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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Alterungsprozesse im demographischen Wandel

Durch den demographischen Wandel wird in den nachsten Jahrzenten der Bevolke-
rungsanteil der Uber 65-jahrigen im Vergleich zu den Jingeren betrachtlich zunehmen
(Lehr, 2007) (Tabelle 1.1) und folglich wird die Zahl der altersassoziierten neuro-
degenerativen Erkrankungen steigen. Aktuelle Schatzungen des Berliner Instituts fur
Bevolkerung und Entwicklung gehen davon aus, dass sich bis zum Jahr 2050 die Anzahl
der Demenzkranken verdoppelt (Siitterlin, 2011) (Abbildung 1.1). Somit wird der Erhalt
der Gesundheit, Arbeitsfahigkeit und Selbststandigkeit dlterer Menschen ein wichtiges
sozialpolitisches und gesamtgesellschaftliches Ziel (Dizel, 2010). Hinsichtlich dieser
Verdanderungen ist es unerlasslich, die neurobiologischen Grundlagen der physiolo-
gischen Gehirnalterung zu kennen, um ein gesundes Altern zu ermdglichen. In der
Literatur werden verschiedene Verldufe der Alterung unterschieden: normales
(physiologisches) Altern, leichte kognitive Beeintrdachtigung und Demenz (Craik et al.,
1987; Fillit et al., 2002; Petersen et al., 1999). Bei der physiologischen Alterung zeigt
sich ein normaler Alterungsprozess, welcher mit einer verminderten Lernfahigkeit und
einer vermehrten Vergesslichkeit einhergeht (Lindenberger et al., 2008). Allerdings

sind sich diese Personen der altersbedingten Beeintrachtigung bewusst (Diizel, 2010).
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Abbildung 1.1: Anzahl Demenzkranker je 100.000 Einwohner 2008 bis 2060

Datengrundlage: Statistisches Bundesamt Deutschland, 12. koordinierte Bevélkerungsvoraus-
berechnung, Variante Untergrenze der ,mittleren” Bevolkerung (modifiziert nach Sitterlin
2011).
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Tabelle 1.1: Bevélkerungsvorausberechnung
Angaben der Altersgruppen in Prozent der Gesamtbevolkerung (Statistisches Bundesamt Deut-

schland, 2009)

<20 20-64 65+ Gesamt
1950 30 60 10 100
2012 18 61 21 100
2050 15 51 33 100

1.2 Die physiologische Gehirnalterung

Der Prozess der physiologischen oder auch ,normalen’ Gehirnalterung kann als eine
zeitabhangige Abnahme der funktionellen Kapazitdt und Belastbarkeit des Gehirns
definiert werden (Yankner et al., 2008) (Abbildung 1.2). Diese physiologischen Al-
terungsprozesse gehen unter anderem mit vermehrter Vergesslichkeit, verminderter
Lernfahigkeit sowie reduzierter rdaumlicher und zeitlicher Orientierung einher und
ereilen in unterschiedlichem Ausmal} jedes Individuum (Lindenberger et al., 2008).
Diese Alterungsprozesse sind dabei eindeutig von Demenzerkrankungen abzugrenzen,
da sie nicht mit den morphologischen Korrelaten sowie klinischen Erscheinungsbildern
neurodegenerativer Erkrankungen einhergehen. Die neurodegenerativen Erkrankun-
gen sind stets mit neuropathologischen Veranderungen wie z.B. einem vermehrten
Neuronen und Synapsen Verlust assoziiert (Yankner et al, 2008). Im Fall der
Alzheimer-Krankheit (AD) finden sich zusatzlich zu dem Verlust von Synapsen und
Neuronen fiir diese Krankheit charakteristische EiweilRablagerungen (AB-Plagues) und
neurofibrillidare Biindel (Tangeles; NFT) in den Gehirnen der AD-Patienten (Maccioni et

al., 2001; Yankner et al., 2008).
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Abbildung 1.2: Zeitabhangiger Verlust der kognitiven Funktion und Belastbarkeit des Gehirns

(modifiziert nach Lindenberger et al., 2008)

Die zellbiologischen Prozesse, die der verminderten Leistungsfihigkeit des Gehirns
wahrend der physiologischen Alterung zu Grunde liegen, sind jedoch nicht eindeutig
geklart. Eine mogliche Hypothese lasst vermuten, dass sich lber die Lebenszeit die
regenerativen Kapazitdten des Gehirns vermindern und somit ein adaquater Ersatz
neuronaler Strukturen nicht oder nur verlangsamt gegeben ist (Artegiani und Calegari,
2012). Diese Hypothese basiert auf der erst vor weniger als zwei Dekaden gemachten
Beobachtung, dass auch im adulten Gehirn des Menschen, sogar bis ins hohe Alter
hinein, Neurogenese stattfindet (Eriksson et al., 1998a). Zu der Zeit waren diese
Forschungsergebnisse revolutiondr, da man bis dahin davon ausging, dass das er-
wachsene Gehirn nicht zu Neurogenese in der Lage ist (Cajal, 1913).

Auch beim Nager lassen sich Zeichen der physiologischen Gehirnalterung wie z.B. Lern-
und Gedachtnisstérungen mit zunehmendem Alter beobachten (Erickson und Barnes,
2003). Bei solchen physiologisch gealterten Tieren fand sich eine Reduktion der
Proliferation neuraler Vorlauferzellen (NPC) in der subventricularen Zone (SVZ) des
Gyrus dentatus um bis zu 80% (Jin et al., 2003; Kuhn et al., 1996; Nacher et al., 2003).
Zudem nimmt auch die Differenzierung solcher NPCs zu Neuronen mit dem Alter der
Nager ab (Lichtenwalner et al., 2001). Diese Daten zeigen, dass wahrend der phy-
siologischen Gehirnalterung NPCs die Fahigkeit verlieren, zu proliferieren sowie zu
Neuronen zu differenzieren (Shruster et al., 2010a). Diese eingeschrankte NPC-
Funktion ist jedoch durch Umwelteinflisse modulierbar, da die adulte Neurogenese
gealterter Tiere durch eine reizreiche Umgebung, korperliche Bewegung und

kalorische Restriktion gesteigert werden kann (Vivar et al., 2012). Auch beim Men-
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schen gibt es Hinweise darauf, dass eine Abnahme der adulten Neurogenese zu ein-
geschrankter Hirnfunktion fiihrt. So wurden bei Patienten, die entweder mit
Chemotherapeutika oder aufgrund eines zerebralen Tumors mit y-Strahlung behandelt
wurden, kognitive Defizite beobachtet, welche einer reduzierten Neurogenese durch
solche exogenen Noxen zugeschrieben werden (Monje, 2008; Monje und Dietrich,

2012).

1.3 Die, Free Radical Theory of Aging’

Eine Theorie zum mechanistischen Ansatz der Zell- und Organalterung, die seit vielen
Jahren intensiv untersucht wird, ist die ,Free Radical Theory of Aging’ (Harman, 1956).
Diese postuliert, dass das Entstehen von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche
insbesondere als respiratorische- und Stoffwechsel-Nebenprodukte in den Mitochon-
drien gebildet werden (Droge, 2002), Uber die Zeit zellulares Altern auslost und for-
dert. Diese Hypothese wird durch die Beobachtungen gestiitzt, dass erhéhter oxida-
tiver Stress zu Schaden an Nukleinsauren, Lipiden, Proteinen und Kohlenhydraten fiihrt
(Sies und Cadenas, 1985). Desweiteren schadigt ROS die Mitochondrien, welche
sodann in einem ,Circulus Vitiosus’ die Mitochondrienaktivitat beeintrachtigt und
wiederum in einer erh6hten ROS-Generierung resultiert (Schroeder et al., 2008; Finkel
und Holbrook, 2000).

Zu den ROS, welche oxidativen Stress auslosen, gehoren das Superoxid-Anion (O;--),
das hochreaktive Hydroxyl-Radikal (OH:) (Ballal und Manna, 2009) sowie das Was-
serstoffperoxid (H,0,). Im Unterschied zum Ersten ist H,0, chemisch gesehen kein
Radikal, kann aber leicht in dieses Uberflihrt werden. Es kann sowohl enzymatisch, z.B.
durch die Superoxiddismutase (SOD) (Marlatt et al., 2004), als auch nicht-enzymatisch
entstehen (Katiyar et al., 2001; Scharffetter-Kochanek et al., 1997). Der toxische Effekt
von H,0; wird durch das OH: vermittelt, welches im Beisein von Metallen wie Eisen

durch die Fenton-Reaktion entsteht (Formel 1.1) (Miguel et al., 2009).

Fe2*+ + H,0;, —» Fe3t + OH- + OH-

Formel 1.1: Fenton-Reaktion (Miguel et al., 2009)
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Dass ROS im Zusammenhang mit Alterungsprozessen stehen, konnte bereits mit ver-
schiedenen Studien belegt werden. Unter anderem konnte in diesen ein Anstieg der
Superoxidradikalbildung und Lipidoxidation in alten Ratten gemessen werden (Chung
et al., 1999; Sawada und Carlson, 1987). Diese Daten kdnnen durch humane Daten
bestatigt werden, welche ebenfalls einen signifikanten Anstieg des Superoxids wah-
rend der Alterung zeigen (Hamilton et al., 2001a). Untersuchungen an den langlebigen
,Ames dwarf’ (DW) -Mausen, welche gegen oxidativen Stress resistent sind (Murakami
et al., 2003; Salmon et al., 2005), zeigen, dass die Lebensdauer dieser mutierten Tiere

mit ihrer Widerstandsfahigkeit gegen oxidativen Stress korreliert (Choksi et al., 2007).

1.4 Oxidativer Stress im ZNS

Das adulte ZNS besteht aus verschiedenen Zelltypen, wie den Astrozyten, Oligoden-
drozyten, Mikroglia-Zellen und den Neuronen. Die Astrozyten bilden bis zu 50% der
gesamten Zellpopulation (Chvatal et al., 1995; Liu und Rao, 2004; Ullian et al., 2001)
und besitzen eine hohe Expression an antioxidativen Enzymen (Makar et al., 1994;
Sagara et al., 1993). Dadurch sind sie in der Lage, Neurone vor oxidativem Stress zu
schiitzen (Desagher et al., 1996; Hochman et al., 1998; Tanaka et al., 1999).

Auf ein Ungleichgewicht zwischen ROS und Antioxidantien im Organismus reagiert das
Gehirn besonders empfindlich (Mariani et al., 2005). Griinde hierfir sind (i) die hohe
Konzentration an polyungesattigten Fettsduren (PUFA), (ii) die Nutzung der im Ver-
gleich zu anderen Geweben hohen Menge an Sauerstoff (iii) sowie die relative Armut
an antioxidativen Systemen verglichen mit anderen Organen (zusammengefasst in
Mariani et al., 2005). Wahrend des normalen Alterungsprozesses kommt es im Gehirn,
wie schon beschrieben, sowohl zu morphologischen wie auch zu funktionellen Ver-
anderungen. Die altersbedingt entstehenden Defizite in der Gehirnfunktion scheinen
durch die Abnahme der antioxidativen Schutzmechanismen und der schadlichen Wir-
kung von oxidativem Stress zu entstehen. Durch die erhdhte Sensitivitdat des Gehirns
werden diese Defizite noch verstarkt (zusammengefasst in Mariani et al., 2005). So
konnte in einer Studie gezeigt werden, dass eine Uberexpression von SOD und Katalase

(CAT) vor altersbedingten kognitiven Beeintrachtigungen schiitzt (Lee et al., 2012).
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Aufgrund des hohen Sauerstoffverbrauchs entstehen im Gehirn vermehrt Superoxid-
radikale. Durch diese kdnnen Schaden an der mitochondrialen (mt) und genomischen
(g) DNS entstehen (Cadenas und Davies, 2000). Die Schaden an der mtDNS akkumu-
lieren mit der Zeit, wodurch es zum Verlust der Mitochondrienaktivitdit kommt.
Hierdurch sterben die Zellen und der Organismus altert (Valko et al., 2007). In ver-
schiedenen Arbeiten konnte bereits eine Korrelation zwischen Sauerstoffverbrauch

und Alterung festgestellt werden (zusammengefasst in Valko et al., 2007).

1.5 Die antioxidative Abwehr

1.5.1 Zelluldre Abwehrstrategien gegen ROS

Jede Zelle bildet im Rahmen physiologischer Prozesse wie z.B. der Zellatmung ROS, die
durch Antioxidantien ,entgiftet’ werden. Eine gehdufte ROS-Generierung wird als
oxidativer Stress bezeichnet und fiihrt zur Schadigung zelluldrer Strukturen. ROS
werden nicht nur endogen gebildet, sondern kdnnen auch durch exogene Noxen
hervorgerufen werden (Brenneisen et al.,, 2005). Zu diesen gehoren vor allem
Zigarettenrauch, Arzneistoffe und Strahlung (Bains und Shaw, 1997; Brenneisen et al.,
1998; Jesberger und Richardson, 1991; Schulz et al., 2008). Ein Gleichgewicht zwischen
Antioxidantien und reaktiven Molekiilen ist essenziell fiir die Zelle, da ein Ungleich-
gewicht in Richtung der instabilen Verbindung zur Schadigung und nachfolgend zum
Tod der Zelle fiihrt (Grazioli et al., 1998; Trachootham et al., 2008).

Die antioxidativen Schutzmechanismen, welche die Zellen vor ROS schiitzen, werden in
zwei Gruppen unterteilt, die enzymatischen und die nicht-enzymatischen Abwehr-
systeme. Zu den enzymatischen Schutzsystemen gehoéren die SOD, Glutathionper-
oxidase (GP) und CAT, wahrend Ascorbinsdure (Vitamin C), a-Tocopherole (Vitamin E),
Glutathion (GSH), B-Karotine und Vitamin A zu der nicht-enzymatischen Abwehr ge-
horen (Mates et al., 1999; Squier, 2001). Die SOD katalysiert die Disproportionierung
des Superoxidradikals zu dem hochreaktiven H,0, und Sauerstoff (O,). CAT und GP die-

nen der Detoxifizierung von H,0,, wodurch Wasser und O, gebildet werden (Abbildung
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1.3) (Cejkova et al., 2004; Zhan et al., 2004). Um die Zelle nicht durch das entstehende
H,O, zu schéadigen, ist es wichtig, dass die SOD mit den H,0,-detoxifizierenden En-
zymen zusammenwirkt. Dieses wird durch die Regulation der Expression dieser En-
zyme durch den gemeinsamen Transkriptionsfaktor ,nuclear factor erythroid 2-related

factor 2‘ (Nrf2) gewahrleistet (Kanninen et al., 2011; Lee et al., 2003b; Lee et al.,

ER
0, :] FADH oxidase
2 P450 oxidase
0,
SoD

Fe?*

2003a).

Mitochondrium

Mito-ETC
0.

GSSH -

Hzo

Hzo Fea+
+
0.

Abbildung 1.3: Das zelluldre Schicksal von ROS

Das in der Zelle entstehende O,-— wird durch die SOD in H,0, umgewandelt. Dieses wird im Zytosol
durch GP oder CAT zu H,0 reduziert. Eine Reduktion von H,0, kann allerdings auch durch reduzierte
Ubergangsmetalle (wie Fe2+) erfolgen. Dabei entstehen OH und OH- (Fenton-Reaktion). Das entstehende
OH- ist hoch reaktiv und kann mit zellularen Makromolekiilen interagieren (modifiziert nach Mates et
al., 1999; Trachootham et al., 2009).

1.5.2 Die Aktivierung von Nrf2 zur antioxidativen Abwehr

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 gehort zu der Gruppe der ,cap’n’coller basic-leucin-
zipper‘-Transkriptionsfaktoren (He et al., 2007; Zhang, 2006) und wurde erst in den
neunziger Jahren entdeckt (Moi et al., 1994). Unter basalen Bedingungen ist Nrf2 an
seinen zytoplasmatischen Inhibitor ,Kelch-like-ECH-associating protein 1° (Keapl) ge-
bunden (ltoh et al., 1999; Sykiotis und Bohmann, 2008a; Zhang, 2006). Der Inhibitor
Keapl reguliert die Aktivitdit von Nrf2 durch Komplexbildung im Zytoplasma und

verhindert die Translokation von Nrf2 in den Zellkern (Eggler et al., 2008; Giudice und
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Montella, 2006; Itoh et al., 1999). Keap1 reguliert Nrf2 nicht nur passiv, sondern auch
aktiv Gber die Bindung des Cullin-3-Ligasekomplexes an seiner BTB-Domane. Dadurch
ist dieser Komplex im Basalzustand der Zellen in der Lage, Nrf2 zu ubiquitinieren,
wodurch Nrf2 proteasomal abgebaut werden kann (Abbildung 1.4) (Buckley et al.,
2003; Cullinan et al., 2004; Furukawa und Xiong, 2005; Kobayashi et al., 2006; Zhang et
al., 2004).

Cys Sequestrierung +
Cys Ubiquitinierung o>

Degradation

Abbildung 1.4: Proteasomaler Abbau von Nrf2

Unter normalen Bedingungen wird Nrf2 im Zytoplasma durch den Keap1-Cul3-Komplex sequestriert und
nach seiner Ubiquitinierung proteasomal abgebaut (modifiziert nach Tong et al., 2006; van Horssen et
al., 2011).

Neben der Funktion als Nrf2-Inhibitor fungiert Keapl auch als Sensor fiir oxidativen
Stress und reagiert auf diesen mit einer Konformationsanderung aufgrund einer Oxi-
dierung am Cysteinrest Cy151. Diese Verdanderung fihrt dazu, dass der Cullin-Ligase-
komplex nicht mehr binden kann, wodurch eine Ubiquitinierung und damit der
proteasomale Abbau von Nrf2 verhindert wird. Aufgrund dessen kann das neu
synthetisierte Nrf2 in den Zellkern pendeln (Abbildung 1.5) (Kobayashi et al., 2006;
Wakabayashi et al., 2004; Zhang und Hannink, 2003; Zhang et al., 2004).

