3 Ergebnisse
3.1  Auswirkungen von Hyperoxie auf undifferenzierte PC12-Zellen

3.1.1 Hyperoxie fuhrt zu Veré&nderungen in der Zellzyklusverteilung bei

undifferenzierten PC12-Zellen

Alleinige Hyperoxie-Exposition sowohl Uber 24 als auch Uber 48 Stunden fuhrt nicht zu einer
morphologischen Verédnderung der undifferenzierten PC12 Zellen (Abb. 3-3 a-b).

Um untersuchen, welche Auswirkungen Hyperoxie auf den Zellzyklus undifferenzierter PC12-
Zellen hat, wurden diese fur 24 bzw. 48 h einer Sauerstoffkonzentration von 80% ausgesetzt
und anschlieRend entsprechend 2.7.3 Zellzyklusanalyse mit Pl analysiert. Wie in Abbildung 3-1
(linke Spalte) ersichtlich, erhdht sich nach 24stindiger Hyperoxie-Exposition der Anteil der
Zellen in der S-Phase mit simultaner Verminderung der Fluoreszenz der Zellen, die sich in der
diploiden Ruhephase (G0/1 — M2) befinden, im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe
(21% 0O,). Noch ausgepragter ist diese Veranderung nach 48stundiger Hyperoxie-Expostion zu
beobachten. Quantitative Analyse der Daten (Abb. 3-1, rechte Spalte) zeigt eine Erh6hung des
Anteils der Zellen, die sich in der S-Phase befinden, um 20,5% nach 24h Hyperoxie-Exposition
und um 34,5% nach 48h Hyperoxie-Exposition, jeweils im Vergleich mit der unbehandelten 21%
O,-Kontrollgruppe. Entsprechend vermindert sich der Anteil der GO/1-Fraktion um 17,2% (24 h
Hyperoxie) bzw. 39,1% (48 h Hyperoxie). Der Anteil der Zellen, die sich aufgrund verminderten
DNA-Gehalts im Sub-G0/1-Peak darstellen und die apoptotische Fraktion représentieren, erhoht
sich nur gering nach 24stundiger Hyperoxie-Exposition (+ 1,7%), steigt jedoch nach 48stindiger
Hyperoxie-Exposition um 3,9%, jeweils im Vergleich mit der unbehandelten 21% O, -
Kontrollgruppe.
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Abb. 3-1: Einfluss von Hyperoxie auf die Zellzyklusverteilung nativer PC12-Zellen.
Durchflusszytometrisches Profil sowie quantitative Analyse von undifferenzierten PC12-Zellen bei
Raumluft (a + b) und nach 24 h (c + d) bzw. 48 h (e + f) Inkubation bei Hyperoxie, anschlieend DNA-
Farbung mit Propidiumjodid. a — ¢ — e: Reprasentative Histogramme von mindestens 6 unabhéngigen
Experimenten mit jeweils n=4. b — d — f: Angabe des prozentualen Anteils von Zellen in G1, S, G2 und
subG1 als Mittelwert + Standardfehler. Daten von mindestens 6 unabhangigen Experimenten mit jeweils
n=4.

p<0,001 fir G1 und p<0,0001 fiir S bei 24stindiger Hyperoxie-Exposition im Vergleich zur unbehandelten
Raumluftgruppe

# p=0,0001 fur G1 und p=0,006 fir S bei 48stiindiger Hyperoxie-Exposition im Vergleich zur
unbehandelten Raumluftgruppe)
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3.1.2 BSO erhéht konzentrationsabhangig die Empfindlichkeit undifferenzierter
PC12-Zellen gegenuiber Hyperoxie (MTT)

In der Literatur gibt es vielfach Hinweise darauf, dass der durch Hyperoxie-Exposition induzierte
Zelltod durch Akkumulation von ROS, die zu oxidativem Stress fuihren, vermittelt wird. Eine
Verstarkung des hyperoxiebedingten oxidativen Stresses lafit sich durch Beschrénkung der
antioxidativen Reserven mit BSO, Inhibitor der GSH-Synthese, erreichen. Um den Effekt von
Hyperoxie bei reduzierter antioxidativer Kapazitat auf die Zellaktivitat undifferenzierter PC12-
Zellen zu untersuchen, wurde der MTT-Test durchgefihrt. Native PC12-Zellen wurden 24 h vor
Hyperoxie-Exposition mit dem Kulturmedium bzw. mit Medium und BSO in den Konzentrationen
10 uM / 100 pM / 200 pM / 500 pM / 1000 uM prainkubiert (Abb. 3-2). BSO-Behandlung in
Normoxie (21% O,) fuhrte zu einer leichten Reduktion der Zellaktivitdt und damit der vitalen
Zellen, ebenso wie 24stiindige Hyperoxie-Exposition allein. PC12-Zellen jedoch, die nach
Prainkubation mit BSO einer 24stiindigen Hyperoxie-Behandlung ausgesetzt wurden, zeigten
konzentrationsabhangig eine signifikante Reduktion der vitalen Zellen, am ausgepragtesten bei
einer Konzentration von 200 uM BSO (22,7% + 3,4% [p<0,001 vs. alle anderen Gruppen]). Aus

diesem Grund wurde fur weitere Untersuchungen die Konzentration 200 puM BSO gewahlt.

