welche Rolle die ORC1
Modifikation im pathophysiologischen Kontext der zerebralen Ischamie/Hypoxie spielt, bleibt
aktuell offen.

Um zu untersuchen, ob die Orc1 Reexpression auf eine neuronalspezifische Orc1
Promotoraktivierung zurickzufuhren ist, wurde ein CRE-Luziferase System etabliert. Anstelle
der Promotoraktivierung und de novo Transkription von Orc1 ware eine Stabilisierung der
Orc1 mRNA und eine gesteigerte Translation denkbar, die zu der erhéhten Orc? mRNA 5 h
nach Reoxygenierung und erhéhtem Protein nach 24 h gefuhrt haben kdnnte.

Die Orc1 Promotor-getriebene Luziferase wurde lentiviral in CamKII-CRE-Neuronen
eingebracht und die Orc1 Promotoraktivitdt nach OGD untersucht. Es zeigte sich nach 60
Minuten Reoxygenierung nach OGD eine erhdhte Aktivitat des Orc1 Promotors. Somit ist die
erhdhte Orc1 mRNA und das Protein auf eine Regulation des Orc1 Promotors in Neuronen
zurickzufuhren. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals festgestellt, dass Orc7 unter der
pathophysiologischen Bedingung der OGD in Neuronen reexprimiert wird, was auf eine
Aktivierung des Orc1 Promotors in Neuronen zurickzufihren ist. Doch welche Funktion

erflllt das reexprimierte ORC1 in Neuronen?

Apoptose
CycD/
CDK4/6 AL orRct | S-Phase
Zellteilung

Abb.5.1.: Hypothese: Das E2F regulierte ORC1 fuhrt in postmitotischen Zellen entweder uber die S-

Phase oder direkt zur Apoptose. Theoretisch ware eine Zellteilung differenzierter Neurone denkbar.

Eine Hypothese lautet, dass das reexprimierte ORC1 unter pathophysiologischen

Bedingungen ein Baustein in der Signalkaskade des aberranten Zellzykluseintrittes darstellt.
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5.2. Orc1 ist ein E2F4-reguliertes Zielgen nach OGD

Die E2F-Transkriptionsfaktoren regulieren in proliferierenden Zellen den physiologischen
Zellzyklus Uber die Regulation der Zielgene mit Funktion im G1/S-Ubergang, in der S-Phase,
in der Mitose sowie den checkpoints und der DNA-Reparatur '*?. Zyklinabhangige Kinasen
und Zykline sind in den pathologischen aberranten Zellzykluseintritt von Neuronen nach
Schadigung und konsekutiven Zelltod involviert. Die E2F-Transkriptionsfaktoren E2F1 und
E2F4 haben ebenfalls einen Einfluss auf die Schadigung nach zerebraler Ischamie/Hypoxie.
E2F4 Verlust fihrt im Mausmodell der transienten globalen Ischamie zu einer Vergrofierung

0 Park et. al fanden in einem Ansatz mit transienter siRNA-

des geschadigten Areals
vermittelter Herunterregulation von E2f4 in kortikalen Neuronen in Kultur ein vermehrtes
neuronales Zellsterben nach Hypoxie. In dieser Studie wurden die Neuronen fir 18 h einer
Hypoxie unter einem NMDA- Rezeptorblocker ausgesetzt o

Im Mausmodell der zerebralen Ischamie fiihrt der transaktivierende und proapoptotische
Transkriptionsfaktor E2F1 zu einer VergréRerung des Schlaganfallareals nach MCAo .

Aus den im vorigen Kapitel erlauterten Ergebnissen lasst sich postulieren, dass unter
physiologischen Bedingungen in terminal differenzierten Neuronen der Orc1 Promotor
reprimiert wird und dass nach Schadigung eine Aufhebung der Repression stattfindet, um die
Aktivierung zu ermdglichen. E2F-Transkriptionsfaktoren regulieren in proliferierenden Zellen
die Expression von Orc1 '3,

Der Orc1 Promotor weist mehrere E2F-Bindungsstellen in der in silico Analyse auf. In
Chromatinimmunprazipitationsexperimenten aus kortikalen Neuronen lasst sich ein Besatz
des Orc1 Promotors mit den E2F-Transkriptionsfaktoren nachweisen. So findet sich eine
Bindung von E2F4 unter physiologischen und pathologischen Bedingungen, wohingegen
E2F1 vor allem nach OGD am Orc1 Kernpromotor zu finden ist. Hier scheint also der
aktivierende Transkriptionsfaktor E2F1 die Repression durch E2F4 kompensieren zu
kénnen. Dies flhrt offensichtlich insgesamt zu einer Steigerung der Transkription und
Erhéhung der Orc1 mRNA. Da dieser Chromatimmunprazipitationsassay nach 24 h
Reoxygenierung durchgefiuihrt wurde, kdnnte man postulieren, dass zu diesem Zeitpunkt die
Bindung der Faktoren nur in den Zellen nachweisbar war, die durch Bindung von E2F4 am
Orc1 Promotor bis dahin Uberlebt haben.