Ein weiterer Prozess, der eine Rolle bei der Aktivierung von Nrf2 zu haben scheint, ist
die post-translationale Modifizierung von Nrf2. Es konnte gezeigt werden, dass ver-
schiedene Kinasen, wie unter anderem die Proteinkinase C (PKC), die mitogen-ak-

tivierende Proteinkinasen (MAPKs), dabei speziell die MAPK ,extracellular signal-
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regulated kinase’ (ERK), die ,phosphoinositide 3 kinase’ (PI3K) und die ,protein kinase
like endoplasmic reticulum kinase’ (PERK), in der Lage sind Nrf2 zu phosphorylieren
(Cullinan et al., 2003; Huang et al., 2002; Jain und Jaiswal, 2007; Keum et al., 2003; Lee
et al., 2001; Xu et al., 2006; Yu et al., 1999). Durch die Phosphorylierung dissoziiert der
Nrf2-Keapl-Komplex und das freigesetzte Nrf2 transloziert in den Zellkern (Cullinan et

al., 2003).
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(1) (2)
A/ \A

@ | Kinasen |
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Abbildung 1.5: Darstellung des Nrf2-Signalwegs

Kommt die Zelle in Kontakt mit Nrf2-Aktivatoren wird (1) Keap1 einer post-translationalen Modifikation
unterzogen, wodurch es zu einer Konformationsanderung am Keap1-Cul3-Komplex kommt. Durch diese
Modifikation wird Nrf2 nicht mehr abgebaut und ist in der Lage in den Zellkern zu pendeln. (2) Eine
andere Moglichkeit der Aktivierung geht liber die Phosphorylierung von Nrf2 durch Proteinkinasen.
Durch die Phosphorylierung ist eine Komplexbildung mit Keapl nicht mehr moglich und es kommt
ebenfalls zu einer Translokation von Nrf2 in den Zellkern (modifiziert nach Kim und Vaziri, 2010; Tong et
al., 2006; Xu et al., 2005).

Das Pendeln von Nrf2 in und aus dem Zellkern wird durch den Redox-Status der Zelle
reguliert. Nrf2 besitzt Kernlokalisierungssignale (NLS) und Kernexportsignale (NES)
(Jain et al., 2005; Li et al., 2005; Theodore et al., 2008). NES werden unter oxidativen

Bedingungen durch Modifikation am Cystein-183 inaktiviert, wodurch es zu einer

Akkumulation von Nrf2 im Zellkern kommt (Li et al., 2006). In mehreren Studien



1. Einleitung 11

konnte ebenfalls gezeigt werden das Keapl in der Lage ist, zwischen Zytoplasma und
Zellkern zu pendeln (Nguyen et al., 2009; Sun et al., 2007; Sun et al., 2011; Velichkova
und Hasson, 2005). Wie Keap1l in den Zellkern transportiert wird und welche Funktion

es dort hat, ist noch nicht geklart.

1.5.2.1 Das antioxidative responsive Element

Das Antioxidants-Respons-Element (ARE) wurde zuerst von Rushmore beschrieben
(Rushmore und Pickett, 1990; Rushmore et al., 1991). Bei dem ARE handelt es sich um
ein ,cis-acting enhancer’-Element, welches in der ,5'untranslated region’ (UTR) vieler
fremdstoffmetabolisierender und antioxidativer Enzyme lokalisiert ist (Chan und
Kwong, 2000; Jodar et al., 2011). Der Transkriptionsfaktor Nrf2 ist fiir die Transkription
der von ARE-abhangigen Gene essenziell (Nguyen et al., 2003). Nach Aktivierung von
Nrf2 kommt es zur Translokation in den Zellkern, wo es durch Bindung an andere
regulatorische Proteine, wie ,small Maf’ (sMaf), zur Transkription der ARE-abhangigen
Gene kommt (Abbildung 1.6) (Biswal S. et al., 2012; Favreau und Pickett, 1993; Itoh et
al., 1997; Kohle und Bock, 2006; Marini et al., 1997; Sykiotis und Bohmann, 2010). Es
ist bekannt, dass die Funktion von Nrf2 und seinen nachgeschalteten Proteinen wichtig
sind fir den Schutz vor oxidativem Stress und auch chemisch induziertem Zelltod
(Enomoto et al., 2001; Lee et al., 2003b). Zu den zytoprotektiven Genen, die durch
Nrf2 kontrolliert werden, gehéren unter anderem die Ham-Oxygenasen (HOS), die
SOD, die GPx und die CAT (Kanninen et al., 2011; Lee et al., 2003b; Lee et al., 2003a).
Diese antioxidativen Enzyme sind essenziell fiir die ROS-Abwehr der Zellen. So ist unter
anderem aus Studien mit SOD- und GPx-defizienten Mausen bekannt, dass diese
wesentlich sensitiver auf oxidativen Stress reagieren als Wildtyp-Mdause (de Haan et

al., 1998; Van et al., 2001).
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Abbildung 1.6: Transkription von ARE-abhdngigen Genen

Nach Translokation von Nrf2 in den Zellkern kommt es zu einer Komplexbildung von Nrf2 mit sMaf und
weiteren Proteinen. Durch diese Komplexbildung ist Nrf2 in der Lage, an ARE zu binden, wodurch es zur
Transkription der Zielgene von Nrf2 kommt (modifiziert nach Biswal S. et al., 2012; Sykiotis und
Bohmann, 2010).

1.5.3 Die Rolle von Nrf2 bei Alterungsprozessen

Es ist bekannt, dass Nrf2 den Organismus vor oxidativem Stress schitzt und die
Lebensspanne durch eine Uberexpression in den Modellorganismen ,C. Elegans’ (Park
et al., 2009; Tullet et al., 2008) und ,Drosophila melanogaster’ (Sykiotis und Bohmann,
2008b) verlangert. Allerdings nimmt die Aktivitdt mit zunehmendem Alter ab (Suh et
al., 2004; Sykiotis und Bohmann, 2010). Eine altersabhdngige Abnahme von Nrf2 wur-
de in Ratten gefunden. In den durchgefiihrten Studien konnte gezeigt werden, dass die
basale Konzentration von Nrf2 in der Leber mit dem Alter der Tiere abnimmt und diese
Abnahme mit der verringerten enzymatischen Aktivitat der durch Nrf2-regulierten
Gene, wie z.B. der GP und der CAT, korreliert (Shih und Yen, 2007; Suh et al., 2004).
Dass Nrf2 an der Alterung beteiligt ist, konnte durch Studien an Nrf2-defizienten
Mausen bestatigt werden. Durch die Nrf2-Defizienz verlieren die Tiere die Moglichkeit,

sich vor oxidativem Stress zu schiitzen (Enomoto et al., 2001). Zwar kénnen sich diese
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Mause normal entwickeln, jedoch weisen die Tiere im Alter vermehrte neuro-
degenerative Verdanderungen des ZNS auf (Nguyen et al., 2009). Allerdings besteht die
Moglichkeit die mit dem Alter auftretende Suppression der Nrf2-Aktivitat mit Phar-
mazeutika zu verringern (Collins et al., 2009; Duan et al., 2009; Habeos et al., 2008;
Kim et al., 2008; Noyan-Ashraf et al., 2008; Sykiotis und Bohmann, 2010). Dass dies
moglich ist, zeigen unter anderem Beobachtungen an alten Mausen, welche mit dem
Antioxidans Safran gefittert wurden. Diese Tiere wiesen im Alter ein verbessertes
Langzeitgedachtnis auf und im Gehirn konnte eine erhdhte antioxidative Kapazitat
gemessen werden (Papandreou et al., 2011). Die genaue Rolle von Nrf2 und den
antioxidativen Schutzmechanismen an den normalen Alterungsprozessen wurde je-

doch bis jetzt nicht untersucht und ist deshalb zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt.

1.6  Neurale Progenitorzellen (NPC) als 3D-Zellmodell fiir NPC-

Alterung

Progenitorzellen sind Tochterzellen einer pluripotenten Stammzelle adulten oder
embryonalen Ursprungs, welche bereits auf ein Zielorgan determiniert sind, aber
trotzdem, bezogen auf die Regenerationseigenschaft, den Stammzellcharakter
behalten. Im adulten Gehirn sind neurale Progenitorzellen fiir die adulte Neurogenese
in verschiedenen Bereichen des Gehirns, wie dem Hippocampus, olfaktorischen Bulbus
und der subventrikularen Zone (SVZ), verantwortlich (Morshead et al., 1994; Seaberg
und van der Kooy, 2002; Liu und Martin, 2003; Walker et al., 2008). Muraoka et al.
verglich fiir therapeutische Zwecke embryonale und adulte NPCs. Die Ergebnisse dieser
Studie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den adulten und den em-
bryonalen NPCs feststellen (Muraoka et al., 2008).

In Vorarbeiten des eigenen Labors wurden embryonale NPCs als 3D-Zellkultursystem
etabliert, welches die NPC-Proliferation, -Migration, sowie Neuro- und Gliogenese in
vitro abbildet (Fritsche et al., 2005; Fritsche et al., 2011; Moors et al., 2007; Moors et
al.,, 2009; Tegenge et al., 2011). Diese Prozesse sind durch exogene Noxen mo-
dulierbar, was die Dynamik der Signaltransduktion dieses Systems demonstriert

(Gassmann et al., 2010; Moors et al., 2007; Moors et al., 2009; Schreiber et al., 2010).
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In Kultur lassen sich solche als ,Neurosphdren’ wachsende NPCs aufgrund ihrer
proliferativen GroRenzunahme durch mechanische Zerkleinerung passagieren

(Abbildung 1.7) (Svendsen et al., 1998).

OO 0@®O OO0
47 47 47 47 47 47 2) Differenzierun
X X X | x x x 2) -
+ Wachstumsfaktoren
(EGF, FGF)
Neuron
Wachstun)sfaktoren aus
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Abbildung 1.7: Das Prinzip der in vitro-Generierung von Neurosphdren.

Progenitorzellen werden in einer Suspensionskultur mit Wachstumsfaktoren kultiviert. Diese Zellen
bilden unter diesen Bedingungen dreidimensionale, freischwimmende Zellaggregate, die als Neuro-
spharen bezeichnet werden. (1) Die Neurospharen sind nach mechanischer Zerkleinerung in der Lage
neue Sphdren zu generieren (Analysen zeigten, dass 2,25% der Zellen proliferative Eigenschaften
besitzen). (2) Unter entsprechenden Kulturbedingungen (Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und FGF,
Angebot einer geeigneten extrazellularen Matrix) kdnnen sie in die Hauptzelltypen des ZNS diffe-
renzieren (Abbildung modifiziert nach Okano, 2002).

Neurosphdren sind eine heterogene Zellpopulation, welche den Progenitorzellmarker
Nestin sowie charakteristische Proteine der drei dominanten Zelltypen des ZNS,
Neurone (B-Ill-Tubulin®), Astrozyten (GFAP*) und Oligodendrozyten (04") exprimieren
(Brannen und Sugaya, 2000; Lobo et al., 2003; Piper et al., 2000; Reubinoff et al.,
2001). Zudem besitzen die NPCs die Fahigkeit, nach Entzug von Wachstumsfaktoren
und in Gegenwart einer extrazellularen Matrix zu differenzieren und in einer kreis-
runden Migrationsflache zu migrieren. Dieser Prozess spiegelt in vitro die radiale Mi-
gration wahrend der Gehirnentwicklung wider (Baumann und Pham-Dinh, 2001). Die
Zusammensetzung der differenzierenden Zellen innerhalb der Migrationsflache in vitro
ist der in vivo Situation dhnlich (Gassmann, 2009). Nach zwei Tagen Differenzierung
besteht die Migrationsflache aus 10% neuronalen und 90% glialen Zellen (Moors et al.,

2007). NPCs migrieren und differenzieren jedoch nicht nur in vitro, sondern sie kénnen
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sich auch nach Transplantation in Nagergehirne in das fremde Gehirn integrieren und
anschlielend in alle drei neuralen Zelltypen des Gehirns differenzieren (Gage, 2000;
McKay, 1997).

Es ist wenig Uber die Verdanderungen der NPC-Funktionen wahrend der Alterung be-
kannt (Ahlenius et al., 2009), allerdings nehmen die Proliferationsrate sowie die
Differenzierungskapazitat von NPCs, welche aus Embryonen, adulten und alten Tieren
prapariert wurden, in vitro mit dem Alter des Ausgangsmaterials ab (Ahlenius et al.,
2009; Chung et al., 2006). Diese Beobachtungen legen nahe, dass die altersabhangige
Reduktion der NPC-Funktionen, die in vivo beobachtet wurden (Shruster et al., 2010a),
auch in vitro konserviert bleiben. Ob ,junge’ NPCs auch in vitro altern kénnen und da-
bei dem Phéanotyp von in situ gealterten NPCs entsprechen, war zu Beginn der Arbeit

nicht bekannt.
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1.7  Zielsetzung

Wahrend des natlrlichen Alterungsprozesses verliert das Gehirn einen Teil seiner
Funktionen. Zur Entwicklung praventiver Strategien gegen den Verlust von Hirn-
funktionen im Alter und somit der Ermoglichung eines gesunden Alterns ist es
notwendig, die Signalwege und Mechanismen zu verstehen, die an solchen deterio-
rierenden Prozessen beteiligt sind. Publizierte Ergebnisse Anderer lassen vermuten,
dass Alterungsprozesse des NPC-Pools im alternden Gehirn die regenerative Kapazitat
beeintrachtigen und somit an der Auspragung des Hirnalterungsphanotyps beteiligt

sind. Aus diesem Grund waren die Ziele der vorliegenden Arbeit:

1. Die Etablierung eines Zellmodells, welches Alterungsprozesse von NPCs in vitro
abbildet. Solch ein Zellmodell ist notwendig, um non-invasive Einblicke in die
Mechanismen zu gewinnen, welche den Alterungsprozessen von NPCs zu
Grunde liegen. Zudem war es das Ziel, Zellen des Menschen zu verwenden, da
NPC-Funktionen in vivo sich bekanntermalien zwischen verschiedenen Spezies

unterscheiden.

2. Die Untersuchungen der antioxidativen Kapazitaten junger versus gealterter
humaner NPCs. Dabei standen vor dem Hintergrund der ,Free Radical Theory of
Aging’ die altersabhangige Regulation von ROS-detoxifizierenden Enzymen im

Vordergrund der Arbeiten.

3. Die Aufklarung der Rolle von Nrf2 bei der Alterung humaner NPCs. Diese
Untersuchungen fuRten auf der Rationale, dass Nrf2 ein Master Regulator der
antioxidativen Abwehr ist, welcher als Transkriptionsfaktor die Expression ROS-
detoxifizierender Enzyme reguliert. Zudem gab es Hinweise, dass Nrf2 in

Alterungsprozesse involviert ist.
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2 Material

2.1 Material fiir die Zellkultur

2.1.1 Verwendete Zellen und Bakterien

SH-SY5Y-Zellen
HEK239FT-Verpackungszellen
hNPC-Zellen (Individuum 5F0503)

Kompetente E.coli Bakterien

2.1.2 Medienzusatze fiir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
N2 Supplement

Hams F12

EGF (Human recombinant EGF)

rhFGF-basic (Human recombinant FGF)

B27 Supplement

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Fetales Kalberserum (FCS)

Natriumpyruvat

L-Glutamin

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

2.1.3 Reagenzien fiir die Zellkultur

Trypanblau

Dr. Weggen
Dr. Altschmied
Lonza

Agilent

Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
Biosource

R&D Systems
Gibco, Invitrogen
Gibco, Invitrogen
PAA

Sigma

PAA

PAA

Sigma
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2. Material

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
Accutase

Laminin

Poly-D-Lysin-Hydrobromid (PDL)

Retinolsaure

2.2  Sonstige Chemikalien

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Staurosporin (1 mM in DMSO)
Wasserstoffperoxid (H,0,)
TCHQ

Ethanol (EtOH)

Terminal Transferase Buffer
CoClI2

Vectashield
Paraformaldehyd (PFA)
Terralin

B-Gal

HBSS

PAA
PAA
Sigma
Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Roth

Fisher Scientific
Roth

Roche

Roche

Vector

Sigma

Schiilke & Meyer
AppliChem

Gibco, Invitrogen

2.3  Material fiir molekularbiologische Methoden

2.3.1 Genexpressionsanalysen

DEPC*H20

6x DNS Ladepuffer
DNS Ladder (100bp)
dNTP-Mix

Roth
AppliChem
Roth

Peqlab
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M-MLV-Reverse Transkriptase
p(dT)1s Primer

Prime RNase Inhibitor
DTT

2x SYBR Green Mix

10x PCR-Reaktionspuffer
10x TBE-Puffer

5x First Strand Buffer
Taqg Polymerase

Primer

Agarose
Ethidiumbromid

DNS-ExitusPlus

2.3.2 Restriktionsenzyme

Bpml
Bsal

BsrDlI
Hincll

EcoRlI

2.3.3 Aufreinigungssysteme (,,Kits“)

DNAse Kit (RNAse free)
QIAquick PCR Purification Kit
RNA® Microprep Kit
peqGold Total RNA Kits
Plasmid maxi Prap

Plasmid mini Prap

Invitrogen
Roche
Eppendorf
Invitrogen
Qiagen
Invitrogen
Roth
Invitrogen
Qiagen
MWG
Eurogentec
Sigma
AppliChem

Biolabs
Biolabs
Biolabs
Biolabs

Biolabs

Qiagen

QlAquick, Qiagen
Qiagen
Peglab,Erlangen
Qiagen

Qiagen
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2.3.4 Na&hrmedien und Zusatze

LB-Medium
LB-Agar
SOC-Medium

Ampicillin

2.4  Proteinanalytik

2.4.1 Verbrauchsmaterial

Entwicklerlésung
Fixierldsung
Rontgenfilme

Tris

SDS

Magermilchpulver

Tween

NaCl

Glycin

Methanol

Isopropanol

ECL Plus Detection System
PVDF Transfer Membrane
Essigsdure

Ponceau-S

Ammoniumpersulfat (APS)

Precision Plus Protein Standards

DC Protein Assay

Salzsaure

Roth
Roth
Roth

Applichem

Koda

Koda
Amersham

MP Biomedicals Inc
Serva
Handelsubliches
Sigma-Aldrich
Roth

Serva

Roth

Roth

GE Healthcare
GE Healthcare
Merck

Sigma

Serva

Bio-Rad

Bio-Rad

Roth

2. Material
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Bovines Serumalbumin (BSA)
TEMED

Triton X

Aqua Poly/Mount

5x PBS

2.4.2 Verwendete Antikorper

BllI-Tubulin

04

GFAP

Alexa546
Alexa488
Rhodamin-Red
Nrf2

GAPDH

ECL Anti-mouse IgG
ECL Anti-rabbit IgG
Hoechst 33342

Serva
Sigma
Sigma
Polysciences

Biochrom

Sigma
Millipore
abcam
MobiTec
MobiTec
Jackson
Santa-Cruz
abcam

GE Healthcare
GE Healthcare

Sigma

2.5 Material fiir die Lentivirale Transduktion humane Zellen

2.5.1 Plasmide

2.5.1.1 Transferplasmide

pLKO.1 Nrf2
pLKO.1 Kontroll Vektor
SEW-GFP

open Biosystems
open Biosystems

Dr. Altschmied
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shRNA-Konstrukt

[S[)

sin 3'LTR

pLKO.1 puro
mit shRNA Konstrukt

7.084 bp

5'LTR

Abbildung 2.1: Plasmidkarte pLKO.1

2.5.1.2 Verpackungsplasmide

pCMVARS8.91 Dr. Altschmied

hCMV

pCMVARS8.91

12.150 bp

delta env

Abbildung 2.2: Plasmidkarte pCMVDRS8.91
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2.5.1.3 Hiillplasmide

pMD2.G

AmpR-promoter

Dr. Altschmied

SV40pro-F-primer

ORF-frame-1

VSVG-Tag .