Die Anderung der Vitalitét lasst sich auch lichtmikroskopisch darstellen (Abb. 3-3).
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Abb. 3-2: Einfluss von BSO und Hyperoxie auf die Zellaktivitdt nativer PC12-Zellen.
Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 24 h mit Medium oder BSO in der angegebenen Konzentration
prainkubiert, anschlieRend 24 h Inkubation bei Raumluft (helle Balken) oder Hyperoxie (dunkle
Balken). Messung des MTT-Umsatzes, Angabe des Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur
unbehandelten Raumluftgruppe. Daten von mindestens 4 unabh&ngigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,001 fur angegebene BSO-Konzentration bei 80% O, vs. 21% O
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a) 21% O, Medium b) 80% O, Medium

¢) 21% O, 200 UM BSO d) 80% O, 200 pM BSO

Abb. 3-3: Lichtmikroskopische Darstellung von PC12-Zellen nach kombinierter BSO-Hyperoxie-
Exposition. Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 24 h mit Medium (a, b) oder 200 pM BSO (c, d)
prainkubiert, anschlieRend 24 h Inkubation bei Raumluft (a, c) oder Hyperoxie (b, d). Représentative
lichtmikroskopische Aufnahmen (V 1:40).

3.1.3 Hyperoxie-induzierte Toxizitat ist ROS-vermittelt

Um zu Uberprifen, ob Hyperoxie-Exposition undifferenzierter PC12-Zellen tatsachlich zu einer
intrazellularen Akkumulation von ROS fiihrt, wurde der CM-H,DCF-DA-Test durchgefihrt. Wie
in Abb. 3-4 ersichtlich, fihrt Hyperoxie-Exosition zeitabhéngig zu einer ROS-Akkumulation, die
nach 2 Stunden 240,8%+18,1% erreicht und dann wieder etwas abféllt, jedoch nach 24 Stunden
immer noch Uber dem Ausgangsniveau liegt. Prainkubation undifferenzierter PC12-Zellen mit
200 uM BSO Uuber 24 h in Raumluft fiihrt bereits zu einer ROS-Akkumulation (149,7%+6,8%).
AnschlieBende Hyperoxie-Exposition verstarkt zeitabhangig die ROS-Akkumulation, die ihren
Gipfel nach 12 Stunden erreicht (355,7%+28,4%) und auf hohem Niveau bleibt.

Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass der durch kombinierte BSO-Hyperoxie-

Exposition undifferenzierter PC12-Zellen induzierte Zelltod durch oxidativen Stress vermittelt ist.
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Abb. 3-4: BSO und Hyperoxie induzieren ROS-Akkumulation in nativen PC12-Zellen.
Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 24 h mit Medium oder 200 UM BSO préinkubiert, anschlieBend
24 h Inkubation bei Raumluft [schwarze Linie] oder Hyperoxie [graue Linie]. Messung des DCF-
Umsatzes, Angabe des Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe.
Daten von mindestens 4 unabh&angigen Experimenten mit jeweils n=6.

# p<0,01 fur BSO vs. Kontrolle bei 80% O,
* p<0,001 fur BSO vs. Kontrolle bei 80% O
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3.1.4 Die Kombination Hyperoxie + BSO induziert Apoptose in undifferenzierten

PC12-Zellen

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse (3.1.1) weisen auf durch Hyperoxie-Exposition bedingten
gesteigerten apoptotischen Zelltod hin, der durch Inhibition der GSH-Synthese mit BSO
verstarkt werden kann (siehe 3.1.2). Um zu untersuchen, ob es sich tatsachlich um
apoptotischen Zelltod handelt, wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie weitere

apoptosespezifische Merkmale untersucht.

3.1.4.1 AnnexinV —FITC /Pl — Bindung

Analog 3.1.2 wurden undifferenzierte PC12-Zellen 24 h vor Hyperoxie-Exposition (24 h) mit
Medium bzw. Medium und BSO (Endkonzentration 200 uM) prainkubiert und nach Beendigung
des Versuches simultan Annexin V- und Pl-gefarbt (Abb. 3-5 a-d — Annexin, Abb. 3-5 e-h — PI).
Sowohl BSO allein als auch Hyperoxie verursachen nur eine geringe Anderung der medianen
Fluoreszenz von Annexin V — FITC und Pl im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe
(21% O,). Im Gegensatz dazu zeigen BSO-prainkubierte undifferenzierte PC12-Zellen nach
24stindiger Hyperoxie-Exposition eine starke Erhéhung der medianen Fluoreszenz beider
Farbstoffe. Auch die quantitative Analyse der entsprechenden Dotplots ergibt eine Erhdhung
des Anteils apoptotischer Zellen (Annexin positiv / Ann + Pl positiv) bei BSO-Prainkubation und

anschlieBender Hyperoxie-Exposition im Gegensatz zu den anderen drei Gruppen.
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Abb. 3-5 a-h: Einfluss von BSO und Hyperoxie auf die AnnexinV-Bindung (a-d) und

Propidiumjodid-Aufnahme (e-h)

PC12-Zellen, durchflusszytometrische Analyse.

Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 24 h mit Medium (a, b, e, f) oder 200 uM BSO (c, d, g, h)
prainkubiert, anschlieBend 24 h Inkubation bei Raumluft oder Hyperoxie. Repréasentative Histogramme

von mindestens 4 unabh&ngigen Experimenten (n=3).
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3.1.4.2 Aktivierte Caspase 3

Weiteres Merkmal des apoptotischen Zelltodes ist eine Aktivierung der Caspase-3. Wie in den
Histogrammen ersichtlich (Abb. 3-6 a-d), bewirken sowohl BSO als auch Hyperoxie allein nur
geringfiigige Anderungen des Aktivierungszustandes von Caspase-3 im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrollgruppe (21% O,). Werden jedoch BSO-prainkubierte undifferenzierte
PC12-Zellen 24stundiger Hyperoxie ausgesetzt, ist eine starke Aktivierung der Caspase-3
nachweisbar (Abb. 3-4 d).

Die PC12-Zellreihe ist durch Spontanapoptose gekennzeichnet. Demzufolge lassen sich bei
quantitativer Analyse des Dotplots (SSC vs. Activated Caspase — FITC) der unbehandelten
Kontrollgruppe (21% O,) 20,9% der Zellen in der Region, die den erhdhten Aktivierungszustand
von Caspase-3 reprasentiert, nachweisen (nicht dargestellt). Wahrend Behandlung
undifferenzierter PC12-Zellen mit BSO bzw. Hyperoxie allein lediglich zu geringfligigen
Anderungen fuhrt (23,7% bzw. 20,5%), steigt diese Fraktion nach BSO-Prainkubation und

anschlieRender Hyperoxie-Exposition auf 76,3% an (nicht dargestellt).

a) 21% Oy, Medium b) 21% O, 200 uM BSO
[ [
o o
[ [
= =
[Tl [Tl
i i
= T T f 4 = T T y 1
10% 101 102 10t 104 10% 107 102 10t 104
Aktive-Cazpasze-3 FITC Aktive-Cazpasze-3 FITC
c) 80% Oy, Medium d) 80% O3, 200 uM BSO
=
o =
o
2 ]
3 £
= o
(TN =
w
BETTEETY 10% 10t 10% = - - - 1
8 i ol 10° 107 102 10t 10%
hpisltakiy Lktive-Caspase-3 FITC

Abb. 3-6 a-d: Einfluss von BSO und Hyperoxie auf die Aktivierung von Caspase 3 bei nativen PC12-
Zellen. Verwendung eines FITC-markierten Aktivierte Caspase-3-Antikdrpers, durchflusszytometrische
Analyse. Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 24 h mit Medium (a, c) oder 200 pM BSO (b, d)
prainkubiert, anschlieBend 24 h Inkubation bei Raumluft oder Hyperoxie. Repréasentative Histogramme von
mindestens 3 unabhangigen Experimenten (n=3).
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3.1.4.3 Hemmbarkeit mit Z-VAD-fmk

Mit Hilfe der beiden durchflusszytometrischen Methoden konnte gezeigt werden, dass
Hyperoxie-Exposition undifferenzierter PC12-Zellen mit inhibierter GSH-Synthese zu
gesteigertem apoptotischen Zelltod fuhrt. Um nachzuweisen, dass dieser durch den
Pancaspase-Inhibitor z-vad.fmk teilweise vermeidbar ist, wurde der MTT-Test verwendet (Abb.
3-7): Wéahrend Hyperoxie-Exposition nach BSO-Préinkubation (200 uM) zu einer Reduktion der
Zellaktivitat und damit der vitalen Zellen auf 22,7% + 3,4% flhrt, ist bei Hyperoxie-Exposition
nach Inkubation mit BSO und z-vad.fmk (100 pM) lediglich ein Abfall auf 69,3 £ 3,0% (200 pM
BSO + z-vad.fmk) nachweisbar. Inkubation undifferenzierter PC12-Zellen mit z-vad.fmk allein
fuhrte sowohl bei Normoxie als auch bei Hyperoxie zu einer geringen Reduktion der Zellvitalitat
(89,5% =* 6,3% bzw. 86,0% * 5,6%).
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Abb. 3-7: Effekt des Caspase-Inhibitors z-VAD.fmk auf den durch kombinierte BSO-Hyperoxie-
Exposition induzierten Zelltod undifferenzierter PC12-Zellen. Undifferenzierte PC12-Zellen wurden
24 h mit Medium und/oder z-vad.fmk und/oder 200 uM BSO prainkubiert, anschliefend 24 h Inkubation
bei Raumluft (weie Balken) oder Hyperoxie (dunkle Balken). Messung des MTT-Umsatzes, Angabe
des Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe Daten von
mindestens 6 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,0001 fir z-VAD+BSO vs. 200 uM BSO bei 80% O
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3.2 NGF-differenzierte = PC12-Zellen sind weniger empfindlich
gegeniliber Hyperoxie und Hyperoxie / BSO

Es ist bekannt, dass sich undifferenzierte PC12-Zellen durch Zugabe von NGF zum einen zu
neuronenahnlichen Zellen mit Neuritenbildung entwickeln und zum anderen vor Stress, der

durch verschiedene Stimuli ausgeldst wird und zu Apoptose fiihrt, geschiitzt werden kdnnen.