Ob es umgekehrt méglich ist den aktivierten Orc?1 Promotor durch E2F4 zu reprimieren,
wurde mit einem Orc1 Promotor Luziferaseassay adressiert. Im Zellkulturmodel mit
synchronisierten HT22 Zellen war es mdglich den nach Serumzugabe aktivierten Orc1
Promotor durch exogenes E2F4-V5 zu reprimieren. Somit erweisen sich in diesem
Experiment in proliferierenden Zellen ganz prinzipiell die Prdsenz und Funktionalitdt von

E2F4 am Orc1 Promotor.
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Es ist bereits bekannt, dass unter pathophysiologischen Bedingungen, wie der zerebralen
Ischamie/Hypoxie der neuronale Zelltod Uber eine Derepression von E2F4/p130 Zielgenen
wie dem proapoptotischen Faktor B Myb vermittelt wird ™.

Von Green et al. wurde postuliert, dass der neuronale Zelltod von einer diffizilen E2F-
abhéngigen Regulation zwischen Repression und Derepression abhangt ¥/,

Um den EinfluR von E2F4 auf die Orc1 Expression in Neuronen nach OGD zu untersuchen,
wurde eine neuronalspezifische miR-shRNA gegen E2F4 eingesetzt, die lentiviral in kortikale
Neurone transduziert wurde. Es zeigte sich eine E2F4-abhangige Orc1 Expression in den
kortikalen Neuronen. Vor OGD war die Orc1 mRNA bei E2F4 Herunterregulation leicht
erhdéht. Nach OGD erwies sich die erhdhte Orc1 Expression bei E2F4 Verlust verstarkt.
Somit geht ein E2F4 Verlust mit einer Derepression des Orc1 Promotors einher, welche sich
besonders unter pathophysiologischen Bedingungen auswirkt. Neben E2F4 Verlust ist also
ein pathophysiologischer Stimulus notwendig, um die Orc1 Expression signifikant zu
erhdhen.

Zusammenfassend ist hier festgestellt worden, dass die Orc1 Reexpression in Neuronen
nach OGD auf eine Derepression am Orc?1 Promotor durch Verlust des E2F4

Repressorkomplexes zurlickzufiihren ist.

5.3. Blockade der Orc71 Reexpression nach OGD ist neuroprotektiv

Neuronale Vorlauferzellen erhalten durch die Ischdmie/Hypoxie Signale, die sie zur
Proliferation und Migration anregen. Es wurde gezeigt, dass sowohl die residenten
Vorlauferzellen im Neocortex als auch die Vorlauferzellen in der subventrikularen Zone nach
3-8 Wochen nach einem Schlaganfall Neurogenese begehen 3''*. Zur Proliferation ist die
DNA-Synthese und somit die Assemblierung des ORC mit allen sechs Untereinheiten
unabdingbar '"°. Somit ist es denkbar, dass die neuronale Reexpression von Orc? unter
Ischamie/Hypoxie in einer neuronalen Subpopulation ein Schritt in Richtung neuronale
Regeneration darstellt.

Postmitotische geschadigte Neurone reaktivieren ihren Zellzyklus und begehen je nach
Ausmall der Schadigung Apoptose. Es wird postuliert, dass der G1 checkpoint dafir
verantwortlich ist #. Jedoch zeigen einige Neurone, bevor sie sterben, Marker fiir die S-
Phase. Somit scheint es neben der G1 checkpoint Aktivierung einen alternativen
Apoptoseweg zu geben.

Ein Hinweis darauf, dass ORC1 in diesen Weg involviert sein kénnte, zeigen ORC1
Uberexpressionsexperimente, die von DePamphilis et. al. durchgefiihrt wurden. Dabei
induzierte in proliferierende Zellen eingebrachtes, unmodifiziertes ORC1 uUber Caspase 3

2

Aktivierung eine p53 unabhéngige Apoptose ?°. Die Zellen weisen Apoptosezeichen wie
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zellulares Blebbing und DNA-Fragmentierung auf. Wie genau der Apoptosemechanismus
Uuber ORC1 ablauft, ob ORC1 direkt oder Uber Mediatorproteine Caspase 3 aktiviert, ist nicht
untersucht. Aber es zeigt, dass eine Verbindung von ORC1 zu proapoptotischen Faktoren
besteht.