Abbildung 2.3: Plasmidkarte pMD2.G

2.5.2 Transfektions Reagenzien

Lipofectamin mit PLUS Reagenz

Cacium Phosphate Transfection Kit

2.5.3 Weitere Materialien

Durapore™ 0.45 um Stericup
Centricon Plus-70 Ultracel PL-100

2.6  Assays/ELISA

CellTiterBlue

CytoToxOne

CMV-immearly-promoter
CAG-enhancer

CMV-promoter
.'/ LNCX-primer
CMV-fwd-primer

pCEP-fwd-primer
CMV2-promoter

bGlob-int

ORF-frame-1

Invitrogen

Sigma

Millipore
Millipore

Promega

Promega
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2. Material

Apo One Homogeneous
BrdU cell proliferation

Quick Titer Lentivirus Titer Kit

2.7 Weitere Materialien

Zellkuturflaschen
24-Well-Zellkulturplatten
96-Well-Zellkulturplatten
12-Well-Zellkulturplatten
6-Well-Zellkulturplatten
Zellkulturschalen

8-Kammer Objekttrdger (unbeschichtet)
Zellschaber

Eppendorf GefaRe (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
50 ml Falcons Réhrchen

15 ml Falcons Rdhrchen
Sterilfilter

Becherglaser verschiedener Grol3e
Messkolben verschiedener GréRe
Einwegpipetten (5, 10, 25 ml)
Rasierklingen

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)
Parafilm

Petrischalen @ 35x10 mm
Petrischalen @ 60x15 mm
Petrischalen @ 100x20 mm

Einfrierrohrchen

Promega
Roche

Cell Biolabs

Greiner

Falcon

Falcon

Falcon

Falcon

Greiner
BD-Falcon
Coster
Eppendorf
Greiner Bio One
Greiner Bio One
Pall

Schutt

Schutt

Greiner Bio-One
Wilkinson
Eppendorf

Pechinery

BDFalconTM, BD Biosciences

BDFalconTM, BD Biosciences

BDFalconTM, BD Biosciences

Nunc
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2.8 Gerate

Autoklav

Biometra

Feinwaage
Fluoreszenzreader
Gelauswertungstisch
Gelelektrophoresekammer
Gewebezerkleinerer
Heizblock
Inkubationsschrank
Kamera
Kihlzentrifuge
Lichtmikroskop
Magnetriihrer
MikroWelle
pH-Meter
Photometer
Real-Time PCR Detektor
RoboCycler

Rotor Gene Q
Schittler
SDS-PAGE-Kammer
Semi-Dry-Blotter
Sterilbank
Tischzentrifuge
Waage
Wasser-Deionisierer
Wasserbad
Wasserstrahlpumpe

Zentrifuge

KSG GmbH, Bioclav
TRIO-Thermoblock Biotron
Satorius, A200S

Fluoroscan Ascent, Labsystems
Bio-Rad, Fluor-S Multimager
OWI Seperation Systems
Vibratome

Mixing Block MB-102, Bioer
HeraCell 240, Heraeus
VisitronSystems

Mikro 22R, Hettich Zentrifugen
CKX41, Olympus
Monotherm

Daewoo, Quick Cookmate
WTW, pH537

Amersham Biosciences
Chromo 4, BioRad
Stratagene

Qiagen

Infors AG

Hoefer, SE600

Bio-Rad, Trans-Blot SD
HeraGuard, Heraeus
Eppendorf, 5417R

Satorius, 1204MP

Milli-Q, Millipore

Memmert

KNF Laboport

Megafuge 3.0R, Heraeus
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Infinitte M200OPRO Tecan Tecan
FACS Calibur BD Bioscience
Copas Union Biometrica Inc

2.9 Software

Photoshop CS4 Adobe

Alingments Mega 4.0

Fluor-S Multiimager Bio-Rad, Quantity One 4.1.0
Rotor Gene Q 1.7 Qiagen

Primererstellung NCBI
ZellgroRenvermessung MetaMorph

Analyse Programm GraphPad Prism 5

FlowJo Baum Star, Inc., Ashland, OR, USA
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Zur Vermeidung von moglichen Kontaminationen durch Bakterien oder Pilzkulturen
wurden bei allen Versuchen mit lebenden Zellen Einmalhandschuhe, welche vor dem
Arbeiten mit Sterilium desinfiziert wurden, autoklavierte Glas- und Eppendorfgefilie

(Eppis) sowie sterile Einmalpipettenspitzen verwendet.

3.1.1 Kultivierung von humanen neuralen Progenitorzellen (hNPC)

Die Kultivierung der neuralen Progenitorzellen kann sowohl unter proliferierenden als
auch unter differenzierenden Bedingungen stattfinden, wobei dieser Unterschied auf
der Verwendung verschiedener Nahrmedien und der Oberflachenbeschichtung ver-

schiedener Multiwell-Platten basiert.

3.1.1.1 Revitalisierung der kryokonservierten humanen neuralen Progenitorzellen

Beim Auftauen der Neurosphdren ist darauf zu achten, dass die Auftauphase nicht
langer als zwei Minuten dauert, da sich sonst Kristalle in dem Zellkultur-Stock bilden
konnten, welche zum Zelltod fiihren. Vor dem Auftauen der im fllssigen Stickstoff
eingefrorenen hNPCs wurden 100 ml Proliferationsmedium fiir mindestens eine halbe
Stunde bei 37°C und 7,5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit dquilibriert. Je 10 ml
des aufgewdarmten Mediums wurden in finf 100 x 20 mm Petrischalen gegeben. Der
Rest des Mediums wurde in ein 50 ml Rohrchen pipettiert. Das kryokonservierte
Roéhrchen mit den Neurospharen wurde im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut, in das
Falcon-Réhrchen mit dem warmen Proliferationsmedium pipettiert und vorsichtig
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf die Petrischalen mit dem
vorgelegten Medium verteilt. Danach erfolgte die Kultivierung, wie im Abschnitt

3.1.1.3 beschrieben. Nachdem die Neurospharen ein bis zwei Tage in Kultur waren,
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erfolgte eine Qualitatskontrolle. Dafiir wurden die Spharen auf einen mit Poly-D-Lysin-
Hydrobromid-Losung (PDL) und Laminin beschichteten Objekttrager (siehe Anschnitt
3.1.2) in Differenzierungsmedium (N2) ausplattiert und nach 24 Stunden (h) die Aus-
differenzierung der Zellen kontrolliert. Bei einer nicht ausreichenden Ausdifferen-
zierung der Sphédren wurden die Zellen noch eine weitere Woche in Kultur gehalten
und anschlieBend einer weiteren Kontrolle unterzogen. Zeigte diese weiterhin nicht
eine ausreichende Differenzierung, wurde die Kultivierung dieser Neurosphéaren nicht

fortgefuhrt.

3.1.1.2 Proliferationskultur

Die verwendeten Neurosphdren wurden in Zellkulturschalen (100 x 20 mm) mit 25 ml
Proliferationsmedium (B27) im Brutschrank bei 37°C und 7,5% CO, inkubiert. Das

Medium wurde alle zwei bis drei Tage zu 50% durch frisches B27 ersetzt.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des Proliferationsmedium B27

Proliferationsmedium B27

DMEM 2/3
F12 1/3
B27 1:50
EGF 20 ng/ml
FGF 20 ng/ml
Penicillin/Streptomycin (P/S) 1:100

3.1.1.3 Passagieren der Neurosphdren

Da die NPC-Zellen bei einer Kultivierung unter proliferierenden Bedingungen als
dreidimensionale Spharen wachsen, fiihrt eine Kultivierung unter diesen Bedingungen
zu einer Zunahme des Spharendurchmessers. Aus diesem Grund wurden die neuralen
Progenitorzellen zur Passagierung ab einem Durchmesser von ca. 0,7 mm mit einem
Mcllwain Tissue Chopper auf eine GroRe von 0,3 mm zerkleinert. Hierfiir wurde aus
der Proliferationskultur die bendtigte Anzahl an Spharen entnommen und auf den

Deckel einer 60 x 15 mm Petrischale mit moglichst wenig Medium gesetzt und
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gechoppt. AnschlieRend konnten die zerkleinerten Sphéaren in ca. 100 pl Medium
resuspendiert und in einer 100 x 20 mm Zellkulturschalle weiterkultiviert werden

(Abschnitt 3.1.1.2).

Proliferierende Proliferierende
Sphére Sphare
cidm, % L/

Choppen der Sphéare {> %EEE;E% Abrunden der Sphéren {> o 8 Wachstum >
: (srapa) o o
3 wNRar 0

Abbildung 3.1: Passagieren der humanen Sphéaren durch Choppen

3.1.1.4 Differenzierungskultur

Die Spharen (Abschnitt 3.1.1.3) wurden auf beschichteten Oberflaichen unter Entzug
der Wachstumsfaktoren im Differenzierungsmedium (N2) ausplattiert und im Brut-
schrank bei 37°C und 7,5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Pro Sphére

wurden 100 pl Medium in die Wells vorgelegt.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des Differenzierungsmediums N2

Differenzierungsmedium N2

DMEM 2/3
F12 1/3

N2 Supplement 1:100
P/S 1:100

3.1.2 Oberflaichenbeschichtung

Die zu beschichteten Oberflaichen wurde im ersten Schritt mit PDL (0,1 pg/ml in
sterilem H,0) Uberschichtet und bei 37°C mindestens eine Stunde inkubiert. Im
Anschluss erfolgten ein vollstandiges Absaugen der PDL-LOsung sowie zwei
Waschschritte mit sterilem Millipor Wasser. Daraufhin folgte eine weitere mindestens
einstiindige Inkubation bei 37°C mit Laminin (1:100 Verdiinnung). AnschlieRend wurde

das Laminin ebenfalls abgenommen und nach zwei weiteren Waschschritten wurden
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die Wells mit PBS (Phosphate-buffered Saline) benetzt. Die beschichteten Platten
konnten, mit Parafilm abgedichtet, bis zu ihrer Verwendung bei 4°C gelagert werden.

Laminin wird an die Plastikoberflaiche mittels PDL gebunden, welches aufgrund seiner
negativen Ladung als Vermittler zwischen Plastik und Protein fungiert (Jacobson und

Branton, 1977).

Tabelle 3.3: Pipettierschema der zu verwendenden Substanzen fiir die Plattenbeschichtung

Pipettierschema  6-Well-Platte  12-Well-Platte  24-Well-Platte 5 <ammer
Objekttrager
PDL 1ml 500 ul 250 pl 250 ul
Laminin 1ml 500 ul 250 ul 250 ul

3.1.3 Zelllinien

3.1.3.1 SH-SY5Y-Zellen

Bei den SH-SY5Y-Zellen handelt es sich um einen von drei Subklonen (SH-SY, SH-SY5,
SH-SY5Y) der humanen Neuroblastomzelllinie SK-N-SH, welche 1970 einer vierjahrigen
Patientin aus einem Tumor entnommen wurden (Biedler et al., 1973). Die Verdopp-
lungszeit dieser Zellen betragt durchschnittlich 48 Stunden, wobei die Anzahl der SH-
SY5Y-Zellen bei einer vollstandigen Konfluenz ca. 1 x 10° Zellen/cm? betragt. In den
Experimenten wurden die Zellen aus den Passagen vier bis 30 verwendet. Die Kul-
tivierung der SH-SY5Y-Zellen erfolgte in DMEM Medium. Das Medium wurde jeweils
vor Gebrauch im Warmebad auf 37°C erwdarmt. Die Zellen wurden uns freund-
licherweise von Prof. Weggen (Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf) zur Verfligung

gestellt.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir SH-SY5Y-Zellen

Medium SH-SY5Y-Zellen

DMEM 500 ml
FCS 50 ml
A/A 5ml




3. Methoden 31

Abbildung 3.2: 400-fache VergréBerung der SH-SY5Y-Zellen

3.1.3.2 HEK293FT Verpackungszellen

Die Kultivierung der Verpackungszellen erfolgte bei 37°C und 7,5% CO, und gesattigter
Luftfeuchtigkeit mit dem Nahrmedium DMEM. Da die Transfektionseffizienz in ho-
heren Passagen drastisch abnimmt, wurden die Zellen nur bis zur dreiligsten Passage
verwendet. Die Zellen wurden uns freundlicherweise von Dr. Altschmied (Leibniz-
Institut fir Umweltmedizinische Forschung an der Heinrich-Heine-Universitat gGmbH)

zur Verfliigung gestellt.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung des Ndhrmediums fiir HEK293FT -Zellen

Medium HEK293FT-Zellen

DMEM 500 ml

FBS (hitzeinaktiviert) 50 ml
A/A 3ml
Geneticin 5 ml
Non-essential amino acids 5 ml

3.1.4 Kultivierung der Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen (175 cmz) mit 25-30 ml des
jeweiligen Nahrmediums im Zellinkubator bei 37°C und 5% CO, und gesattigter
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle zwei bis drei Tage erfolgte ein Wechsel des

Nahrmediums, wobei das komplette Medium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und
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durch frisches Nahrmedium ersetzt wurde. Die Inkubation in den Zellkulturflaschen
erfolgte bis zu einer ca. 90-prozentigen Konfluenz. Danach wurde das Medium kom-
plett abgesaugt und die Zellen anschlieRend mit PBS + A/A gewaschen. Nach dem
Waschschritt wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin behandelt und anschlieRend je nach
Zelllinie fur ca. eins bis zehn Minuten (min) zuriick in den Inkubator gestellt, bis sich die
Zellen von der Schale und die Zellkontakte zwischen den Zellen geldst hatten.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit 8 ml Medium gestoppt. Die Zellen wurden je
nach Bedarf 1:10 oder 2:5 gesplittet und in neue Zellkulturflaschen mit frischem

Medium Uberfihrt.

3.1.5 Differenzierungskultur von SH-SY5Y Zellen

Die Differenzierung der SH-SY5Y-Zellen war notwendig um einen Vergleich mit den
differenzierten hNPCs zu ermdglichen. Hierfir wurden die Zellen in Kulturflaschen
ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von ca. 70% kultiviert. Daraufhin wurde das
Medium gegen SH-SYS5Y-Differenzierungsmedium (Tab. 3.7) ausgetauscht, um die
Zellen vier Tage in der Flasche vordifferenzieren zu lassen. Im Anschluss wurden die
Zellen im Differenzierungsmedium in der benétigten Anzahl in Multiwell-Platten

ausplattiert.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Differenzierungsmediums SH-SY5Y-Zellen

Differenzierungsmedium SH-SY5Y-Zellen

DMEM 500 ml
FCS 50 ml
P/S 5 ml

Retinolsaure (RA) 10 um
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3.1.6 Bestimmung der Zellzahl

3.1.6.1 Trypanblau-Farbung

Um bei der Zellzahlbestimmung tote Zellen von lebenden zu unterscheiden, wird eine
Trypanblau-Farbung durchgefiihrt. Bei Trypanblau handelt es sich um einen sauren
Farbstoff, dessen Anionen an Zellproteine binden. Der Farbstoff kann selektiv in tote
Zellen eindringen, da die Membran toter Zellen fiir ihn durchldssig wird. Aufgrund
seiner Grolle ist es dem Farbstoff nicht moglich in lebende Zellen einzudringen, da
dieser die Membran nicht passieren kann. Unter dem Mikroskop erscheinen tote

Zellen tiefblau und lebende Zellen hell.

3.1.6.2 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer

Bei der Neubauer-Zahlkammer handelt es sich um eine Glasplatte, die in der
Mittelflache mit zwei rechtwinkligen Zahlnetzen versehen ist, welche aus Linien in
definierten Abstinden bestehen. Uber der Bodenfliche wurde ein Deckglas
aufgebracht, wodurch zwischen der Glasplatte und dem Deckgldaschen ein definierter
Raum entsteht. Das Deckglas liegt korrekt auf der Flache auf, wenn die so genannten
Newton‘sche-Ringe seitlich sichtbar sind. Die auszuzdhlende Zellsuspension wird mit
einer Pipette seitlich am Rand des Deckglaschens aufgetragen. Die Suspension wird
durch Kapillarkrafte in den Zwischenraum zwischen Kammer und Deckglas gesaugt,
woraufhin die Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt werden kénnen. Beim
Zahlen ist es wichtig, die doppelte Zahlung der Zellen auf den Grenzlinien zu

vermeiden.

MW x F x 104 = Gesamtzahl der Zellen/ml

Formel 3.1: Berechnung der Zellzahl

MW:  Mittelwert der Zellen aus den gezahlten Quadraten
F: Verdinnungsfaktor
10 Kammerfaktor
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3.1.7 Kryokonservierung von Zellen

Fiir die Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben,
mit Trypsin abgeldst, die Reaktion mit 45 ml Medium gestoppt und in ein 50 ml
Rohrchen Gberfuhrt. Daraufhin erfolgte bei 300 xg das Abzentrifugieren der Zellen. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 6 ml Einfriermedium resuspendiert. Die
Zellsuspension konnte anschlieBend in 1,8 ml Portionen in Einfrierréhrchen aliquotiert
werden. Die Roéhrchen wurden in einem geeigneten Einfriergefdll, welches mit
Isopropanol befiuhlt wurde und mit Schaumstoff rundherum ausgekleidet war, ver-
packt. So kihlt das GefaR 1°C/min herunter. Die Zellen missen unter diesen Um-
standen mindestens 16 Stunden bei -80°C gelagert werden, bevor sie fir die

langfristige Aufbewahrung in Flissigstickstoff Gberfiihrt werden kdonnen.

Tabelle 3.7: Zusammensetzung des Einfriermediums

Einfriermedium

Nahrmedium 4,8 ml
DMSO 0,6 ml ¢ DMSO entspricht einer Endkonzentration
von 10%
FCS 0,6 ml ¢ FCS entspricht einer Endkonzentration von
20%, da schon 10% im Medium
standardmaRig vorhanden sind

3.1.8 Reuvitalisierung der kryokonservierten Zelllinien

Beim Auftauen der kryokonservierten Zelllinien ist auf eine moglichst kurze Auf-
taudauer zu achten, da sich sonst Kristalle in dem Zellkulturstock bilden, welche zum
Tod der Zellen fuhren. Aus diesem Grund sollten die Zellen zum Auftauen unter
flieBendes lauwarmes Wasser gehalten werden. Nach dem Auftauen wurden die Zellen
in ein mit 45 ml Medium geflltes Réhrchen Gberfihrt und bei 300 xg abzentrifugiert,
um die Zellen von den Resten des Einfriermediums zu befreien. AnschlieBend wurde
der Uberstand vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in 15 ml Ndhrmedium resuspendiert
und in eine 75 cm? Kulturflasche Gberfihrt. Am nichsten Tag wurden die Zellen mit

frischem Medium gefiittert, um tote Zellen und noch eventuell vorhandene DMSO-
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Reste zu entfernen. Die Zellen wurden, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, weiter kul-
tiviert. Erst ab der dritten bis vierten Passage nach dem Auftauen wurden die Zellen fiir

die Experimente eingesetzt.