3.2.1 NGF induziert bereits nach 24 Stunden Differenzierungsprozesse (beta-lll-

Tubulin-Synthese)

NGF als Wachstumsfaktor induziert biochemische und morphologische Veradnderungen der
PC12-Zellen, die typisch fur eine neuronale Differenzierung sind, unter anderem kommt es zur
Bildung von neuronenspezifischen zytoskelettalen Proteinen wie beta-IlI-Tubulin. Mit Hilfe eines
modifizierten Differenzierungsassay nach Ohuchi et al. (2002) wurde der beta-11l-Tubulin-Gehalt

undifferenzierter und NGF-differenzierter PC12-Zellen untersucht.

Wie in Abb. 3-8 zu erkennen, ist die Bindung des spezifischen beta-1ll-Tubulin-Antikdrpers bei
undifferenzierten PC12-Zellen nur unwesentlich stérker als die des entsprechenden Isotyp-
Antikdrpers (IgG2b = 100% vs. beta-llI-Tubulin 104%). Bereits 24 Stunden nach NGF-Gabe
steigt diese Bindung auf 400% im Vergleich mit dem Isotypantikdrper, nach voller

Differenzierung tiber 7 Tage ist ein weiterer Anstieg auf 538% nachzuweisen.
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Abb. 3-8: NGF induziert neuronenspezifisches beta-lll-Tubulin in PC12-Zellen bereits nach 24 h.
Der beta-llI-Tubulin-Gehalt wurde bei undifferenzierten PC12-Zellen sowie bei tber 24 h und 7 Tage
mit NGF (100 ng/ml) differenzierten PC12-Zellen bestimmt (siehe Material und Methoden). Angabe des
Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe. Daten von mindestens 4
unabhangigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,0001 vs. undifferenzierte PC12-Zellen
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3.2.2 Hyperoxie-induzierte Zellzyklusveranderungen sind bei NGF-differenzierten

PC12-Zellen nicht nachweisbar

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse sollte untersucht werden, ob
Differenzierung mit NGF (100 ng/ml) die hyperoxiebedingte Akkumulation der PC12-Zellen in
der S-Phase des Zellzyklus sowie die nach 48stiindiger Hyperoxie zu beobachtende Zunahme
der Sub-GO0/1-Population verhindern kann. Wie in den Histogrammen zu sehen (Abb. 3-9),
andert sich die Fluoreszenz-Intensitat der einzelnen Peaks bei differenzierten PC12-Zellen
kaum. Quantitative Analyse der Daten (Abb. 3-10) zeigt eine Erhéhung des Anteils der Zellen,
die sich in der S-Phase befinden, um 5,1% nach 24 h Hyperoxie-Exposition (im Gegensatz zu
einem Anstieg um 20,5% bei undifferenzierten PC12-Zellen unter sonst gleichen Bedingungen)
und um 8,9% nach 48h Hyperoxie-Exposition (34,5% bei undifferenzierten PC12-Zellen), jeweils
im Vergleich mit der unbehandelten 21%0,-Kontrollgruppe. Entsprechend vermindert sich der
Anteil der GO/1-Fraktion lediglich um 7,4% (24 h Hyperoxie) bzw. 11,2% (48 h Hyperoxie). Der
Anteil der Zellen, die sich im Sub-G0/1-Peak darstellen und die apoptotische Fraktion
reprasentieren, bleibt sowohl nach 24- als auch 48stundiger Hyperoxie-Exposition nahezu
unverandert (+1,3% bzw. -0,1% im Vergleich mit der unbehandelten 21%0,-Kontrollgruppe).
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Abb. 3-9 a-f: Einfluss von Hyperoxie auf die Zellzyklusverteilung differenzierter PC12-Zellen im
Vergleich mit undifferenzierten PC12-Zellen. Durchflusszytometrisches Profil undifferenzierter (a, c, e)
und differenzierter (b, d, f) PC12-Zellen bei Raumluft (a, b) und nach 24 h (c, d) bzw. 48 h (e, f)
Hyperoxie, anschlieRend DNA-Farbung mit Propidiumjodid. Repréasentative Histogramme von
mindestens 6 unabh&angigen Experimenten mit jeweils n=4.
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Abb. 3-10 a-f: Einfluss von Hyperoxie auf die Zellzyklusverteilung differenzierter PC12-Zellen im

Vergleich mit undifferenzierten

PC12-Zellen.

Quantitative Analyse der

undifferenzierter (a, c, e) und differenzierter (NGF tber 7 Tage: b, d, f) PC12-Zellen bei Raumluft (a + b)
und nach 24 h (c + d) bzw. 48 h (e + f) Hyperoxie, anschlieBend DNA-Farbung mit Propidiumjodid.

Angabe des prozentualen Anteils von Zellen in G1, S, G2 und subG1 als Mittelwert + Standardfehler.