Mittels lentiviral transduzierter Orc1 miR-shRNA wurde hier die Rolle von Orc1 nach
Ischamie/Hypoxie in Neuronen adressiert. Verhinderung der ORC1 Synthese erhéht das
Uberleben der kortikalen Neuronen in Kultur nach OGD, was durch Zellzéhlung und LDH
Assay gezeigt wurde. Diese Untersuchung zeigt erstmals, dass mit ORC1 ein rate limiting
factor in Neuronen existiert, durch dessen Blockierung das neuronale Zelliberleben nach
Schadigung signifikant erhdht wird. Anzunehmen ist weiterhin, dass eine Subpopulation von
Neuronen ORC1- unabhangig Zelltod begeht. Andererseits wird nicht in allen Neuronen der
ORC1 Level durch die OrcT miR-shRNA soweit erniedrigt sein, dass diese vor neuronalem
Zelltod nach OGD geschutzt werden kénnen.

Im Umkehrschluss ist ORC1 als ein Faktor identifiziert, der in geschadigten Neuronen das
Zellsterben vorantreibt. Wird ORC1 als Fusionskonstrukt zu dem rot fluoreszierenden Protein
monomeric Cherry (mCherry) in kortikalen Neuronen in Kultur Gberexprimiert, zeigen diese
ein vermehrtes Zellsterben. Ob dies auf Apoptosemechanismen- wie Caspaseaktivierung-
oder auf nekrotisches Sterben zuruckzuflhren ist, bleibt zu untersuchen. Ob tatsachlich
solche Gendosen unter pathophysiologischen Zustanden wie der zerebralen Ischamie
erreicht werden oder ob erst die Kombination aus anderen Zelltodstimuli und die Erhéhung
des ORC1 Proteins zum Zelltod fiihren, bleibt noch zu klaren.

Sumrejkanchanakij et. al untersuchte die Auswirkung der Zyklin D1 Uberexpression in
postmitotischen Neuronen. Er fand, dass Uberexprimiertes Zyklin D1 im Zytoplasma gehalten
wird und keinen Auswirkungen auf das Zelliberleben hat. Erst die Expression mit Forcierung

"8 Somit scheint die

des Kerntransports von Zyklin D1 treibt die Neurone in Apoptose
zellulare Sequestration eine Rolle bei der Apoptoseeinleitung zu spielen, welche fiir ORC1
im Kontext der zerebralen Ischamie/Hypoxie offen bleibt.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit Orc1 als neuronales E2F4-Zielgen im
Zellkulturmodell des ischamischen Schlaganfalls identifiziert, welches durch Derepression
von E2F4 den neuronalen Zelltod induziert. Somit ist mit ORC1 ein neues Schllsselprotein in
der neuronalen Schadenskaskade von Zellzyklusreaktivierung zu Apoptose identifiziert, das
fir den Untergang einer relevanten Subpopulation von Nervenzellen von entscheidender

Bedeutung ist.
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ORCA1 I Neuronaler Zelltod
E2F1!DP[_’

Zellteilung
Orc1 Promotor

Abb.5.2.: Hypothese der Orc1 Regulation: In postmitotischen Neuonen wird nach neuronaler
Schadigung der Orc1 Promotor durch Anderung des Promotorbesatzes mit den E2F-
Transkriptionsfaktoren aktiviert und Orc1 wird reexprimiert. Dies fiihrt nach den Ergebnissen dieser

Arbeit zum neuronalen Zelltod und nicht zur Einleitung der Zellteilung post-mitotischer Neurone.

5.4. Ausblick

Einige Fragestellungen haben sich aus den experimentellen Befunden ergeben:

1. Um welche Proteinmodifikation von ORC1 handelt es sich, die nach OGD im
Immunoblot nachzuweisen ist?

2. Wo ist ORC1 nach hypoxischer Schadigung lokalisiert und ist die Modifikation in die
Lokalisation involviert?

3. Uber welche Signalkaskade l6st ORC1 die Apoptose aus und ist die Lokalisation

dafir ausschlaggebend?