3.2  Proteinanalytik

3.2.1 Proteinextraktion aus Zellen fiir das Western-Blot Verfahren

3.2.1.1 Proteinisolation

Zur Herstellung eines Gesamtzellextrakts wurden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesat.
Bei den Sphiren wurden pro Well 60 Sphiren (@ 0,3 mm) und bei den Zelllinien 2 x 10°
Zellen in 5 ml ausplattiert. Nach Ablauf der Behandlungszeit wurde das Medium abge-
saugt, anschlieRend wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen. Dieser Waschschritt
wurde bei den Neurospharen ausgelassen, da dieser einen starken Zellverlust zur Folge
gehabt hatte. Weiterhin wurden die Zellen mit 50 ul 1x RIPA (radio-immuno-
precipitation-assay) -Puffer versetzt und durch mehrmaliges Resuspendieren lysiert.
Das so entstandene Lysat wurde bei 20000 xg und 4°C fir funf Minuten zentrifugiert.

Bis zur Verwendung wurde der Uberstand bei -20°C aufbewahrt.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung 2x RIPA-Puffer Stocklésung

2x RIPA-Puffer

Tris HCLpH 7,4 50 mM
NacCl 300 mM
EDTA pH 8,0 0,2 mM ¢ Natriumazid ist nicht zwingend notwendig
Nonidet P40 (= Igepal) 2% e mit A. dest auffillen
Desoxycholat 2% * bei -20°C lagern
SDS 0,20%
Natriumazid 0,05%
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung 1x RIPA-Puffer Gebrauchslésung

1x RIPA-Puffer

2xRIPA 500 pl
0,5 % PMSF 10 pl * bei -20°C lagern

0,5% PIC 10 ul

A. dest. 480 pl

3.2.1.2 Bestimmung der Proteinmenge

Die Proteinbestimmung erfolgte unter Einsatz einer kommerziell erhiltlichen Losung
(DC Protein Assay) nach der Methode von Lowry (Lowry et al., 1951). Die verwendeten
Standards wurden nach Angaben des Herstellers, aus Rinderserumalbumin (BSA)
hergestellt.

Fiir die Proteinbestimmung wurden 0,5 pl Losung S mit 24,5 pl der Lésung A vermischt.
Dieses Gemisch sowie 200 pl der Lésung A wurden zur 5 pl der Probe pipettiert.
Daraufhin folgte im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) eine 15-miniitige Inkubations-
phase. Anschliefend wurden die Proben bei 750 nm gemessen. Aus den Daten des
BSA-Proteinstandards wurde eine Standardkurve erstellt und durch lineare Regression
der Proteingehalt der Proben berechnet. In Abbildung 3.5 ist ein Beispiel fir eine BSA-

Standardkurve dargestellt.
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Abbildung 3.3: Grafische Darstellung eines BSA-Standards zur Berechnung des Protein-
gehaltes einer Probe.

3.2.2 Western-Blot Analysen

3.2.2.1 SDS-PAGE

Zur Analyse von Proteinen wurde in dieser Arbeit das SDS-PAGE-Verfahren nach
Laemmli (Laemmli, 1970) angewandt. Bei diesem Verfahren wandern Proteine in
einem elektrischen Feld durch ein dreidimensionales Netzwerk aus Acrylamid und
Bisacrylamid (siehe Abbildung 3.6). Es handelt sich um ein diskontinuierliches Gel,
welches in ein Sammelgel und in ein Trenngel unterteilt ist. Das Sammelgel enthalt
weniger Acrylamid als das Trenngel, ist somit grobporiger und bewirkt eine Fokus-
sierung der Proben im Gel, wodurch ermdéglicht wird, dass das gesamte Protein
gleichzeitig ins Trenngel einlduft. Dieser Effekt entsteht durch die unterschiedlichen
pH-Werte in den Gelen. Die Proteine werden zwischen den schneller wandernden Cl-
lonen und den langsamer wandernden Glycin-lonen gefangen. Aufgrund des pH-Werts
von 6,8 liegt das Glycin im Sammelgel als Zwitterion vor und wandert nur langsam. Im
Trenngel, werden die Proteine dann nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dies
ist durch den Zusatz des Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) moglich, welches mit
seinen lipophilen aliphatischen Ketten in das Innere der gefalteten Proteine eindringt

und dadurch ihre Tertidrstruktur zerstort.
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Pro Tasche wurden 20 pg Protein aufgetragen. Diese wurden mit SDS-Probenpuffer
versetzt und anschlieBend wurden die Proben bei 95°C fir fiinf Minuten denaturiert.
Um eine Ausbildung thermodynamischer Strukturen sowie eine Dephosphorylierung
der Proteine zu verhindern, wurden diese bis zur Auftragung aufs Gel auf Eis
aufbewahrt. Zusatzlich zu den zu untersuchenden Proben wurde 4 pl Proteinmarker

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Sammelgel bei 90 V Gber zehn Minuten

und anschlieRend bei 120 V Uber 60 Minuten.

Tabelle 3.10: Zusammensetzung Trenngel

10%iges Trenngel
H,0 4,7 ml ¢ 10 ml Ansatz fiir 2 Gele
40% Acrylamid 2,5 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,6 ml
20% SDS 0,05 ml
20% APS 0,05 ml
TEMED 0,004 ml

Tabelle 3.11: Zusammensetzung Sammelgel

5%iges Sammelgel

H,0 4.3 ml ¢ 6 ml Ansatz fiir 2 Gele
40% Acrylamid 0,8 ml
1,5 M Tris pH 8,8 0,8 ml
20% SDS 0,03 ml
20% APS 0,03 ml
TEMED 0,006 ml

Tabelle 3.12: Zusammensetzung Laufpuffer

10x Laufpuffer

Trisbase 200 mM ¢ auf 1 | mit A. dest auffullen
Glycin 2M e pH-Wert 8,3
SDS 1% (w/v) e Puffer bei 4°C Lagern




3. Methoden

Tabelle 3.13: Herstellung vom 20% Ammoniumpersulfat (APS)

20% Ammoniumpersulfat

APS

20% (w/v)

e in A. dest

e Lagerung in 1 ml Aliquots bei
-20°C, nach dem Auftauen
Lagerung bis zum Verbrauch
bei 4°C moglich

Tabelle 3.14: Sammelgelpuffer

Sammelgelpuffer

TRIS 1M e in A. dest
e pH-Wert 6,8
e Lagerung bei RT
Tabelle 3.15: Trenngelpuffer
Trenngelpuffer
TRIS 1,5M e in A. dest
e pH-Wert 8,8

e Lagerung bei RT

Tabelle 3.16: 5x Auftragungspuffer fiir SDS-PAGE

5x Auftragungspuffer
TRIS 500 mM
SDS 16% (w/Vv) e pH-Wert 6,8
Glycerin 30% (w/v) e Lagerung bei -20°C
DTT 400 mM
Bromphenolblau min. 0,04%
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Acrylamid ? : (I? | (I?
0 C-—NH, C-NH, C-NH, C-NH,
I
C—NH, CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,~CH
|
H,C=CH CH, CH,
~CH,—CH CH—
. 0=C—NH NH—C=0
504' | |
+ > CH, CH,
0=C—NH NH-C=0
—CH,—CH CH—
| |
;i G i
CH,=CH-C—NH CH—CH,—CH—CH,—CH—CH, —CH
CH. C—NH, C-NH C—NH, C—-NH,
CH;=CH—C—NH 5 5 S i
0
N, N-Methylenbisacrylamid Polyacrylamide

Abbildung 3.4: Netzwerk aus Acrylamid und Bis-Acrylamid

3.2.2.2 Transfer

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf einen entsprechenden Trager-
filter zur weiteren Behandlung mit Antikdrpern zu Gbertragen, wurde ein Western-Blot
durchgefihrt.

Beim Blotten erfolgt liber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-Briicken
eine Bindung der Proteine an die Polyvinyliden-Difluorid-Membran (PVDF-Membran).
Um eine nicht kovalente Bindung der Molekiile zu ermoglichen, muss die Membran
zundchst in Methanol aktiviert werden. AnschlieBend wurde sie mit den What-
manpapieren und den Schwammchen (Fiber pad) zehn Minuten im Transferpuffer
guellen gelassen. Die einzelnen Komponenten wurden dann wie in der Abbildung 3.7
dargestellt zusammengebaut.

Das urspriinglich im Gel erhaltene Trennmuster der Proteine bleibt nach der Ubertra-
gung erhalten, sodass eine exakte Replik des urspriinglichen Gels entsteht. Der Trans-

fer erfolgt tiber eine Stunde bei 100 V.



3. Methoden 41

Tabelle 3.17: 10x Transferpuffer nach Biorad Gebrauchsanweisung ohne SDS

10x Transferpuffer
TRIS 250 mM e mit A. dest auffillen
Glycerin 1,92 mM e Lagerung bei 4°C

Tabelle 3.18: 1x Transferpuffer

1x Transferpuffer

10x Transferpuffer 1:10 e mit A. dest auffillen
MeOH 1:5 e Lagerung bei 4°C
e mit MeOH Lagerung mit max.
2 Wochen
Fiber pad
< Filterpapier
<+—— PVDF-Membran

C ) <— Gel

l I, < Gel-Halte-Kassette

Abbildung 3.5: Aufbau einer Transfervorrichtung fiir einen Western-Blot

3.2.2.3 Ponceau-S-Farbung

Um den Transfer der Proteine auf die Membran zu Uberprifen, wird die PVDF-
Membran zur Kontrolle einige Minuten in Ponceau-S-Losung gefarbt (Salinovich und
Montelaro, 1986). Die Banden werden sichtbar gemacht, indem der (berschissige
Farbstoff mit Wasser von der Membran gewaschen wird. Die Ponceau-S-Losung bildet
mit der Membran und den Proteinen einen wasserloslichen Komplex. Da der PVDF-
Ponceau-Komplex viel schneller dissoziiert als der Protein-Ponceau-Komplex, werden
erst beim Waschen die rot gefarbten Proteinbanden sichtbar (siehe Abbildung 3.8).
Einige Zeit spater verschwinden auch diese Banden, weil der Ponceau-Protein-Komplex

ebenfalls dissoziiert.
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Tabelle 3.19: Zusammensetzung der Ponceau-S-Losung

Ponceau-S-Losung

Ponceau-S 0,1% (w/v)

Essigsaure 5% (v/v) e Lagerung im Dunkeln bei RT

Abbildung 3.6: Eine mit Ponceau-S gefarbte PVDF-Membran

3.2.2.4 Antikorperfarbung

Nach dem Transfer wurden die Membranen zur Absattigung unspezifischer Bindungs-
stellen fir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) oder Uber Nacht bei 4°C mit
Blockierungslosung inkubiert. Anschliefend folgte die Inkubation mit dem Primar-
antikérper Uber 60 Minuten bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem
Waschen der Membranen fiir je zehn Minuten mit TBS-T folgte eine 60-minltige
Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper. Die Verdiinnung
der Sekundarantikorper betrug 1:5000 in Blocklésung. Im Anschluss wurden die

Membranen dreimal zehn Minuten mit TBS-T-Puffer gewaschen.
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Tabelle 3.20: Zusammensetzung des 10x TBS-T-Puffer

10x TBS-T
TRIS 1,5M e mit A. dest auffillen
NaCl 0,5M * pH-Wert 7,6
Tween 20 1% (v/v) e Lagerung bei RT

Tabelle 3.21: Herstellung des Blockpuffers

Blockpuffer

Magermilchpulver

5% (w/v)

e mit TBS-T auffillen

Tabelle 3.22: Verdiinnungen der verwendeten Antikorper

Antikorper Verdlinnung
Anti Bl1I-Tubulin 1:500
Anti-Nestin 1:500
Anti-EGFR 1:500
Anti-Nrf2 1:500
Anti-Tubulin 1:100000
Anti-GAPDH 1: 100000

3.2.2.5 Detektion

Luminol (3-Aminophthalhydrazid) wird bei der peroxidasekatalysierten Umsetzung von
Wasserstoffperoxid (H,0,) unter alkalischen Bedingungen (iber mehrere Zwischen-
stufen und Abspaltungen von molekularem Stickstoff (N,) zu einem kurzlebigen,
energiereichen und cyclischen Peroxid oxidiert. Die beim Zerfall freiwerdende Energie
fihrt zur Anregung einer der beiden entstehenden Carbonylverbindungen. Die so
entstehende Chemilumineszenz mit einem Emissionsmaximum bei 430 nm kann auf

einem blaulichtempfindlichen Réntgenfilm sichtbar gemacht werden. Die Expositions-

zeit der Filme lag bei wenigen Sekunden (GAPDH) bis zu 15 Minuten.

Zur Detektion des gebundenen Sekundarantikoérpers wurde das ECL-System von der

Firma Amersham eingesetzt. Die Membran wurde fiir fiinf Minuten bei RT mit ECL in-

kubiert.
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H,N O H,N O
NH H,0,

.
| - > _+hv+N

NH Peroxidase 0 ?
0 o

Abbildung 3.7: Chemische Grundlage der ECL-Plus-Reaktion (Amersham)

3.2.3 Immunzytochemie

Fir diese Versuche wurden die Zellen auf 8-Kammer-Objekttragern ausplattiert. Nach
der gewiinschten Behandlungszeit/Differenzierungszeit wurde 12% Paraformaldehyd
(PFA) (Endkonzentration 4%) in jedes Well pipettiert und im Warmeschrank bei 37°C
fir 30 Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der gesamte Uberstand
abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x PBS fir je finf Minuten gewaschen.
AnschlieBend folgte eine Inkubation mit dem Erst-Antikdrper je nach Protokoll fir eine
Stunde bei 37°C oder Uber Nacht bei 4°C. Im Anschluss wurde der Objekttréger erneut
mit PBS gewaschen. Die Inkubationszeit der Zweit-Antikorperloésung, welcher fiir eine
Zellkernfarbung Hoechst 33342 zugegeben wurde, erfolgte je nach verwendetem
Antikorper 30-60 Minuten bei 37°C. Nach abermaligem Waschen mit 1x PBS wurden
die Deckglaschen auf den Objekttrager eingebettet. Die Analyse der Praparate erfolgte

fluoreszenzmikroskopisch.
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Tabelle 3.23: Verwendete Antikorper

Erst- .. Inkubations- Zweit- .. Inkubations-
o Verdinnung . . Verdiinnung .
antikérper zeit antikorper zeit
B(11)-Tubulin 1:100 1 h bei37°C Anti-Maus IgG 1:250 30 min
Alexa
GFAP 1:100 1 hbei37°C Anti-Hase 1gG 1:200 30 min
Alexa
04 1:50 1hbei37°C Anti-Maus IgM 1:100 30 min
Rhodamin
Nestin 1:100 1hbei37°C Anti-Maus IgG 1:250 30 min
Alexa
Nrf2 1:50 Uber Nacht bei | Anti-Kaninchen IgG 1:200 1h
4°C Alexa

3.3  Molekularbiologische Methoden

Zum Schutz vor DNAsen und RNAsen sowie weiteren Kontaminationen wurde der
Arbeitsplatz vor Beginn der Experimente mit DNS-ExitusPlus von AppliChem gereinigt.
AuBerdem wurden Einmalhandschuhe sowie sterile Eppis und Einmalpipettenspitzen

benutzt.

3.3.1 RNS-Isolation

Die RNS-Isolation erfolgte mit Hilfe des ,Absolutely RNA Microprep Kit‘ von Stratagene
oder mittels ,peqGold Total RNA Kits’ von Peqglab. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben. Beide Methoden beruhen auf der spezifischen Bindung der RNS an

die Oberfldache von Silicagel unter Hochsalzbedingungen.

3.3.1.1 RNS-Isolation aus Neurospharen

Zehn Neurosphdren mit einem Durchmesser von ca. 0,3 mm wurden auf eine mit PDL-
Laminin (Abschnitt 3.1.2) beschichtete 12-Well-Platte in 1 ml Differenzierungsmedium
ausplattiert.

Die Differenzierung erfolgte mindestens 24 Stunden, bevor eine Behandlung mit den
gewtlinschten Noxen gestartet wurde. Nach Ablauf der Behandlungszeitraume erfolgte

eine komplette Abnahme des Mediums. Anschliefend wurden 100 pl Lysispuffer (+ 0,7
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ul B-Mercaptoethanol) auf die Zellen pipettiert, welche dann mit Hilfe eines Zell-
schabers (Costar) abgelost, in ein Eppi (1,5 ml) Gberfiihrt und resuspendiert wurden.
Nach der anschlieRenden Zugabe von 100 pl EtOH (70%) und fiinf Sekunden Vortexen
erfolgte die Aufreinigung der RNS nach Herstellerangaben (peqGold Total RNA Kits).
Die RNS-Aufreinigung wurde, um mogliche Kontaminationen mit DNS zu vermeiden,
mit einem DNase-I-Verdau kombiniert. Alternativ konnte die Probe nach Zugabe des
EtOH bei -80°C bis zur Isolation gelagert werden. Im Laufe dieser Dissertation wurde
das RNS-Isolations Protokoll optimiert und auf das RNeasy Mini Kit (Qiagen)

umgestellt, die Isolation erfolgt nach angaben des Herstellers.

3.3.1.2 RNS-Isolation aus Zelllinien

Zur lsolation von RNS aus Zelllinien wurden diese mindestens 24 Stunden vor der
Behandlung in einer 6-Well-Platte ausplattiert (Anzahl der ausplattierten Zellen kann
der Tabelle 3.31 entnommen werden). Nach Ablauf der jeweiligen Behandlungszeit
wurde das komplette Medium mit Hilfe einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen
in 400 pl Lysispuffer bei RT fiir ca. finf Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit einem Zellschaber von der Platte gelést und auf eine Aufreinigungssaule
pipettiert. Die Isolierung der RNS erfolgte nach Angaben des Herstellers (Absolutely
RNA Microprep Kit von Stratagene). Alternativ konnten die Proben nach Zugabe des

Lysispuffers bis zur RNS-Isolierung bei -80°C aufbewahrt werden.