Daten von mindestens 6 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=4.
* p<0,005 fur G1 und p<0,0005 fur S, differenzierte vs. undifferenzierte PC12-Zellen bei 24stindiger

Hyperoxie-Exposition (t-Test)

# p=0,001 fur G1 und p<0,005 fur S, differenzierte vs. undifferenzierte PC12-Zellen bei 24stiindiger

Hyperoxie-Exposition (t-Test)
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3.2.3 NGF-differenzierte PC12-Zellen sind weniger empfindlich gegentber BSO

und Hyperoxie

Die Kombination Hyperoxie und Inhibiton der GSH-Synthese mit BSO fihrt bei
undifferenzierten PC12-Zellen zu einer starken Reduktion der Zellaktivitéat respektive vitalen
Zellen. Um die Empfindlichkeit NGF-differenzierter PC12-Zellen gegeniiber verstarktem
oxidativen Stre3 zu untersuchen, wurde der Zellaktivitatstest mit MTT durchgefuhrt. Native
PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxie-Exposition mit NGF (100 ng/ml) bzw. mit NGF und 200
UM BSO prainkubiert (Abb. 3-11). BSO-Behandlung bei gleichzeitiger Zugabe von NGF in
Normoxie (21% O,) zog ebenso wie 24stiindige Hyperoxie-Exposition nach NGF-Prainkubation
nur eine minimale Anderung der Zellvitalitat nach sich (101,1% * 3,3% bzw. 97,8 + 1,9% im
Vergleich mit der NGF-behandelten 21% O,-Kontrollgruppe). Wahrend Hyperoxie-Exposition
nativer PC12-Zellen nach BSO-Prainkubation zu einer Reduktion der vitalen Zellen um 77,3%
auf 22,7 + 3,0% fuhrte, zeigten PC12-Zellen, die nach Prainkubation mit NGF und BSO einer
24stundigen Hyperoxie-Behandlung ausgesetzt wurden, lediglich eine Reduktion der vitalen

Zellen um 12,4% auf 87,6% * 2,5%.

Auch die lichtmikroskopische Darstellung zeigt nach kombinierter BSO-Hyperoxie-Exposition
differenzierter PC12-Zellen kaum eine Anderung im Vergleich mit der unbehandelten
Raumluftgruppe (Abb. 3-12).
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Abb. 3-11: Einfluss von BSO und Hyperoxie auf die Zellaktivitét differenzierter PC12-Zellen im
Vergleich mit undifferenzierten PC12-Zellen. Undifferenzierte und differenzierte PC12-Zellen
wurden 24 h mit Medium/NGF oder 200 pM BSO préinkubiert, anschlieRend 24 h Inkubation bei
Raumluft [helle Balken] oder Hyperoxie [dunkle Balken]. Messung des MTT-Umsatzes, Angabe des
Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe. Daten von mindestens 6
unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=6.

*p<0,0001 fir NGF+BSO vs. BSO bei 80% O>
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Undifferenzierte PC12-Zellen Differenzierte PC12-Zellen

a) 21% Oz, Medium b) 21% O, NGF

¢) 80% O, 200pM BSO d) 80% O, NGF + 200 pM BSO

Abb. 3-12 a-d: Die Morphologie differenzierter PC12-Zellen andert sich nach kombinierter BSO-
Hyperoxie-Exposition kaum. Undifferenzierte (a, c) bzw. differenzierte PC12-Zellen (Differenzierung mit
NGF Uber 7 Tage: b, d) wurden 24 h mit Medium (a, b) oder 200 uM BSO (c, d) prainkubiert, anschlieRend
24 h Inkubation bei Raumluft oder Hyperoxie. Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen (V 1:40).
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3.2.4 NGF schiitzt PC12-Zellen vor Apoptose durch Hyperoxie + BSO

Mit Hilfe des MTT-Tests konnte nachgewiesen werden, dass differenzierte PC12-Zellen bereits
24 Stunden nach Zugabe von NGF zum reduzierten N&ahrmedium eine geringere
Empfindlichkeit gegeniiber gesteigertem oxidativen Stress aufweisen. Um zu untersuchen, ob
auch die Intensitat der apoptosetypischen Merkmale abnimmt, wurde die Durchflusszytometrie

verwendet.
3.2.4.1 AnnexinV — FITC / Propidiumjodid — Bindung

NGF-differenzierte PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxie-Exposition (24 h) mit NGF (100
ng/ml) bzw. mit NGF und 200 pM BSO (Endkonzentration 200 pM) prainkubiert und nach
Beendigung des Versuches simultan Annexin V- und Pl-geféarbt (Abb. 3.12 a-d — Annexin, Abb.
3.13 a-d — PI). Der Anteil spontanapoptotischer Zellen ist bei NGF-differenzierten PC12-Zellen
hoher als bei undifferenzierten, erkennbar an der héheren medianen Annexin V- und PI-
Fluoreszenz der NGF-behandelten Kontrollgruppe (21% O;) im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrollgruppe (21% O,) undifferenzierter PC12-Zellen. Sowohl BSO (21% O,)
und Hyperoxie allein als auch die Kombination aus BSO-Préinkubation und Hyperoxie-
Exposition verursachen nur eine minimale Anderung der medianen Fluoreszenz von Annexin V
— FITC und PI im Vergleich mit der NGF-behandelten Kontrollgruppe (21% O,), wahrend BSO-
préainkubierte undifferenzierte PC12-Zellen nach 24stindiger Hyperoxie-Exposition eine starke
Erhéhung der medianen Fluoreszenz beider Farbstoffe zeigten. Auch die quantitative Analyse
der entsprechenden Dotplots zeigt in allen vier Gruppen eine ahnliche prozentuale Verteilung

der Zellen.
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Abb. 3-13 a-d: Wirkung von BSO und Hyperoxie auf die Annexin V-Bindung bei differenzierten
PC12-Zellen im Vergleich mit undifferenzierten PC12-Zellen, durchflusszytometrische Analyse.
Undifferenzierte (a, c) bzw. differenzierte PC12-Zellen (Differenzierung mit NGF Uber 7 Tage: b, d) wurden
24 h mit Medium (a, b) oder 200 uM BSO (c, d) prainkubiert, anschlieBend 24 h Inkubation bei Raumluft
oder Hyperoxie. Reprasentative Histogramme (AnnexinV — Propidiumjodid-Doppelfarbung, siehe Abb. 4-