Um die Aufgabe von ORC1 in Neuronen zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit mit
kortikalen Neuronen in Kultur gearbeitet und als Schadigungsmodell fir die zerebrale
Ischamie/Hypoxie wurde die OGD verwendet. In diesem Modell werden die
neuroimmunologischen und kardiovaskularen Einflisse nach ischamisch/hypoxischer
Schadigung auflen vorgelassen, die in einem Organismus den neuronalen Zelltod
beeinflussen, um sich auf die neuronalen Mechanismen zu fokussieren. Zudem wurden die
Experimente mit neuronal spezifischen Untersuchungen wie der Synapsin-Promotor
getriebenen Expression der miR-shRNA und dem Orc1 Promotorassay mit dem CRE-Flex
Luziferasesystem, durchgefiiht, um den molekularen Mechanismus in Neuronen zu
analysieren. Einerseits ermdglicht dieses vereinfachte Modellsystem erst die
zelltypspezifische Erforschung der Mechanismen, andererseits lasst man die zahlreichen

Interaktionen mit Gliazellen, Astrozyten, Immunzellen sowie Zytokinen und Endothel
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unbetrachtet, die im Schlaganfall sowohl die neuronale Schadigung als auch die
Erholungsphase im weiteren Verlauf mitbeeinflussen.

Aus diesem Grund ist die Rolle von ORC1 in in vivo Experimenten in der Maus nach MCAo
zu untersuchen.

So sind Untersuchungen mit einer konditionalen Orc1 knock out Maus geplant. Diese kann
nach neuronal-spezifischem Verlust im Schlaganfall Modell charakterisiert werden. Dabei
macht man sich die pharmakologisch induzierbare CRE-Proteinaktivierung zu nutze, um eine
genomische Ablation von Orc1 erst nach Abschluss der Embryonalentwicklung zu erzielen.
Man koénnte sich vorstellen, dass, wenn man die neuronale Expression von Orc1 nach
ischamisch/hypoxischer Schadigung durch MCAo verhindert, die Mechanismen der
Regeneration mit Einbeziehung der neuronalen Vorlauferzellen gestért werden. Somit kdnnte
selbst die neuronal-spezifische Hemmung von Orc1 kurze Zeit nach MCAo protektiv sein,
indem z.B. das Schadensareal verkleinert wird, jedoch die Langzeitauswirkungen auf die

Kognition negativ beeinflusst werden.
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6. Zusammenfassung

Ein Schlaganfall geht aufgrund der Degeneration von Neuronen haufig mit bleibenden
Behinderungen einher. Dies basiert auf der Tatsache, dass postmitotische Neurone nicht zur
Regeneration durch Zellteilung fahig sind und die Rehabilitation von neuen Lernvorgangen
und plastischen Umbauprozessen abhangt, was jedoch u.a. durch die GréRe des
geschadigten Areals beschrankt maglich ist.

Mit der Beobachtung des aberranten Zellzykluseintritts von Neuronen wurde ein Phdnomen
entdeckt, von dem man annahm, es sei ein Versuch zur neuronalen Regeneration. Dabei
werden Zellzyklusproteine wie zyklin-abhangige Kinasen (CDKs) und Zykline reaktiviert oder
vermehrt exprimiert. Es stellte sich heraus, dass nach Reaktivierung von Zellzyklusproteinen
der neuronale Zelltod u.a. Uber den aktivierenden Transkriptionsfaktor E2F1 eingeleitet wird.
Dabei scheint der G1/S-Phase checkpoint verantwortlich zu sein. Einige Neurone weisen
Zeichen fir die S-Phase auf, so dass diese Zellen den checkpoint Gberschritten haben.
Neben der Aktivierung treibt ein Verlust der Repression von Genen postmitotischer Neurone
nach ischamisch/hypoxischer Schadigung in die Apoptose. So flhrt einem Verlust des
E2F4/p130 Repressorkomplexes an Zielgenpromotoren zum neuronalen Zelltod.

Die sechs ORC Proteine leiten als origin recognition complex (ORC) in proliferierenden
Zellen die S-Phase ein. Die ORC Proteine 2-6 werden in Neuronen unter physiologischen
Bedingungen exprimiert und erfillen dort vermutlich Funktionen abseits der DNA Replikation.
ORCH1 ist unter physiologischen Bedingungen in Neuronen kaum vorhanden.

In dieser Arbeit wurde erstmals die neuronale Reexpression von Orc1 im
pathophysiologischen Kontext durch das Modell des kombinierten Sauerstoff- und
Glukoseentzugs (OGD: oxygen glucose deprivation) gezeigt. Diese Reexpression von Orc1
basiert auf einem Verlust der Promotorrepression durch E2F4 und fihrt zum neuronalen
Zelltod. Wird die Reexpression uber eine neuronalspezische RNA-Interferenz mit Orc1
blockiert, lasst sich das Sterben von Neuronen nach OGD verhindern.

Somit wurde ORC1, welches unter physiologischen Bedingungen in proliferierenden Zellen
die Einleitung die Replikation ermoglicht, als ein proapoptischer Faktor in der
Schadenskaskade postmitotischer Neuronen nach Ischamie/Hypoxie identifiziert, welcher

durch den E2F4/p130 Repressorkomplex reguliert wird.
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