3.3.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten RNS erfolgte liber die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldange von 260 nm. Die Nucleinsdurekonzen-
tration errechnet sich aus der OD bei 260 nm, der Verdiinnung und einen fiir die RNS-
spezifischen Multiplikationsfaktor (Formel 3.2). Die Reinheit der Probe kann durch das
Verhaltnis der OD,gonm und der ODjgonm erschlossen werden, wobei ein Wert von 1,8
charakteristisch fur eine reine DNS- und ein Wert von 2,0 spezifisch fir eine RNS-

Losung ist. Ein weiterer Parameter fiir die Reinheit der Probe ist die Absorption bei 230
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nm. Der Quotient OD,g0nm/OD230nm gibt Aufschluss tiber eine Verunreinigung mit Salzen

oder organischen Verbindungen und sollte nicht liber 1,7 liegen (Milhardt, 2006b).

OD3¢0 * 40 * Verdiinnung
100

Formel 3.2: Berechnung der RNS-Konzentration

Crys =

Die Konzentrationsbestimmung der RNS-Losung von Zelllinien erfolgte an einem
Photometer in einer Kivette mit einer Schichtdicke von 1 cm und einem Verdiinnungs-
faktor von 1:10. Da die Konzentration der RNS-Losung aus den Neurospharen fir eine
Verdliinnung zu gering ausfiel, erfolgte die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

an einem Nano-Drop.

3.3.3 Reverse Transkription (RT-PCR)

Aus der in Abschnitt 3.3.1 gewonnenen RNS-L&sung muss in der RT-PCR zundchst
komplementdre DNS (cDNS) synthetisiert werden, da RNS dem in der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) eingesetzten DNS-Polymerasen nicht als Matrize dienen kann.
Die Synthese der cDNS erfolgte nach Vogel et al. Mit Hilfe der Reverse Transkriptase
aus dem ,Moloney murine leukemia virus’ (MMLV-RT) (Vogel et al., 1997).

Durch die Konzentrationsbestimmung (siehe Abschnitt 3.3.2) konnte gezeigt werden,
dass der RNS-Gehalt primérer Zellen sehr gering ist. Aus diesem Grund wurde ein
konstantes Volumen RNS-Losung von 10 pl fir die cDNS-Synthese verwendet. Ein
Abgleich auf den urspriinglichen RNS-Gehalt erfolgte durch eine Normierung auf das
konstant exprimierte Haushaltsgen B-Aktin.

0,5 pg der aus den Zelllinien gewonnenen RNS-Losung wurden vor dem Einsetzen in

die RT-Reaktion auf ein Volumen von 7,75 pul mit DEPC-H,0 verdiinnt.
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Tabelle 3.24: RT-Primer Annealing Pipettierschema

Mastermix hNPC Zelllinien
dNTP - 1l

Oligo dT-Primer 1,5l 1,25 pl

RNS-Lsg 10 pl 7,75 pl

Nach der Zugabe von weiteren Komponenten (Tabelle 3.25) erfolgte ein flinfmin(tiges
Anlagern der Oligo dT-Primer an die mRNS bei 65°C. Zu dem Annealing-Ansatz wurde

anschliefend ein RT-Ansatz auf Eis hinzupipettiert (Tabelle 3.25).

Tabelle 3.25: Pipettierschema fiir den RT —Ansatz (Mastermix)

Mastermix hNPC Zelllinien
dNTP 1ul -
RNAse Inhibitor 0,5 ul 0,5 ul
5x RT-Puffer 4 pul 4 ul
DTT 2 ul 2 ul
MMLV RT 1ul 1ul
DEPC-Wasser - 2,5 ul

Das Reaktionsvolumen betrug 20 ul. Um den Pipettierfehler zu minimieren und damit
die Genauigkeit zu erhéhen, wurde von dem RT-Ansatz ein Mastermix erstellt. Die RT-
Reaktion erfolgte in einem Biometra-Block bei 37°C fiir 52 Minuten. Zum Abbruch der
Synthesereaktion wurde die Reverse Transkriptase durch 15-minttige Inkubation bei
70°C inaktiviert. Im Laufe dieser Dissertation wurde das cDNS Synthese Protokoll
optimiert und auf das Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen) umgestellt, die
cDNS-Synthese erfolgt nach angaben des Herstellers. Die synthetisierte cDNS wurde
entweder in einer nachfolgenden PCR weiterverwendet oder alternativ bei -20°C

zwischengelagert.
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde von Kary Mullis konzipiert (Mullis et al., 1986).
Bei der PCR handelt es sich um eine molekularbiologische Methode, mit der die DNS in

vitro vervielfdltigt werden kann.

Das Prinzip basiert auf der Eigenschaft der DNS-Polymerase, einen doppelstrangigen
DNS-Strang mit einem freien 3‘-OH-Ende verldangern zu kénnen. Die Reaktion lauft in
drei Schritten ab. Im ersten Schritt wird die DNS, die das zu amplifizierende Gen
enthélt, durch eine Hitzebehandlung bei 95°C in ihre Einzelstrdnge zerlegt (Dena-
turierungsphase). AnschlieRend wird die Temperatur auf 50 bis 60°C gesenkt, sodass
eine spezifische Anlagerung der verwendeten Primer an die DNS gewdhrleistet ist
(Annealingphase). Die so entstandenen kurzen doppelstrangigen DNS-Bereiche dienen
in der Elongationsphase der Tag-Polymerase als Startpunkt. Hierbei wird die Tempe-

ratur dem Optimum der Polymerase angepasst, welches im Bereich um 72°C liegt.

Tabelle 3.26: Ubersicht der verwendeten Primerpaare

Gen Hybridisierungs- Produkt- Sequenz (5‘-3°)
temperatur(°C) lange (bp)

FW: ggc cga tgt gtc tat tga aga
SOD 60 209 RV: ggg cct cag act aca tcc aa
FW: tct gtt gct cgt agc tgec tg

GP 60 127 RV: ggg gtc aag agg agg aga ga
FW: cgt gct gaa tga gga aca ga

CAT 60 119 RV: agt cag ggt gga cct cag tg
FW: ccc cag gca cca ggg cgt gat

RV: ggt cat ctt ctc gcg gtt ggc ctt
3-Aktin 60 263 ggg gt

FW: cac agc aat gaa cac catcc
Keapl 60 134 RV: cac agc aat gaa cac cat cc

FW: gcg acg gaa aga gta tga gc

Nrf2 60 181 RV: gtt ggc aga tcc act ggt tt
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3.3.4.1 Konventionelle PCR

Die konventionelle PCR wurde zur Bestimmung der spezifischen Annealing-Temperatur
der neu entworfenen Primer sowie zur Herstellung von Standards fir die RTQ-PCR in
einem Thermocycler durchgefiihrt. Die verwendeten Primer sowie die ermittelten

Annealing-Temperaturen kdnnen der Tabelle 3.26 entnommen werden.

Tabelle 3.27: PCR-Bedingungen

PCR Programm

1. Zyklus Denaturierung 4 min 94°C 1x
2. Zyklus Denaturierung 30 sec94°C

Annealing 30 sec

Elongation 30sec72°C 40x
3. Zyklus Elongation 4 min 72°C 1x
4. Zyklus Kihlung oo min 4°C 1x

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte in einem 20 pl Reaktionsansatz. Neben den Proben
wurden in einem weiteren Reaktionsgefall Negativkontrollen mitgefiihrt. Dabei wurde,
um mogliche Bildung von Primer-Dimeren und Kontaminationen ausschlielen zu
kénnen, die cDNS durch 2 ul DEPC-Wasser ersetzt. Die Zusammensetzung des PCR-

Ansatzes kann der Tabelle 3.28 entnommen werden.

Tabelle 3.28: Pipettierschema fiir den PCR-Ansatz

Volumen Mastermix

2 ul 10x PCR-Reaktionspuffer
0,4 ul dNTP-Mix (10 mM)
0,2 ul Taqg Polymerase (5 U/pl)
13,4 ul DEPC-Wasser

1l 5’-Primer (4 uM)

1wl 3’-Primer (4 uM)

2 ul cDNS (siehe 3.3.3)




3. Methoden 51

3.3.4.2 TBE-Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund ihrer Ladung wandern sowohl DNS- als auch RNS-Fragmente in einem
elektrischen Feld zur Anode, und zwar umso langsamer, je langer sie sind. Die im Gel
aufgetrennten Nukleinsduren konnen durch Ethidiumbromid (EtBr) Farbung sichtbar
gemacht werden. Das EtBr interkaliert in doppelstrangige Nukleinsaure-Molekiile, die
dann unter UV-Licht fluoreszieren.

Zur Analyse der DNS-Produkte wurden jeweils 20 ul des PCR-Reaktionsvolumens mit 5
pl 6x Probenpuffer versetzt und auf ein 1 prozentiges Agarosegel aufgetragen. Das
Molekulargewicht wurde mit Hilfe eines 100 bp DNS-Langenmarkers bestimmt. Die
Elektrophorese erfolgt bei 140 V und 1x TBE-Losung als Laufpuffer. Die TBE-Agarose-

Gelelektrophorese dient der Ergebnistiberprifung verschiedener PCR-Produkte.

3.3.4.3 Real-Time quantitative PCR (RTQ-PCR)

Mit der quantitativen Real-Time-PCR ist es moglich, Gber die Fluoreszenzintensitat
eines in doppelstriangiger DNA interkallierenden Farbstoffes, kontinuierlich die Menge
der entstehenden Produkte wahrend der PCR zu messen (Freeman et al., 1999). Die
Messung erfolgt am Ende jedes PCR-Zyklus bei einer Temperatur unterhalb der
Schmelztemperatur der Amplifikate.

Der Nachweis der PCR-Produkte basiert auf einem Schwellenwert, dem CT-Wert. Der
CT-Wert ist der erste PCR-Zyklus, der eine signifikante Erhdhung der Fluoreszenz Gber

die Hintergrundfluoreszenz zeigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die gRT-PCR mit dem RotorGeneQ (Qiagen) und dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green durchgefiihrt. SYBR Green ist ein sogenannter
Interkalator, der an jede doppelstrangige DNS bindet (Morrison et al., 1998). Als
Standard diente eine Verdiinnungsreihe von 1,5 x 102 bis 1,5 x 10° produktspezifischer
Kopien. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Rotor-Gene Q-Software 1.7

(Qiagen).
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Tabelle 3.29: RTQ-PCR Bedingungen

RTQ-PCR Programm

1. Zyklus Denaturierung 15 min 94°C 1x
2. Zyklus Denaturierung 15 sec 94°C

Annealing 25 sec

Elongation 30 sec72°C 40x
3. Zyklus Fluoreszenzmessung 2sec72°C 1x
4. Zyklus Kdhlung oo min 4°C 1x

Die Durchfiihrung der RTQ-PCR erfolgte in einem 15 pl Reaktionsansatz. Neben den
Proben wurden in einem weiteren ReaktionsgefalR Negativkontrollen durchgefihrt.
Dabei wurde die cDNS durch 3 pl DEPC-Wasser ersetzt. Die Zusammensetzung des

RTQ-PCR-Ansatzes kann der Tabelle 3.30 enthommen werden.

Tabelle 3.30: Pipettierschema fiir den RTQ-PCR-Ansatz

Volumen Mastermix:

7,5 ul SYBR Green Quantace
1l 3’ Primer (4 uM)
1wl 5’ Primer (4 uM)

2,5 ul DEPC H,O
3ul cDNS (1:3 Verdiinnung)

3.3.4.4 Standardherstellung fiir die RTQ-PCR

Fiir die gRT-PCR sind Standards mit bestimmten Kopiezahlen erforderlich. Daher er-
folgte eine Synthese der Standards mit dem Qia-quick PCR-Purification-Kit nach Anga-
ben des Herstellers. Nach Aufreinigen der PCR-Produkte erfolgte eine DNS-Konzen-
trationsbestimmung (siehe Abschnitt 3.3.2). Die vorhandenen Kopiezahlen der DNS-

Fragmente konnten mit Hilfe einer Formel (siehe Formel 3.3) bestimmt werden.
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[X*(6,022*%10%3)]
C=
(Y*660)

Formel 3.3: Gleichung zur Berechnung der Kopiezahl der DNS-Fragmente

C: Kopienanzahl pro ul
X: DNS-Konzentration [g/ul]
Y: FragmentgroRe in Basenpaaren (bp)

Auf Basis dieser Gleichung wurde ein Standard mit 1,5 x 10® Molekilen/pl in DEPC-
Wasser hergestellt. Dieser wurde dann als Ausgang fir die Verdiinnungsreihen der

gRT-PCR verwendet.

3.4 Gentechnische Verfahren

3.4.1 Transformation

Zur Vervielfaltigung der Plasmid-DNS wurde das Hitzeschock-Verfahren nach Sambrook
verwendet (Sambrook et al., 1989). Fir die Transformation wurden kompetente
Eschericha coli (E.coli) Bakterien eingesetzt. Diese wurden auf Eis aufgetaut und
anschlieBend mit B-Mercaptoethanol fir zehn Minuten ebenfalls auf Eis inkubiert.
Danach wurde die Plasmid-DNS hinzupipettiert und dieser Ansatz fir weitere 30
Minuten inkubiert. Diesem Schritt folgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45 Sekunden.
AnschlieBend wurde die Suspension direkt auf Eis fiir zwei Minuten abgekiihlt. Nach
der Inkubationszeit wurde 1 ml SOC-Medium ohne Antibiotika der Suspension hinzu-
gefligt und diese fir eine Stunde bei 37°C unter Schiitteln in einem Wasserbad
inkubiert. Der Transformations-Ansatz wurde daraufhin auf einer Ampicillin-haltigen
LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Uber Nacht
gewachsenen Kolonien wurden gepickt und in 2 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium
Uber Nacht bei 37°C hochgezogen. Die Praparation der Plasmid-DNS erfolgte mit Hilfe
einer Minipraparation (siehe Abschnitt 3.4.1.1). Durch einen Testverdau mit Restrik-
tionsenzymen (siehe Abschnitt 3.4.1.3) wurde die isolierte DNS kontrolliert. Zeigten die

Plasmide das richtige Schnittmuster, wurden 150 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit
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der Vorkultur angeimpft und tGber Nacht angezogen. Die Isolierung der Plasmid-DNS

erfolgt durch eine Maxipraparation (siehe Abschnitt 3.4.1.2).

3.4.1.1 Minipraparation

Die Minipraparation erfolgte mit 1,5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur und wurde mit
Hilfe des ,QlAprep Plasmid Purification Mini Kits* von Qiagen nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Zur Kontrolle der isolierten Plasmid-DNS wurde ein Restriktionsverdau

(siehe Abschnitt 3.4.1.3) durchgefiihrt.

3.4.1.2 Maxipraparation

Die Isolierung der Plasmid-DNS aus 150 ml einer E. coli-Kultur erfolgte durch die
Aufreinigung mit dem ,QlAprep Plasmid Purification Maxi Kits* von Qiagen nach
Herstellerangaben. Mit Hilfe eines Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 3.4.1.3) wurde

die prdparierte DNS kontrolliert.

3.4.1.3 Restriktionsverdau

Zur Kontrolle der isolierten Plasmid-DNS wurden verschiedene Restriktionsenzyme
eingesetzt. Die Enzyme sind in der Lage, Sequenzen innerhalb der Plasmid-DNS zu
erkennen und an diesen spezifisch zu schneiden. Je nach Plasmid werden verschiedene
Restriktionsenzyme verwendet, sodass unterschiedlich groRe DNS-Fragmente ent-
stehen. Diese Fragmente konnen mit Hilfe einer Gelelektrophorese (siehe Abschnitt

3.3.4.2) aufgetrennt und so die GroRe des entstandenden Produkts Gberpriift werden.
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Tabelle 3.31: Pipettierschema fiir den Restrinktionsverdau

Volumen Mastermix:
BSA 0,2 pl
Puffer 2 ul
Enzym 10U
DNS 1pg
ad Wasser 20 ul

3.4.2 Transfektion

3.4.2.1 Transfektion mit kationischen Liposomen (Lipofektion)

Die Transfektion mit kationischen Liposomen (Lipofektion) wurde zuerst von Felgner et
al. beschrieben (Felgner et al., 1987). Das Prinzip dieser Transfektion basiert auf einem
Drei-Komponentensystem, welches aus kationischen Lipiden, ungeladenen Helfer-
lipiden und DNS-kompaktierenden Substanzen besteht (Milhardt, 2006a). Fir die
Transfektion der Plasmid-DNS wurde ein kommerziell erhaltliches Transfektions-
reagenz, Lipofectamine mit PLUS Reagenz der Firma Invitrogen verwendet. Fir die
Durchfiihrung der Transfektion wurden die HEK293FT Zellen 24 Stunden vor Ver-
suchsdurchfiihrung ausplattiert. Am folgenden Tag wurde die Lipid-Komponente, das
Lipofectamine, mit Serum freiem Kulturmedium vorverdinnt und getrennt davon
wurde das PLUS Reagenz mit der DNS bei RT fir 15 Minuten inkubiert. Nach der
Vorinkubation, wurden beide Komponenten gemischt und es folgte eine weitere
Inkubationszeit von 15 Minuten. Im Anschluss wurde diese Mischung zu den Zellen,
welche sich im Serum freien Medium befanden, unter Schwenken hinzupipettiert.

Nach weiteren drei Stunden wurde Serum haltiges Medium zu den Zellen hinzugefigt.
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Tabelle 3.32: Pipettierschema

Zellkulturplatten 35 mm 60 mm 100 mm
DNA 0,8 ug 1,3 pg 3,28
Plus Reagenz 4 ul 8 ul 20 ul
DMEM 0% FCS 100 pl 250 ul 750 ul
Lipofectamin 6 ul 11 ul 28 ul
DMEM 0% FCS 100 pl 250 ul 750 ul
Mit oberen Absatz mischen-> 15 min RT
DMEM 0% FCS in
gewaschenes Well 800 pl 2 ml 5ml
vorlegen
Ansatz 200 pl 500 pl 1,5 ml
3 Stunden 37°C Inkubation
DMEM mit FCS
dazu pipettieren 1,5 ml 3ml 7 ml

3.4.2.2 Transfektion von HEK293FT Zellen zur Virusproduktion

Die Transfektion der HEK293FT Zellen erfolgte mit Hilfe der Calcium-Phosphat-
Methode. Fiir die Durchfiihrung wurden pro Ansatz 5 x 10° Zellen am Vortag
ausplattiert. Direkt vor Beginn der Transfektion wurde bei den ausplattierten Zellen ein
Wechsel des Mediums durchgefihrt. Im Anschluss wurde das Transfektionsgemisch
wie folgt angesetzt:

In einem Falcon-Rohrchen wurden das Transferplasmid, das Verpackungsplasmid
sowie das Hullplasmid mit Calciumchlorid gemischt und mit sterilem Wasser auf ein
Volumen von 500 ul aufgefiillt. Diesem Gemisch wurde tropfenweise unter Vortexen
2x HeBS-Puffer zugegeben. Das Calciumphosphat-DNS-Gemisch wurde nach einer
Inkubationszeit von fliinf Minuten vorsichtig tropfenweise auf die Zellen pipettiert.
Nach vier Stunden wurde zu den Zellen 10 ml frisches Medium hinzugegeben. Am
folgenden Tag wurde das komplette Medium durch 10 ml Proliferationsmedium B27
(siehe Tabelle 3.1) ersetzt. Nach zwei und fiinf Tagen wurde der Virusiiberstand
geerntet. Um restliche Zellen und Zelltrimmer aus dem Virusiliberstand zu entfernen,

wurde dieser bei 4750 xg zentrifugiert und anschlieBend mit einem 0,45 um Sterilfilter
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filtriert. Darauf folgend wurde der Virusiiberstand wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben

aufkonzentriert und bei -80°C gelagert.