11 a-d) von mindestens 4 unabhangigen Experimenten (n=3).
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Abb. 3-14 a-d: Wirkung von BSO und Hyperoxie auf die Propidiumjodid-Aufnahme bei
differenzierten PC12-Zellen im Vergleich mit undifferenzierten PC12-Zellen,
durchflusszytometrische Analyse. Undifferenzierte (a, c¢) bzw. differenzierte PC12-Zellen
(Differenzierung mit NGF tber 24 h - 7 Tage: b, d) wurden 24 h mit Medium (a, b) oder 200 uM BSO (c, d)
prainkubiert, anschlieBend 24 h Inkubation bei Raumluft oder Hyperoxie. Repréasentative Histogramme
(AnnexinV — Propidiumjodid-Doppelfarbung) von mindestens 4 unabhangigen Experimenten (n=3).
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3.2.4.2 Aktivierte Caspase 3 — FITC

Als weiteres Merkmal des apoptotischen Zelltodes wurde bei BSO-prainkubierten PC12-Zellen
eine verstarkte Aktivierung der Caspase-3 im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe
(21% 0O,) nachgewiesen. NGF-differenzierte PC12-Zellen zeigen im Vergleich mit undifferen-
zierten PC12-Zellen eine erhdhte Spontanapoptose, erkennbar an der hdéheren medianen
Fluoreszenz des Activated Caspase-3 — FITC der NGF-behandelten Kontrollgruppe (21% O,)
im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe (21% O,) undifferenzierter PC12-Zellen. Wie
in den Histogrammen ersichtlich (Abb. 3-15 a-d), wird durch Hyperoxie-Exposition nach BSO-
Prainkubation keine Anderung der medianen Fluoreszenz verursacht. Beide Behandlungen

allein verandern die mediane Fluoreszenz ebenfalls nicht.

Auch die quantitative Analyse der Dotplots (nicht dargestellt) zeigt nur geringfiigige Anderungen

der prozentualen Verteilung NGF-differenzierter PC12-Zellen bezuglich Aktivierungszustand der

Caspase-3.
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Abb. 3-15 a-d: Einfluss von BSO und Hyperoxie auf die Aktivierung von Caspase 3 bei
differenzierten PC12-Zellen im Vergleich mit undifferenzierten PC12-Zellen,
durchflusszytometrische Analyse. Undifferenzierte (a, c¢) bzw. differenzierte PC12-Zellen
(Differenzierung mit NGF Uber 7 Tage: b, d) wurden 24 h mit Medium (a, b) oder 200 uM BSO (c, d)
prainkubiert, anschlieend 24 h Inkubation bei Raumluft oder Hyperoxie. Repréasentative Histogramme von
mindestens 3 unabhangigen Experimenten (n=3).
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3.2.5 Konzentrations- und Zeitabh&ngigkeit der NGF-Schutzwirkung

Um die Fahigkeit von NGF, PC12-Zellen vor gesteigertem oxidativen Stress zu schitzen,
genauer zu charakterisieren, wurden Konzentrations- und Zeitabhangigkeit dieser

Schutzwirkung untersucht.

Bisher wurde als Standardkonzentration von NGF die in der Literatur fir die Differenzierung von
PC12-Zellen beschriebene verwendet (100 ng/ml). Bei Prainkubation mit NGF und BSO 24
Stunden vor Hyperoxie-Exposition konnte eine Konzentrationsabhangigkeit des Schutzeffekts
nachgewiesen werden (Abb. 3-16). Bereits bei einer NGF-Konzentration von 10 ng/ml ist ein
geringerer Abfall der Zellvitalitdt durch gesteigertem oxidativen Stress nachweisbar (35,4% +
2,8% 200 pM BSO und 10 ng/ml NGF vs. 22,7% * 2,5% 200 pM BSO allein. Proportional zur
NGF-Konzentration steigt auch der Anteil der vitalen Zellen, die nach Versuchsabschluss durch
ihre Stoffwechselaktivitat nachweisbar sind, wobei der maximale protektive Effekt bei 100 ng/ml
NGF liegt (50 ng/ml: 50,5% + 2,4%, 100 ng/ml NGF: 87,6% + 2,5%, 500 ng/ml NGF: 73,0% =+
2,0%).
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Abb. 3-16: Konzentrationsabhé&ngigkeit der schitzenden Wirkung von NGF auf PC12-Zellen
unter oxidativem Stref3. PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxiebehandlung (24 h) mit BSO (200 pM)
und NGF (10 bis 500 ng/ml) inkubiert. Messung des MTT-Umsatzes, Angabe des Mittelwertes *
Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe (=100%, nicht dargestellt). Daten von 3
unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,0001 fur BSO und entsprechende NGF-Konzentration vs. BSO bei 80% O,

Da die PC12-Zellen durch Zugabe von NGF direkt vor Hyperoxie-Exposition noch nicht vor
gesteigertem oxidativen Stress geschiitzt sind (Abb. 3-17), bei Zugabe von NGF 24 h vor
Hyperoxie-Exposition diese Schutzwirkung und auch b-IlI-Tubulin als neuronaler Marker jedoch
bereits nachweisbar sind, sollte durch Variation der Prainkubationszeiten zwischen 0 und 24
Stunden der Zeitraum gefunden werden, der fir die Induktion der biochemischen und
metabolischen Anderungen notwendig ist. Fur diese Untersuchung wurde der MTT-Test
verwendet, NGF und BSO bzw. BSO allein wurden jeweils 24 — 20 — 16 - 12 -8 -4 -0

Stunden vor Hyperoxie-Exposition zu den undifferenzierten PC12-Zellen gegeben. Wie in Abb.
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3-17 erkennbar, lasst sich ein signifikanter Unterschied in der Zellvitalitat bei 12stlindiger
Prainkubation mit NGF und BSO im Vergleich mit alleiniger BSO-Prainkubation nachweisen
(53,1% * 2,3% % =+ vs. 13,3% + 8,4%, jeweils im Vergleich mit der NGF- bzw. unbehandelten
Kontrollgruppe, 21% O,). Die Zellvitalitat steigt proportional zur Prainkubationsdauer an, bei

20stundiger Préainkubation ist die Schutzwirkung von NGF voll ausgeprégt.
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Abb. 3-17: Zeitverlauf der Wirkung von NGF auf PC12-Zellen unter oxidativem Stre3. PC12-Zellen
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten vor Hyperoxiebehandlung (24 h) mit BSO (200uM) [weil3er
Balken] oder BSO (200 pM) und NGF (100 ng/ml) [grauer Balken] behandelt. Messung des MTT-
Umsatzes, Angabe des Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe
(=100%, nicht dargestellt). Daten von 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,001 fur Inkubation mit NGF vs. Inkubation ohne NGF bei 80% O
# p<0,0001 fir Inkubation mit NGF vs. Inkubation ohne NGF bei 80% O,
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3.2.6 Inhibition der Proteinsynthese hebt Schutzwirkung von NGF auf

Der fur die Entwicklung der Schutzwirkung von NGF vor gesteigertem oxidativen Stress
mindestens notwendige Prainkubationszeitraum von 12 Stunden legt eine Beteiligung der de
novo-Proteinsynthese nahe. Inhibition der Proteinsynthese mit Cycloheximid (= CHX; 0,1 uM)
bei gleichzeitiger 24stindiger Prainkubation mit NGF und BSO zeigt eine Reduktion des Anteils
vitaler Zellen nach Hyperoxie-Exposition auf 17,7% * 6,5% vs. 87,6% * 2,5% (24 h
Prainkubation mit NGF und BSO) bzw. 79,3% + 2,2% (24 h Prainkubation mit NGF und CHX 24
h vor Hyperoxie), jeweils im Vergleich mit der NGF-behandelten Kontrollgruppe (21% O,), siehe
Abb. 3-18.
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Abb. 3-18: Effekt von BSO und Cycloheximid (CHX) auf PC12-Zellen mit NGF unter
oxidativem Stref3. PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxiebehandlung (24 h) mit NGF (100 ng/ml)
und CHX (0,1 uM) und/oder BSO (200 uM) prainkubiert. Messung des MTT-Umsatzes, Angabe des
Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe (=100%, nicht
dargestellt). Daten von 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,0001 fir NGF + CHX + BSO vs. alle anderen Gruppen bei 80% O
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3.3 Auswirkungen von Hyperoxie auf die Signaltransduktion bei

undifferenzierten PC12-Zellen

Als Folge der NGF-Behandlung von undifferenzierten PC12-Zellen kommt es durch Aktivierung
der p42/44-MAPK (=ERK) und PI3K zu Differenzierungsprozessen. In letzter Zeit mehren sich
die Hinweise, dass durch Aktivierung der p42/44-MAPK auch apoptotische Prozesse vermittelt
werden kénnen (70, 71, 84). Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die Inhibition beider
Signaltransduktionswege auf die Reaktion von PC12-Zellen auf gesteigerten oxidativen Stress

hat, wurden diese mit spezifischen Inhibitoren geblockt.

3.3.1 Auswirkungen der Inhibition der p42/44-MAPK und PI3K auf die Reaktion

undifferenzierter P12-Zellen auf gesteigerten oxidativen Stress

Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 60 min vor BSO-Zugabe mit U0126 (10 pM) als Inhibitor
der p42/44-MAPK prainkubiert. 24 Stunden nach BSO-Zugabe erfolgte die Hyperoxie-
Exposition. Wahrend Prainkubation mit BSO allein zu einer Reduktion der Zellvitalitat auf 22,7%
+ 3,4% fuhrt, sinkt diese bei Zugabe von U0126 60 min vor BSO-Prainkubation lediglich auf
86,0 + 6,0% im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe (21% O,, 100%), vermittelt

somit einen Schutz vor gesteigertem oxidativen Stress (Abb. 3-19).
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Abb. 3-19: Effekt von BSO und Inhibition der ERK1/2 auf undifferenzierte PC12-Zellen unter
oxidativem Stre3. PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxiebehandlung (80% O, Uber 24 h) mit den
angegebenen Substanzen prainkubiert (BSO: 200 uM, U0126: 10 uM). Messung des MTT-Umsatzes,
Angabe des Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe (=100%, nicht
dargestellt). Daten von 6 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,0001 fur U0126 + BSO vs. BSO bei 80% O»
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Inhibition der PI3K mit Hilfe von Wortmannin (100 pM) 60 min vor BSO-Préinkubation bietet im
Vergleich mit alleiniger BSO-Prainkubation keinen besseren Schutz vor gesteigertem oxidativen
Stress (Abb. 3-20: 200 pM BSO - 22,7% + 3,4%, 100 nM Wortmannin + 200 pM BSO -
32,9%z= 3,7% im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe (21% O,).