Tabelle 3.33: Pipettierschema

Volumen Mastermix:
10 ug Transfervektor
3,5ug pMD2.G (VSV-G Expressionsvektor)
6,5 ug pPCMVARS8.91 (gag-pol Expressionsvektor)
50 ul 2.5M CaCl,

ad. 500 pl Wasser

3.4.3 Aufkonzentrierung der Virussuspension

Der aufgereinigte Virusiiberstand wurde durch Ultrafiltration mit Centricon Plus-70
Ultracel PL-100 MWCO 100.000 von Millipore nach Herstellerangaben aufkonzentriert

und im Anschluss in kleinen Aliquots bei -80°C gelagert.

3.4.4 \Virustiter-Bestimmung

Der Virustiter wurde mit einem kommerziell erhéltlichen p24 ELISA der Firma BioCat
nach Herstellerangaben bestimmt. Da das Einfrieren und Auftauen zum Verlust von

Viren fuhrt, wurde der Virustiter aus bereits gefrorenen Aliquots bestimmt.

3.4.5 Lentivirale Transduktion

Zur Infektion von hNPC mit Lentiviren wurden pro Infektion 200 Spharen in 1 ml
virushaltiges Medium pipettiert und Polybren in einer Endkonzentration von 5 pg/ml
hinzugefligt. Nach vier Stunden Inkubationszeit wurde zu den Zellen 1,5 ml frisches
Proliferationsmedium B27 (siehe Tabelle 3.1) hinzugegeben. Am Folgetag wurde das

Medium komplette ausgewechselt. 48 Stunden nach der Transduktion wurden die



58 3. Methoden

Sphédren auf Selektionsmedium gesetzt. Der Gen-Knockdown wurde mittels qRT-PCR

(siehe Abschnitt 3.3.4.3) Gberprift.

3.5 Zellbiologische Methoden

Um die Toxizitat der eingesetzten Substanzen sowie die durch das Alter der Kultur
einhergehenden Verdnderungen bestimmen zu konnen, wurden verschiedene Assays
durchgefiihrt. In Abhangigkeit der ExperimentgroRe wurden verschiedene Platten
verwendet, welche zuvor fiir differenzierende Bedingungen, wie in Abschnitt 3.1.2
beschrieben, beschichtet wurden. Nach Abnahme des PBS-Puffers wurde die
entsprechende Anzahl an Zellen, welche aus Tabelle 3.31 ersichtlich ist, ausplattiert.
Die Exposition mit den zu untersuchenden Noxen erfolgte sowohl unter differen-
zierenden als auch unter proliferierenden Bedingungen. Die jeweiligen Behandlungs-

zeitrdume sind den entsprechenden Legenden der Experimente zu entnehmen.

Tabelle 3.34: Darstellung der verwendeten Platten mit der entsprechenden Anzahl
ausplattierter Zellen pro Well.

Platte ﬂafrﬁ Bodenform (Haczil/lszpez) (SZH?Q\?;Y) hNPCs Voil: rlen
8 Kammer-

Objekttrager 0,8 Flat-bottom 5x 10 2x10° 5 500
6-Well 9,6 Flat-bottom 2x10° 8x10° 60 5000
12-Well 3,8 Flat-bottom 1x10° 4x10° 10 1000
24-Well 2 Flat-bottom 5x 10" 2x10° 5 500
48-Well 0,75 Flat-bottom 2x 10" 1x10° 5 500
96-Well 0,32 Flat-bottom 1x10° 5x 10 1 100

3.5.1 Migrationsassay

Um mogliche Verdanderungen des Migrationsverhaltens zu analysieren, wurden Fotos
aller ausplattierten Sphdaren im Phasenkontrast aufgenommen. Die somit erhaltenen

Bilder wurden am Computer mit dem Programm MetaMorph ausgewertet (siehe
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Abbildung 3.10). Dabei wurde die zurilickgelegte Distanz der ausmigrierten Zellen vom
Sphéarenrand an mindestens drei verschiedenen Positionen, welche mindestens 90°
voneinander entfernt waren, vermessen. Um eine Gleichheit der verschiedenen Ver-
suche zur gewadhrleisten, mussten mindestens drei der funf ausplattierten Spharen
auswertbar sein. Die somit ermittelten Messwerte aus einer Kammer wurden zu einem

Wert gemittelt und gegen die Kontrolle aufgetragen.

Abbildung 3.8: Migrationsstrecken-Vermessung

Phasenkontrastaufnahme einer migrierenden Sphéare (VergréRerung 100x)

3.5.2 Proliferationsassay

Um mogliche Effekte der Alterung in Kultur auf das Proliferationsverhalten der hNPCs
zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Proliferationsassays durchgefiihrt. Die
Spharen wurden hierfir in Proliferationsmedium (B27) ausplattiert. Als Negativ-
kontrolle dienten Spharen, welche im Medium ohne Wachstumsfaktoren ausplattiert
wurden. Um eine Verklumpung der Spharen zu vermeiden, wurde pro Well jeweils nur

eine Sphare ausplattiert.

3.5.2.1 Proliferationsassay (Durchmesser Bestimmung)

Die hNPCs wurden in 96-Well-Platten ausplattiert und in einem Zeitraum von bis zu
drei Wochen wurde die GroBenzunahme der einzelnen Spharen bestimmt. Dafir
wurden die Neurospharen zur Durchmesserbestimmung alle zwei bis drei Tage mikros-
kopisch durch ein Foto dokumentiert. Der Durchmesser wurde im Anschluss mit Hilfe

des Programms MetaMorph bestimmt.
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3.5.2.2 BrdU-Assay

Zur Quantifizierung der Proliferation der Neurosphdren wurde der BrdU cell pro-
liferation ELISA (Roche) (Chemilumineszenz) nach Anweisung des Herstellers durch-
gefuhrt. Die Technik basiert auf dem Einbau von BrdU in die DNS von prolierenden
Zellen. Nach Einbau in die DNS kann das BrdU mit einem Immunoassay detektiert
werden. Da fir die Durchfihrung des Assays eine adhdrente Monolayer-Zellschicht
bendtigt wird, missen die Neurospharen nach einer 16 stiindigen BrdU-Inkubations-
zeit, durch eine zehnminitige Accutase-Behandlung vereinzelt werden. Um im Nach-
hinein die Zellen auf dem Plattenboden zu fixieren, muss die Accutase vollstandig
entfernt werden. Hierfir wird die Platte mit Hilfe eines Fohns erwarmt, bis die
gesamte FlUssigkeit verdampft ist. Die Messung erfolgte in einem Luminometer

(Tecan).

3.5.3 pB-Gal Farbung

Die B-Galaktosidase-Aktivitdt der Zellen kann durch eine Enzym-Substrat-Farbreaktion
nachgewiesen werden. Fir diesen Versuch wurden die Zellen auf 8-Kammer-Objekt-
tragern ausplattiert. Nach der gewilinschten Differenzierungszeit wurde 250 pl 12%
PFA in jedes Well pipettiert und im Warmeschrank bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde der gesamte Uberstand abgenommen und die Zellen
zweimal mit 1x PBS fir je funf Minuten gewaschen. AnschlieBend folgte eine
Ubernachtinkubation bei 37°C mit einer X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside)-Substratlosung. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mikroskopisch die gebildete Blaufarbung (5-Brom-4-Chlor-3-Hydro-

xyindol) dokumentiert.
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Tabelle 3.35: X-Gal Puffer

Volumen Mastermix
Kaliumhexacyanidoferrat(lll) 160 mg (5 mM)
Kaliumhexacyanoferrat(ll) Trihydrat 210 mg (5 mM)
Magnesiumchlorid Hexahydrat 40 mg (2 mM)
PBS 100 ml

Tabelle 3.36: X-Gal Stock Losung

Volumen Mastermix
x-Gal Puffer 20 mg
DMF (N,N Dimethylformamide) 0,5 ml

Tabelle 3.37: X-Gal Substratlésung

Volumen Mastermix
X-Gal Stock Lésung in warmen
X-Gal Puffer verdiinnen 1:40

3.5.4 Dichlorofluorescin (DCF) Assay

Zur Bestimmung der intrazellularen ROS-Bildung wurden die Zellen mit dem Farbstoff
H2DCF-DA gefarbt. DCF ist ein ROS-sensitiver Farbstoff, der aufgrund seiner fehlenden
Polaritdit membrangangig und nicht fluoreszierend ist. Durch intrazelluldre freie
Radikale wird der Farbstoff in der Zelle oxidiert (Barja, 2002). Das Reaktionsprodukt ist
fluoreszierend und kann aufgrund seiner Polaritdt die Zelle nicht mehr verlassen.
Durch Messung der Fluoreszenzintensitat ist es moglich, die intrazelluldren freien

Radikale zu quantifizieren.

3.5.4.1 Durchfiihrung des DCF-Assay in proliferierenden Sphéren

Die proliferieneden Neurosphdren wurden direkt nach der Behandlung mit HBSS-

Puffer gewaschen und unter Zellkulturbedienungen mit 20 uM H,DCF-DA in HBSS fir
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eine Stunde inkubiert. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, wurden die Neuro-
spharen nach erneutem Waschen mit Accutase fir 20 Minuten bei 37°C behandelt. Die
Zellsuspension wurde abzentrifugiert und das Zellpellet im kalten HBSS-Puffer resus-
pendiert. Die Fluoreszenzintensitat wurde mit einem FACS-Calibur bestimmt und mit

Hilfe der Software FlowJo ausgewertet.

3.5.4.2 Durchfiihrung des DCF-Assay in differenzierenden Sphdren

Differenzierende Zellen wurden direkt nach der Behandlung mit warmem HBSS-Puffer
gewaschen und unter Zellkulturbedingungen mit 50 uM H,DCF-DA in HBSS fir 30
Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut gewaschen und mit HBSS-

Puffer bedeckt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte am Tecan (475 Ex/525 Em).

3.5.5 Zytotoxizititsbestimmung

Um die toxischen Effekte der verwendeten Substanzen auf die Vitalitat der Zellkulturen
zu bestimmen, wurde ein Viabilitatstest (CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Alamar Blue
Assay) von Promega) sowie ein Zytotoxizitatstest (CytoTox-ONE Homogeneous

Membrane Integrity Assay (LDH) von Promega) durchgefiihrt.

3.5.5.1 CellTiter-Blue Cell Viability Assay

Bei der Atmungskette handelt es sich um einen wichtigen Teil des Energiestoff-
wechsels, der fir das Uberleben der Zellen essenziell ist. Der verwendete Assay
benutzt diese Eigenschaft der Zelle zur Bestimmung der Vitalitdt. Dabei wird der
Redoxfarbstoff Resazurin durch metabolisch aktive Zellen in den pink-farbenen
fluoreszierenden Farbstoff Resorufin umgesetzt (siehe Abbildung 3.11). Sterbende
Zellen hingegen verlieren innerhalb kurzer Zeit ihre metabolische Aktivitat, wodurch
das gemessene Signal proportional zur Vitalitdt der Zellen ist. Fiir die Durchfliihrung
wurde das Reagenz in einem Verhaltnis von 1:10 in das Medium pipettiert und flr zwei
Stunden im Brutschrank bei 37°C und 7,5% CO, inkubiert. Anschlieffend wurden die

Proben am Ascent Fluoroscan (540 Ex/590 Em) gemessen.
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Abbildung 3.9: Umsetzung von Resazurin zu Resorufin (Promega).

3.5.5.2 CytoTox-ONE Homogeneous Membrane Integrity Assay

Eine starke Schadigung der Zelle fihrt zum Verlust der Integritat der Zellmembran,
wodurch verschiedene Enzyme und Proteine wie z.B. die Laktatdehydrogenase (LDH) in
den extrazellularen Raum gelangen konnen. LDH oxidiert Laktat zu Pyruvat, dabei
werden Reduktionsdquivalente auf NAD Ubertragen. Durch die Diaphorase werden die
Reduktionsdquivalente auf Resazurin Gbertragen, welches zu Resorufin reduziert wird.
Die mit dieser Methode gemessene Fluoreszenz ist proportional zur vorhandenen
Laktatdehydrogenase. Fir die Durchfihrung dieses Assays wurde nach Ablauf der
Behandlungszeit aus jeder Kammer 100 pl Uberstand in eine 96-Well-Platte pipettiert.
AnschlieBend wurden 100 pl des CytoTox-ONE Reagenz hinzugefligt und bei 37°C fir
vier Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben am Ascent

Fluoroscan (540 Ex/590 Em) gemessen.
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Abbildung 3.10: Umsetzung von Resazurin zu Resorufin durch LDH (Promega).

3.5.6 Apoptosemessung

Die Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der zum Zelltod fuhrt. Im Gegensatz zur
Nekrose ist die Apoptose ein aktiver Vorgang, der unter Energieverbrauch ablauft. Um
apoptotische Zellen von nekrotischen Zellen zu unterscheiden, wurden Enzymakti-
vitatsmessung der Effektorcaspasen-3/7 durchgefiihrt sowie freie 3’OH-Enden der

geschnittenen DNS in der spateren Apoptose durch den TUNEL-Assay identifiziert.

3.5.6.1 Apo One Homogeneous Caspase-3/7-Assay

Caspasen-abhdngige Apoptose ist durch die Aktivierung der Effektorcaspasen-3/7
gekennzeichnet, welche mit diesem Assay gemessen werden kann. Fir die Durch-
fihrung wird das Substrat ((Z-DEVD) 2-Rhodamin 110 Substrat), welches spezifisch
durch die Caspase-3/7 geschnitten wird, 1:100 im Puffer verdiinnt. Der verwendete
Puffer dient zur Lyse der Zellen, wodurch die Caspasen ins Medium gelangen. Das
Substrat-Puffer-Gemisch wird 1:2 zu den behandelten Zellen hinzupippetiert und
mindestens eine Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit kdnnen
die Proben am Fluoroscan (485 Ex/530 Em) gemessen werden. Das so erhaltende

Fluoreszenzsignal ist proportional zur aktivierten Caspase-3/7.
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Abbildung 3.11: Spaltung des Caspase-Substrats Z-DEVD-R110 durch Caspase-3/7 (Promega).

3.5.6.2 TUNEL-Assay

Waéhrend der spadten Apoptose wird der DNS-Strang durch die Enzymaktivitdt von
Endonukleasen fragmentiert. Die so entstehenden DNS-Bruchstiicken werden mit Hilfe
von dem Enzym Terminale desoxynukleotidyl Transferase (TdT) mit fluoreszierenden
Nukleotiden am 3‘-OH-Ende markiert und kénnen so unter dem Fluoreszenz-Mikros-
kop sichtbar gemacht werden. Fir diesen Versuch wurden die Zellen auf 8-Kammer-
Objekttragern ausplattiert. Nach der jeweiligen Behandlungszeit wurde 250 pl 12% PFA
in jedes Well pipettiert und im Warmeschrank bei 37°C fir 15 Minuten inkubiert.
Danach wurde der gesamte Uberstand abgenommen und die Zellen zweimal mit 1x
PBS fir je finf Minuten gewaschen. Anschliefend folgte eine einstiindige Inkubation
bei 37°C mit der TUNEL-Reaktionslosung. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS (je
finf Minuten) wurden die Deckgldaschen mittels Vectashield auf den Objekttrager
eingebettet und anschlieBend mit Nagellack luftdicht versiegelt. Die Analyse der
Praparate erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop, wobei die Aufnahmen mit einer

Kamera aufgenommen wurden.
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Tabelle 3.38: Zusammensetzung der TUNEL-Reaktionsl6sung

TUNEL-Reaktionslosung

CoClI2 25 mM
TdT 25 mM
Fluorescin-12-dUTP 1mM
5x Terminal Transferase Buffer 1:5
Triton-X100 0,1%
Hoechst 1%

3.6  Statistik

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistischen
Analysen wurden mit dem Two-way RM ANOVA mit Bonferroni posttest und dem T-
Test durchgefihrt, wobei das Signifikanzniveau von p < 0,05 gewahlt wurde (Graph Pad

Prism 5 Software).
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4  Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Zellmodells, welches Alterungsprozesse
von NPC in vitro abbildet. In diesem Zellmodell sollten desweiteren die alters-ab-
hangige Veranderung der antioxidativen Kapazitdt sowie die Rolle des Masterregu-

lators Nrf2 bei der NPC Alterung untersucht werden.

4.1 Die Etablierung von humanen NPCs als in vitro Alterungsmodell

Zur Entwicklung eines in vitro Alterungsmodells war es zum einen wichtig, primare
nicht-immortalisierte Zellen zu nutzen, zum anderen sollten sie den richtigen Zelltyp,
namlich NPC, wenn moglich vom Menschen, reprasentieren. Daher wurde fiir diese Ar-
beit auf humane NPC (hNPC) zuriickgegriffen. Diese Zellen entstehen wahrend der
Organogenese, bringen Neurone sowie Gliazellen hervor und persistieren als adulte
NPC bis ins hohe Alter im Gehirn des Menschen (Galvan und Jin, 2007).

Die NPC dieser Arbeit wurden aus einem Homogenat fotalen Kompletthirns gewonnen
und als bereits propagierte NPC kommerziell erworben (Lonza, Verviers, Belgien).
Diese als 3D Neurosphdren wachsende Kultur wurde in Anwesenheit von Wachstums-
faktoren (EGF und FGF) im proliferierenden Zustand tiber Monate kultiviert (Abbildung
4.1), um zu untersuchen, ob solche in vitro gealterten Spharen -im Folgenden als alte
Sphéren bezeichnet- den Phanotyp in situ gealterter NPC wiederspiegeln. Dazu wurde,
wie aus Abbildung 4.1 ersichtlich, in regelmaRigen Intervallen von 2 bis 3 Monaten die
proliferative Kapazitdat sowie das Migrations- und Differenzierungsverhalten der
alternden NPC untersucht. Von diesen Versuchen wurde erwartet, dass mit
zunehmendem Alter die proliferative, migratorische sowie die Differenzierungs-

fahigkeit der NPCs abnimmt.
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T T

| | | | |

| 1 | 1 I

0 2 4 6 9
Monate in Kultur

Abbildung 4.1: Die Kultur von in vitro gealterten hNPCs

Humane Neurosphdren wurden Uiber einen Zeitraum von neun Monaten unter proliferierenden Bedin-
gungen kultiviert. Wahrend dieser Zeit wurden die Endpunkte Proliferation, Migration und Differen-
zierung in den hNPCs nach 1-2, 3-4, 5-6 und 7-8 Monaten in Kultur untersucht.