Kombination beider Inhibitoren hatte eine vergleichbare Wirkung wie Inhibition der p42/44-

MAPK allein (Zellvitalitat 75,8% + 7,9% — Daten nicht aufgefiihrt).
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Abb. 3-20: Effekt von BSO und Inhibition der PI3K auf undifferenzierte PC12-Zellen unter
oxidativem Strel3. PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxiebehandlung (80% O, uber 24 h) mit den
angegebenen Substanzen prainkubiert (BSO: 200 uM, Wortmannin: 100 nM). Messung des MTT-
Umsatzes, Angabe des Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe
(=100%, nicht dargestellt). Daten von 3 unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=6.

3.3.2 Inhibition der p42/44-MAPK verhindert die BSO/Hyperoxie-induzierte ROS-

Akkumulation in undifferenzierten PC12-Zellen

Die Kombination Hyperoxie und Inhibition der GSH-Synthese mit BSO fuhrt bei
undifferenzierten PC12-Zellen zu einer starken intrazellularen ROS-Akkumulation, die ein
Ausdruck des gesteigerten oxidativen Stresses ist. Infolgedessen sinkt nach kombinierter
Hyperoxie-BSO-Exposition die Zellaktivitdt undifferenzierter PC12-Zellen stark ab. Da dieser
Abfall der Zellvitalitdt durch Inhibition der p42/44-MAPK mit U0126 verhindert werden konnte,
sollte mit Hilfe des CM-H,DCF-DA-Tests gezeigt werden, dass auch die durch Hyperoxie

und/oder BSO induzierte intrazellulare ROS-Akkumulation durch U0126 vermindert wird.

Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 60 min vor BSO-Zugabe mit U0126 (10 pM) als Inhibitor
der p42/44-MAPK prainkubiert. 24 Stunden nach BSO-Zugabe erfolgte die Hyperoxie-
Exposition. Wahrend Prainkubation mit BSO und anschlieende Hyperoxie-Exposition Gber 2 —
6 — 12 — 24 h zu einem maximalen Anstieg der ROS-Produktion auf 355,7% + 28,4% fuhrt (12
h), steigt diese bei Zugabe von U0126 60 min vor BSO-Préainkubation lediglich auf maximal
161,7% + 19,1% (2 h) im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe (21% O,, 100%),
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vermittelt somit einen Schutz vor gesteigertem oxidativen Stress (Abb. 3-21).
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Abb. 3-21: Inhibition der p42/44-MAPK verringert die ROS-Akkumulation in nativen PC12-Zellen.
PC12-Zellen wurden 24 h vor Hyperoxiebehandlung (80% O, uber 24 h) mit den angegebenen
Substanzen préainkubiert (BSO: 200 pM, U0126: 10 pM). Messung des DCF-Umsatzes, Angabe des
Mittelwertes + Standardfehler in Relation zur unbehandelten Raumluftgruppe (=100%). Daten von 6
unabhéngigen Experimenten mit jeweils n=6.

* p<0,0001 fir BSO + U0126 vs. BSO bei 80% O>

64



3.3.3 Hyperoxie und BSO fuhren zu verstarkter Aktivierung der p42/44-MAPK bei

undifferenzierten PC12-Zellen

Da Hyperoxie-Exposition zu einer verstarkten Aktivierung der MAPK fiihrte, die bereits nach 4 h
nachweisbar war, wurde der EinfluR verstarkten oxidativen Stresses auf den
Aktivierungszustand untersucht. 4stiindige Hyperoxie-Exposition undifferenzierter PC12-Zellen
nach 24stindiger Préinkubation mit BSO (10 pM) filhrte zu einer starken Aktivierung der
p42/44-MAPK sowohl im Vergleich mit BSO-Gabe bei 21% O, als auch mit alleiniger Hyperoxie-
Exposition (Abb. 3-22).
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Abb. 3-22: Hyperoxie nach Prainkubation mit BSO fuhrt zu einer starken Aktivierung der p42/44-
MAPK bei undifferenzierten PC12.Zellen. Undifferenzierte PC12-Zellen wurden 24 h mit Medium [weil3er
Balken] oder 200 uM BSO prainkubiert [grauer Balken], gefolgt von Inkubation bei Raumluft oder 80% O,
fur die angegebenen Zeitraume, anschlieRend Proteinextraktion und Westernblot-Analyse mit phospho-
p42/44-MAPK-Antikdrper.

a) Reprasentativer Film von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit n=3.

b) Darstellung der Aktivitat der p42/44-MAPK nach quantitativer Analyse der densitometrischen
Bestimmung in Relation zur Kontrollgruppe (21% O, Medium).

* p<0,0005 fur BSO vs. Kontrolle bei 80% O, ¥2 h
# p<0,0001 fur BSO vs. Kontrolle bei 80% O, 4h
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