4.1.1 Die Proliferationskapazitat von in vitro gealterten hNPCs

Da es sich bei den hNPCs dieser Arbeit um dreidimensionale Spharenkulturen handelt,
gibt es mehrere Moglichkeiten, die Proliferation dieser Organoide zu bestimmen. Zum
einen lasst sich die Zunahme des Spahrendurchmessers liber die Zeit mikroskopisch
vermessen. Diese Methode ist nicht-invasiv, relativ kostenglinstig und ldsst sich
computerbasiert auswerten. Dabei werden Uber einen Zeitraum von 28 Tagen alle zwei
bis drei Tage Phasenkontrastaufnahmen von einzelnen Sphéren in einzelnen Wells
einer 96-Well Platte aufgenommen und somit die Durchmesserzunahme Uber die Zeit

bestimmt.
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Abbildung 4.2: Die Proliferationskapazitat von in vitro gealterten Spharen.

Die Spharen wurden vor dem Ausplattieren mechanisch auf eine GrofRe von 0,3 um zerkleinert. Fur die
verschiedenen Endpunkte wurden am darauf folgenden Tag gleichgroRe Spharen herausgesucht und je
eine Sphére pro Well ausplattiert. (A) Die Proliferation wurde Gber einen Zeitraum von 28 Tagen verfolgt
und ist als Mittelwert + SEM der Steigung der Ausgleichsgeraden des Spharendurchmessers iber diesen
Zeitraum in Prozent der 1-2 Monate alten Sphéren von drei unabhéngigen Experimenten gezeigt (zehn
Spharen pro Versuch). (B) Proliferation wurde mit einem BrdU-ELISA (Roche) gemessen. Die
Proliferation ist als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Versuchen in Prozent der einen Monat
alten Spharen aufgetragen (sechs Spharen pro Versuch). (C) Phasenkontrastaufnahme von proliferie-
renden Sphéaren. Reprasentative Bilder junger (1-2 Monate) und alter (8-9 Monate) Spharen zu Beginn
und 13 Tage nach Start des Assays (Mal3stab 250 um, 100-fache VergréoRerung; * = p < 0,05).

Die mittels der Software MetaMorph durchgefiihrte Analyse ergab fiir die 3-4 Monate
alten hNPCs eine Abnahme der Duchmesserzunahme von 24,04 + 7,51%, fir die 5-6
Monate alten 55,45 + 4,05% und fir die 8-9 Monate alten 77,02 + 3,85% im Vergleich
zu den 1-2 Monate alten Sphéaren (Abbildung 4.2 A). Die Proliferationsrate nahm folg-
lich mit dem Alter der Spharen in Kultur signifikant ab. Diese Daten wurden durch den
auf Lumineszenz basierenden BrdU-Assay bestétigt (Abbildung 4.2 B) Der BrdU Einbau
nahm in den 6-7 Monate alten Spharen um 58,49 + 10,94%, in den 8-9 Monate alten
Spharen um 77,10 £ 4,70% und in den 10-11 Monate alten Sphaenren um 89,94 +

3,35% im Vergleich zu einem Monat alten Sphéaren ab (Abbildung 4.2 B). Dabei lag das
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Kulturalter, bei dem sich die Proliferation um 50% verringert hat, (inhibitorisches Alter
50 = |A5) bei beiden Messmethoden zwischen 5 und 6 Monaten. (Abbildung 4.2 A&B)

Die nachsten Untersuchungen beschaftigten sich mit der Frage, welche molekularen
Parameter mit der proliferativen Seneszenz gealterter NPC assoziiert sind. Da aus der
Literatur bekannt ist, dass EGF zu einer Stimulation der Proliferation in Zellen aus dem
Gyrus dentatus in vivo und in vitro beitragt (Enwere et al., 2004; Gould und Tanapat,
1997a; Reynolds und Weiss, 1992) und unsere eigenen Arbeiten zeigten, dass die
Durchmesserzunahme der Neurospharen (iber die Zeit von der EGF Konzentration im
Medium abhangig ist (Moors et al., 2009), wurde im nachsten Schritt die EGF-Rezeptor
(EGF-R)-Expression in proliferierenden Neurosphdren untersucht. Zu diesem Zweck
wurden nach ein, drei, finf und sieben Monaten der Spharen in Kultur quantitative
real time RT-PCR (qrtRT-PCR) Analysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse bestdtigen eine
Korrelation zwischen der Abnahme der Proliferation und der Expression des EGF-
Rezeptors, da die Expression des Rezeptors ebenfalls signifikant mit dem Alter ab-
nimmt (3 Monate alte 49,85 + 15,58%, 5 Monate alte 34,91 + 9,81% und 7 Monate alte
Sphéaren 28,10 + 7,83% der einen Monat alten Kontrolle; Abbildung 4.3 A). Zusatzlich
zu der grtPCR wurden Western-Blot-Analysen zur Bestimmung der Expression des EGF-
Rezeptors in denselben hNPCs durchgefiihrt. Die densitometrische Quantifizierung der
Proteinexpression ergab ebenfalls eine signifikante Abnahme des EGF-R mit dem Alter
der Spharen (3 Monate alte 57,37 + 14,01%, 5 Monate alte 37,98 + 7,78% und 7
Monate alte hNPC 16,01 * 3,39% von der einen Monat alten Kultur) (Abbildung 4.3 B).
Dabei korrelierte die Abnahme der EGF-R Genexpression sehr gut mit der Abnahme

des EGF-R Proteins (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Die Expression des EGF-Rezeptors.

Neurosphédren wurden (iber einen Zeitraum von 7 Monaten unter proliferierenden Bedingungen kulti-
viert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und auf die Expression des EGF-
Rezeptors hin untersucht. (A) Mittels qRT-PCR ermittelte EGFR-Expression wurde auf B-Aktin ab-
geglichen. (B) Das Gesamtprotein wurde mittels Western-Blot analysiert. Die densitometrische
Quantifizierung der Proteinexpression ist relativ zur 1 Monat alten Kultur aufgetragen, die EGFR-
Expression ist auf Tubulin abgeglichen. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SEM von drei unabhdngigen
Experimenten und einen reprasentativen Wester Blot (* = p < 0,05).

4.1.2 Untersuchungen zur Migration und zum Differenzierungsverhalten von

in vitro gealterten Neurosphdren

Um zu untersuchen, ob die Alterung in vitro die Migration von hNPCs beeinflusst,
wurde ein Migrations-Assay durchgefiihrt. Dazu wurde die Migrationsstrecke der
Neurosphdren nach 1-2, 3-4, 5-6 und 8-9 Monaten in Kultur jeweils 48 Stunden nach
Ausplattierung fotografiert und vermessen. Wie der Abbildung 4.4 zu entnehmen ist,
hat das Alter der Kultur keinen Einfluss auf das Migrationsvermogen der hNPCs, da die

Migrationsstrecke fiir jedes Alter 850£86 um betragt.
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Abbildung 4.4: Das Migrationsverhalten von in vitro gealterten Neurospharen.

Neurosphdren wurden in einen mit Poly-D-Lysin/Laminin-beschichteten 8-Kammer Objekttrager aus-
plattiert. 48 Stunden nach Start der Migration/Differenzierung wurden sie fotografisch dokumentiert
und die Migrationsstrecke mit dem Programm MetaMorph vermessen. (A) Repradsentative Bild-
ausschnitte junger und alter differenzierender hNPCs im Phasenkontrast (MaRstab 250 um, 100-fache
VergroBerung). (B) Dargestellt ist die Migrationsstrecke als Mittelwerte + SEM aus mindestens drei
unabhangigen Experimenten mit jeweils zehn Neurosphéren.

Da aus der Literatur bekannt ist, dass es wahrend des Alterungsprozesses zum Verlust
der Differenzierungskapazitat der neuralen Progenitorzellen kommt (Lichtenwalner et
al., 2001), wurde im nachsten Schritt, der Einfluss der Alterung auf die Differenzierung
der in vitro gealterten hNPCs durch immunzytochemische Farbungen untersucht.
Hierflr wurden 1-2, 3-4, 5-6 und 7-8 Monate in Kultur gealterte Neurospharen aus-
plattiert. Nach mehreren Tagen Differenzierung (fiinf Tage fiir neuronale Differen-
zierung, 7 Tage fur Oligodendrozytendifferenzierung) wurden die Spharen mit Anti-
kdrpern gegen den neuronalen Marker B(l11)-Tubulin und den Oligodendrozytenmarker

04 gefarbt.
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Abbildung 4.5: Die Differenzierungskapazitat von in vitro gealterten hNPCs.

Neurosphdren wurden lber einen Zeitraum von mehreren Tagen unter differenzierenden Bedingungen
kultiviert und anschlieBend immunzytochemisch gefarbt. (A) Reprasentative Bildausschnitte: B(lll)-
Tubulin (Neurone, griin), 04 (Oligodendrozyten, rot) und Hoechst 33342 (Zellkerne, blau) (200-fache
VergrofRerung). Quantitative Auswertung: dargestellt ist der prozentuale Anteil an B(l11)-Tubulin (B) und
04 (C) positiven Zellen zur Gesamtzellzahl von drei unabhangigen Experimenten (finf Spharen pro
Experiment; * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001).

Die Differenzierungsanalysen ergaben, dass es mit zunehmendem Alter der hNPC
Kultur zu einem Verlust der Differenzierungskapazitat dieser Zellen kommt. So zeigen
die Untersuchungen zu den B(lll)-Tubulin positiven Zellen, dass in der 1-2 Monate alten
Kultur 21,35 * 3,25% Neurone vorhanden sind, wahrend in der 3-4 Monate alten Kultur
mit 10,89 = 1,63% bereits signifikant weniger Zellen B(lll) positiv sind. Dieser Trend
setzt sich mit 4,44 + 0,93% in der 5-6 Monate alten Kultur und 0,86 + 0,02% Neurone in
der 7-8 Monate alten Kultur mit dem Alter fort (Abbildung 4.5 B). Demzufolge kommt

es zu einem signifikanten Verlust der Kapazitat der NPC in Neurone zu differenzieren.
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Die Differenzierung zu Oligodendrozyten (04 positive Zellen) zeigt ein dhnliches Bild,
hier sind bereits nach 3-4 Monaten in Kultur kaum noch 04 positive Zellen zu
verzeichnen (Abbildung 4.5 C). Um Zelltod als einen moglichen Grund fir den Verlust
der Differenzierungskapazitat auszuschliefen, wurde ein Alamar Blue Assay zur Be-
stimmung der Zellviabilitat der in vitro gealterten hNPCs durchgefiihrt. Dieser zeigte
jedoch keine signifikante Verdanderung der Viabilitat der in vitro gealterten Sphare
(Abbildung 4.6). Diese Ergebnisse deuten demnach darauf hin, dass der Verlust der

Differenzierung nicht auf verstarktem Zelltod der gealterten NPC beruht.
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Abbildung 4.6: Viabilitatsmessung in jungen und alten hNPCs.

Neurosphdren wurden in einer mit Poly-D-Lysin/Laminin-beschichteten Multiwell-Platte ausplattiert.
Funf Tage nach Beginn der Migration/Differenzierung wurde die Zellviabilitdt mittels CellTiter Blue Assay
(Promega) gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhangigen Versuchen als Mittelwerte
+ SEM prozentual zu der 1-2 Monate alten Kultur.

4.1.3 Untersuchungen zur Expression von spezifischen Alterungsmarkern

Um auszuschlieBen, dass es sich bei der Reduktion der Proliferation und Differenzie-
rungskapazitat um Kulturartefakte und nicht um echte Alterseffekte handelt, wurden

Waf1/Cip1/Sdil

die etablierten Alterungsmarker p21 und B-Gal in den in vitro gealterten

hNPCs untersucht.
p21waf1/c"°1/s’di1 ist ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen und somit ein Zellzyklus-
Regulator, der zum Arrest des Zellzyklus beitrigt (Sherr und Roberts, 1995). Uber-
expression von p21waf1/Cip1/S’di1 flihrt in verschiedenen Zelllinien zur proliferativen
Seneszenz, beziehungsweise kann durch Inaktivierung des p21\’va“c1/Cip1/Sclil der Zustand

der Seneszenz verhindert werden (Vogt et al., 1998; Noda et al., 1994; Brown et al.,

1997). Ob p21waf1/c"°1/s’di1 auch in alternden NPC Uberreprasentiert wird, wurde durch
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Waf1/Cip1/Sdil

Genexpressionsanalysen von p21 in ein, drei, finf und sieben Monaten in

Kultur gealterten NPC untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass es mit zunehmendem
Alter der Kultur basal zu einer vermehrten Expression der p21\’va“c1/Cip1/Sdil mRNS
Expression kommt, die in den finf und sieben Monate alten Sphadren Signifikanz
erreicht (drei Monate alte 180,52 + 53,65%, finf Monate alte 227,56 + 35,56% und
sieben Monate alte Spharen 257,31 + 33,42% von der einen Monat alten Kultur;

Abbildung 4.7)

400
*
i M
£ T
£ 2004
g
&
§ 1004
0 T T
1 3 5 7

Monate in Kultur

Abbildung 4.7: Die Expression von P21 "af/cip/sdi1

Neurosphdren wurden Uber einen Zeitraum von bis zu sieben Monaten unter proliferierenden Be-
dingungen kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und auf die
Genexpression von P21"e/9PY5L ivtels qRT-PCR untersucht. Die ermittelten Werte wurden auf B-
Aktin abgeglichen und sind als Prozent 1 Monate alter hNPC aufgetragen. Aufgetragen sind die Daten
von drei unabhangigen Versuchen + SEM (* = p < 0,05).

Ein weiterer etablierter Seneszenzmarker ist die vermehrte B-Galaktosidase-Aktivitat,
die Gber X-Gal-Spaltung durch die B-Galaktosidase (B-Gal), welche zu einer Blaufarbung
fuhrt, nachgewiesen wird (Dimri et al., 1995; Wagner et al., 2008). Diese Vermehrung
der B-Gal-Aktivitat in gealterten Zellen beruht auf einer Alternsabhangigen Zunahme
der Lysosomen, in denen die B-Galaktosidase lokalisiert ist (Kurz et al., 2000). Wie
Abbildung 4.8 zeigt, findet sich eine vermehrte B-Gal-Aktivitdt in den in Kultur
gealterten hNPC (5-6 Monate in Kultur) im Vergleich zu den jungen hNPCs (1-2 Monate

Waf1/Cip1/Sdil

in Kultur). Sowohl die vermehrte p21 Expression als auch die gesteigerte -

Gal-Aktivitat lassen somit auf eine Alterung der Zellen in Kultur schlieRen.
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1-2 Monate 5-6 Monate

Abbildung 4.8: Die Farbung der B-Galaktosidase in jungen und alten hNPCs.

Zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat als Alterungsmarker wurden 1-2 und 5-6 Monate alte
Neurosphéaren nach 72 Stunden Differenzierung mit einer Formaldehyd-Losung fixiert, anschlieBend mit
einer XGal-Substratlosung liberschichtet und fir 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. (A) Phasenkontrast-
aufnahme der Migrationsflache (B) Phasenkontrastaufnahme der Sphéare. Dargestellt sind reprasentative
Bildausschnitte (100-fache VergroRerung).

Da in der Literatur beschrieben wurde, dass eine Lang-Zeit-Kultivierung von Maus-
Spharen zu einer chromosomalen Instabilitat flhrt (Vukicevic et al., 2010), wurden im
nachsten Schritt zytogenetische Untersuchungen an den in vitro gealterten Spharen
durchgefiihrt. Es konnte bei den 2, 4, 6 und 8 Monate alten Spharen ein numerischer

und strukturell unauffalliger mannlicher Karyotyp bestimmt werden.
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Abbildung 4.9: Karyotypisierung von in vitro gealterten hNPCs.

Reprasentatives Karyogramm von mindestens 8 Metaphaseplatten von 2, 4, 6 und 8 Monate alten
Neurosphéren.

4.2 Das antioxidative Potential von hNPCs

Die schon 1956 veroffentlichte ,Free Radical Theory of Aging’ besagt, dass oxidativer
Stress ursachlich an zelluldren Alterungsprozessen beteiligt ist (Harman, 1956; Harman,
2006; Lee et al., 2012). Ob auch bei der NPC Alterung oxidative Prozesse eine ursach-
liche Rolle spielen wurde hier untersucht, indem die Expression sowie die Induzier-
barkeit von CAT, SOD und GPx in alternden NPC analysiert wurde. Diese Unter-
suchungen beruhten auf den Beobachtungen, dass kultivierte Ratten-Astrozyten mit
dem Alter zunehmend empfindlicher auf oxidativen Stress reagieren (Papadopoulos et

al., 1998) und es mit dem Alter zu einem Verlust der fiir die antioxidative Abwehr
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verantwortlichen Enzyme wie der CAT, SOD und GPx in Nagern kommt (Liu und Mori,

1999; Serrano und Klann, 2004)

4.2.1 Effekte von H,0, auf hNPCs und SH-SY5Y-Zellen

Um die antioxidative Kapazitdt von NPCs zu Uberpriifen, wurden die Zellen mit H,0,
belastet und nach 24 Studen der Zelltod lber die Freisetzung der LDH ins Medium
gemessen. Da eine grofle Menge von Studien die humane Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y flr Toxizitatstestugen verwendet, wurden diese Zellen zum Vergleich in die
Untersuchungen mit einbezogen. Die LDH-Konzentrationen im Uberstand zeigten, dass
sowohl H,0, als auch Staurosporin, welches als Zelltodkontrolle mitgeflihrt wurde,
konzentrationsabhangig den Zelltod herbeifiihren (Abbildung 4.10). Allerdings rea-
gieren die SH-SY5Y-Zellen wesentlich sensitiver auf die Behandlung mit H,0, (0,1 mM
H,0,: 58 % LDH-Freisetzung) und Staurosporin (0,05 uM Staurosporin: 69 % LDH-
Freisetzung) als die Neurospharen (0,1 mM H,0,: 6 % LDH Freisetzung; 0,05 uM
Staurosporin: 44 %; Abbildung 4.10 B). Diese Daten konnten durch mikroskopische
Phasenkontrastaufnahmen bestéatigt werden. Wahrend bereits 0,1 mM H,0, zu mor-
phologischen Veranderungen, wie etwa abgerundeten und angeschwollenen Zellen
der SH-SY5Y-Zellen fihren, treten bei den hNPCs solche Veranderungen erst bei 1 mM
H,0, auf (Abbildung 4.10 A).
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Abbildung 4.10: H,0, beeinflusst die Zellvitalitit von hNPCs und SH-SY5Y-Zellen.

Differenzierende Neurospharen und SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 1 mM und 0,1 mM H,0,
bzw. Staurosporin (STS) belastet. AnschlieBend wurde die Zytotoxizitat mittels des CytoTox-ONE
Homogeneous Membrane Integrity Assay gemessen. Dargestellt sind (A) reprasentative Phasenkontrast-
Aufnahmen (400fache VergroRerung, der GroRenbalken reprasentiert 20 um) und (B) die Zytotoxizitat
aufgetragen in % der maximalen Belastung. Die Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert + SEM von
drei unabhangigen Versuchen; c = Kontrolle.

Um zu untersuchen, ob H,0, einen nekrotischen oder apoptotischen Zelltod auslost,
wurde als nachstes ein TUNEL-Assay durchgefiihrt. Hierflir wurden die Zellen fur 24

Stunden mit 1 mM H,0,; sowie fiir zwolf Stunden mit 1 uM Staurosporin belastet. Wie
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die Mikroskopaufnahmen zeigen, fliihren sowohl die H,0,- als auch die Staurosporin-
Behandlungen in beiden Zelltypen (hNPC und SH-SY5Y) zu TUNEL-positiven Zellen,
welches einem apoptotischen Zelltod entspricht (Abbildung 4.11 A+B). Desweiteren
zeigen die durchgefiihrten Kontrollen, dass es sich bei den TUNEL-positiven Zellen
nicht um unspezifische Bindungen handelt, da in der Negativkontrolle (Farbung ohne
TdT) sowie in den unbehandelten Proben keine Farbung vorhanden ist.

Desweitern wurde untersucht, ob die eingeleitete Apoptose Caspase-abhangig oder
-unabhangig ist. Wie Abbildung 4.11 C erkennen ldsst, induziert Staurosporin in den
hNPCs die Effektor-Caspase-3/7-Aktivitat signifikant auf 431,5 + 65,5% im Vergleich zur
Kontrolle. Im Gegensatz dazu zeigen die mit H,0, belasteten Neurosphadren keine
Erhohung der Caspase-3/7-Aktivitat. Daraus folgert, dass H,O, in hNPCs Caspase-unab-
hangig Apoptose induziert. Ahnlich verhilt es sich auch in SH-SY5Y-Zellen. Hier wird die
Caspase-3/7-Aktivitat durch Staurosporin (1 uM) nach neun Stunden um 170 %, nach
zwolf Stunden um 180 % und nach 24 Stunden noch um 80 % gegeniiber der Kontrolle
induziert. Desweiteren reduziert 1 mM H,0, die Caspase-3/7-Aktivitat nach zwolf
Stunden um 70 % im Verhaltnis zur Kontrolle. Eine Exposition gegentiber 0,1 mM H,0,
zeigte keine signifikante Veranderung in der Caspase-Aktivitat (Abbildung 4.11 D).
Demzufolge wird auch in SH-SY5Y-Zellen durch H,0, eine Caspase-unabhéngige Apop-

tose induziert (Teile der Ergebnisse wurden in Moors et al., 2009 publiziert).



4. Ergebnisse 81

A  hNPC
Phasenkontrast Hoechst TUNEL ohne TdT

(2

1 uM Staurosporin

B  SH-SY5Y
Phasenkontrast Hoechst TUNEL ohne TdT

N “ »
Kontrolle

20 um

-
20 pm

C hNPC D SH-SY5Y

@)

1 uM Staurosporin

600 400

300

—@— Kontrolle

400 * —&— Kontrolle
* 1puM Staurosporin
200+ 1mM H202

1M Staurosporin
1mM H202

200+ 0,1mM H202 0,1mM H202
100{ 00—~ —v—0——o

———————————

>
>
4

c

Caspase 3/7 aktivitit in (%) der Kontrolle
Caspase 3/7 aktivitit in (%) der Kontrolle

T T 1
10 20 30
Zeitin (h) Zeitin (h)

c

)
o
=
o
n
o

30

Abbildung 4.11: H,0,-induziert Caspase-unabhangige Apoptose.

(A) Differenzierende hNPC und (B) SH-SY5Y-Zellen wurden mit 1 mM H,0, oder 1 uM Staurosporin be-
lastet. Nach zwolfstiindiger Staurosporin- und 24-stiindiger H,0,-Belastung wurden die Zellen auf dem
Objekttrager fixiert und mittels TUNEL-Assay-Reagenz sowie Hoechst gefarbt. Gezeigt sind repra-
sentative Bildausschnitte (MaRstab 20 um, 400-fache VergroRerung). (C+D) Die (C) hNPC und (D) SH-
SY5Y-Zellen wurden unter differenzierenden Bedingungen mit 0,1 mM und 1 mM H,0, sowie 1 pM
Staurosporin belastet. Eine Caspase-3/7-Aktivitditsmessung erfolgte jeweils zu den Zeitpunkten 1, 4, 9,
12 und 24 Stunden nach Belastung. Die auf die Kontrolle normierte Caspase-3/7-Aktivitat ist als
Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhangigen Belastungen gezeigt (* = p < 0,05).
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4.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen zur Genexpression von CAT,

GPx und SOD

Aufgrund der unterschiedlichen Sensibilitdt der untersuchten Zellen gegentiiber oxi-
dativem Stress wurde im nachsten Schritt die Genexpression einiger an antioxidativen
Schutzmechanismen beteiligten Gene in Neurosphdren und SH-SY5Y-Zellen untersucht.
Diese Analysen wurden in differenzierten hNPC und SH-SY5Y durchgefiihrt. Die Dif-
ferenzierung der hNPC wurden unter 4.1. bereits ausreichend beschrieben. Die
Differenzierungskontrolle der mit Retinsdure differenzierten SH-SY5Y-Zellen (Pahlman
et al., 1984; Sidell, 1982) geschah mittels Immunfluoreszenz und Western-Blot
Analysen. Als Marker fir neuronale Differenzierung diente B(lll)-Tubulin und als
Marker fir undifferenzierte neurale Vorlduferzellen wurde Nestin verwendet. Als
Kontrolle dienten proliferierende SH-SY5Y-Zellen, welche ohne Retinsdure kultiviert
wurden. 7 Tage nach Differenzierungsbeginn fand sich eine deutliche Zunahme der
B(IN-Tubulin Expression und eine ebenso klare Abnahme des Nestin Proteins. Beide
Proteine deuten darauf hin, dass erst nach 7 Tage Differenzierung im Beisein von
Retinsdure eine ausreichende Differenzierung der SH-SY5Y-Zellen erreicht ist
(Abbildung 4.12), sodass fiir alle weiteren Experimente mit SH-SY5Y-Zellen dieser

Zeitpunkt gewahlt wurde.
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Abbildung 4.12: Die Kontrolle des Differenzierungsstatus von SH-SY5Y-Zellen.

SH-SY5Y-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 5, 6 und 7 Tagen unter differenzierenden Bedingungen
kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Differenzierungsstatus der Zellen mittels Immun-
zytochemie und Western-Blot Analysen der Proteine B(lll)-Tubulin und Nestin kontrolliert. Als Kontrolle
dienten undifferenzierte Zellen. (A) Reprasentativer Western-Blot von B(lll)-Tubulin und Nestin; (B+C)
densitometrische Quantifizierung von A relativ zur Kontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert + Min/Max in
Prozent der Kontrolle von zwei unabhangigen Experimenten. (D) Reprasentative immunzytochemische
Aufnahmen nach 72 Stunden (MaRstab 100 um; 100-fache VergréBerung), B(Ill)-Tubulin (rot), Nestin
(grin) und Hoechst 33342 (Zellkerne, blau).

Nun konnte in den differenzierenden Zellen untersucht werden, inwieweit sich die ba-
sale Expression der an antioxidativen Schutzmechanismen beteiligten Gene SOD, GPx
und CAT der hNPCs von denen der SH-SY5Y-Zellen unterscheidet. Daflir wurde eine

grtRT-PCR zundchst mit unbehandelten Zellen durchgefihrt. Wie der Abbildung 4.13
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zu entnehmen ist, haben SH-SY5Y-Zellen in allen untersuchten Genen eine wesentlich
geringere Expression als die hNPCs, das Verhaltnis der Enzyme zueinander ist jedoch in
hNPCs und SH-SY5Y-Zellen sehr dhnlich: Am hochsten ist GPx exprimiert (hNPC: 3990
Kopien/10000 Kopien R-Aktin, SH-SY5Y: 560 Kopien/10000 Kopien R-Aktin), gefolgt von
CAT (hNPC: 1842 Kopien/10000 Kopien R-Aktin, SH-SY5Y: 390 Kopien/10000 Kopien R-
Aktin) und die geringste Expression zeigte die SOD (hNPC: 1013 Kopien/10000 Kopien
B-Aktin, SH-SY5Y: 49 Kopien/10000 Kopien R-Aktin).
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Abbildung 4.13: Die basale Genexpression der antioxidativen Enzyme in hNPCs und SH-SY5Y-
Zellen.

hNPCs sowie SH-SY5Y-Zellen wurden ausplattiert und nach 48 Stunden ohne Belastung geerntet. Die
Expression der zu untersuchenden Gene wurde mittels qRT-PCR ermittelt und auf das Haushaltsgen -
Aktin abgeglichen. Dargestellt sind die Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Experimenten.

Um die Adaptationsfahigkeit auf oxidativen Stress der Zellsysteme vergleichend zu un-
tersuchen, wurden grtRT-PCRs von Zellen durchgefiihrt, welche fiir acht Stunden mit
0,1 mM H,0, belastet wurden. Da in den Vorversuchen die Zellviabilidgt der SH-SY5Y-
Zellen bei dieser Konzentration bereits beeintrachtigt war (Abbildung 4.10 B), wurden
diese ebenfalls noch mit einer niedrigeren H,0,-Konzentration fiir denselben Zeitraum
belastet. Wie in Abbildung 4.14 A zu erkennen ist, fihrte eine achtstiindige Behand-
lung der differenzierenden Neurosphdren mit 0,1 mM H,0, zu einer Induktion der
Genexpression der an der antioxidativen Abwehr beteiligten Gene. Die Expression der
SOD erhoht sich dabei signifikant auf 285,06 + 45,54%, die der GPx auf 339,94 *
40,54% und die der CAT auf 296,86 + 37,98% der unbehandelten Kontrolle. Die
Behandlung der SH-SY5Y-Zellen mit H,0, fiihrte hingegen nicht zu einer Induktion der
untersuchten Gene (Abbildung 4.14 B). Diese Daten liefern somit eine Erklarung fir die

héhere Empfindlichkeit von SH-SY5Y-Zellen im Vergleich zu hNPC gegeniiber oxida-
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tivem Stress-induzierten Zelltod: die an der Detoxifizierung von ROS beteiligten Gen-
produkte sind bereits basal in SH-SY5Y-Zellen niedriger exprimiert als in hNPC und
lassen sich durch H,0;, auch nur in hNPC, nicht aber in SH-SY5Y-Zellen ca. dreifach

aufregulieren.
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Abbildung 4.14: Der Einfluss von H,0, auf die Genexpression von SOD, GPx und CAT.

(A) Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung mit 0,1 mM H,0, und (B) differenzierte SH-
SY5Y-Zellen mit 0,05 und 0,1 mM H,0, belastet. Nach einer 8-stlindigen Belastung wurden die Zellen
geerntet und mittels qRT-PCR die Expression von CAT, GPx und SOD ermittelt. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten + SEM abgeglichen auf das Haushaltsgen B-Aktin und
bezogen auf die jeweilige Kontrolle in Prozent (* = p < 0,05).

4.2.3 Antwort auf oxidativen Stress in jungen versus alten Neurospharen

Die vergleichenden Ergebnisse zur antioxidativen Abwehr sowie zur Empfindlichkeit
gegeniber oxidativem Stress in hNPC versus SH-SY5Y-Zellen zeigen, dass eine niedrige
Expression sowie fehlende Regulation der antioxidativen Genprodukte von SOD, GPx
und CAT die Empfindlichkeit gegeniiber ROS-induziertem Zelltod erhéht. Daher war es
eine Hypothese, dass auch in alternden hNPC in vitro moglicherweise eine Dys-
regulation dieser AbwehrmalRnahmen vorliegt. Um diese Hypothese zu testen, wurden
zunachst junge (1-2 Monate alte), dltere (3-4 Monate alte) und alte (5-6 Monate alte)
hNPC mit den oxidativen Stressoren Tetrachlorohydrochinon (TCHQ) und H,0, belastet
(Murphy et al., 1989; Zhu et al., 2000). Bei den hohen Konzentrationen H,0, (1 mM)
und TCHQ (0,1 mM) gab es nach der 16-stiindigen Belastung keine Unterschiede in der
Viabilitat zwischen den jungen und alten Sphéaren. Bei den physiologisch relevanteren
Konzentrationen im mittleren bis niedrigen Konzentrationsbereich sind jedoch

signifikante, altersabhangige Unterschiede in der Viabilitdt im Vergleich zur unbe-
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handelten Kontrolle zu verzeichnen (0,1 mM H,0,: 2 Monate 71,20 + 2,64 %, 5 Monate
53,15 + 2,46 % und 7 Monate 44,51 + 1,54 %; 0,01mM TCHQ: 2 Monate 66,79 * 2,70 %,
5 Monate 41,37 £ 0,99 % und 7 Monate 35,99 + 4,20 % der Kontrolle; Abbildung 4.15).
Diese alternsabhdngigen Unterschiede in der Viabilitat nach oxidativem Stress werden
auch in den ECso-Werten offensichtlich. Fir H,O; liegt der ECso-Wert fiir die jungen, 2
Monate kultivierten hNPC bei 0,150 mM und fiir die alten, 7 Monate kultivierten Zellen
bei 0,081 mM, was ungefahr einer Verdopplung des ECsq entspricht (Tabelle 4.2). Fir
TCHQ liegt der ECso-Wert fiir die jungen, 2 Monate kultivierten hNPC bei 0,015 und fir
die alten, 7 Monate kultivierten Zellen bei 0,0067 mM, was ebenfalls einer etwaigen

Verdopplung des ECsg entspricht (Tabelle 4.1).
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Abbildung 4.15: Alte hNPCs sind sensitiver gegeniiber oxidativem Stress als junge.

Verschiedene Alter der Neurospharen (2, 5 und 7 Monate in Kultur) wurden wahrend der Differen-
zierung mit den angegebenen Konzentrationen von H,0, und TCHQ belastet (neue Lésungen). Die
Zellviabilitdat wurde nach 16-stiindiger Belastung mit dem CellTiter-Blue-Assay (Promega) gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten in Prozent der jeweiligen
Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p <0,01).
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Tabelle 4.1: EC5p-Werte fiir TCHQ
Angegeben sind die ECsy- und die dazugehorigen R>-Werte von 2, 5 und 7 Monate alten hNPCs.

2 Monate 5 Monate 7 Monate
ECso 0,0150 mM 0,0071 mM 0,0067 mM
R? 0,9758 0,9650 0,9776

Tabelle 4.2: ECs,-Werte fiir H,0,
Angegeben sind die EC5y- und die dazugehdrigen R>-Werte von 2, 5 und 7 Monate alten hNPCs.

2 Monate 5 Monate 7 Monate
ECso 0,1503 mM 0,1247 mM 0,08181 mM
R? 0,9788 0,9757 0,9813

Da die vorhandenen TCHQ- und H,0,-Lésungen im Laufe dieser Dissertation erschopft
waren, mussten beide Substanzen neu erworben werden. Wahrend Vorversuchen zu
diesen oben gezeigten ECsg—Wert Bestimmungen fiel auf, dass die neuen Substanzen
im Vergleich zu den zuvor verwendeten Substanzen eine hoéhere Zytotoxizitdt auf-
wiesen. Nachdem durch eine LDH-Analyse bestimmt werden konnte, dass die neuen
Substanzen um das Hundertfache toxischer waren als die alten Chemikalien (Abbildung
4.16), wurden die verwendeten Konzentrationen fiir die mit den neuen Substanzen

durchgefihrten Versuche entsprechend nach unten korrigiert.
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Abbildung 4.16: Die Testung der Zytotoxizitat von neuer versus alter H,0,- und TCHQ-
Stocklésung.

24 Stunden nach dem Ausplattieren wurden NCTC-Zellen mit den angegebenen Konzentrationen fir
weiter 24 Stunden mit (A) H,0, und (B) TCHQ belastete. Die LDH-Aktivitdt wurde mit Hilfe des Cytotox
One Assays (Promega) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von einer Vierfachbestimmung in
Prozent der Zelllyse-Kontrolle (Triton X).

Nachdem nun die gealterten Zellen eine geringere Toleranz gegeniliber oxiativem
Stress haben als junge hNPC (Abbildung 4.15, Tabelle 4.1, Tabelle 4.2) stellte sich als
nachstes die Frage nach den zu Grunde liegenden Mechanismen. Daher wurden die
basalen sowie die durch H,0, und TCHQ induzierbaren Expressionen der SOD, CAT und
GPx mittels grtRT-PCR von hNPC unterschiedlichen Alters (1-2 Monate, 3-4 Monate
und 5-6 Monate in Kultur) gemessen. Wie der Abbildung 4.17 zu entnehmen ist, liegen
die basalen Kopienzahlen der jungen hNPC fir CAT und SOD1 zwischen 1000 und 2000
Genkopien/10.000 Kopien B-Aktin, wahrend von der GPx ca. 4000 Genkopien/10.000
Kopien R-Aktin vorliegen. In den 5-6 Monate in Kultur gealterten Spharen ist die
Kopienzahl der CAT um die Halfte und die der SOD und GPx um jeweils ein Drittel und
ein Viertel reduziert. Das bedeutet, dass auch gealterte hNPC noch eine substanzielle
Transkription dieser Genprodukte besitzen und erklart, dass auch gealterte Zellen noch
in einem gewissen Umfang ROS detoxifizieren konnen (0,01 mM H,0, und 0,001 mM
TCHQ; Abbildung 4.15). Allerdings induzieren H,0, und TCHQ die Genexpression von
CAT, SOD und GPx nur in jungen Neurospharen um das 2,85- und 4,46-fache (SOD1),
2,96- und 4,57- fache (CAT) und 3,39- und 4,13-fache (GP), wahrend in Kultur gealterte
Neurosphdren diese Enzyme nach H,0,- und TCHQ-Behandlung nicht aufregulieren
(Abbildung 4.17). Diese Beobachtung erkladrt die fehlende Adaptation der gealterten
hNPC gegeniiber Konzentrationen von H,0, und TCHQ (0,1 und 0,01 mM), die im ECsq-

Bereich der jungen Spharen liegen.
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Abbildung 4.17 Die Genexpression von antioxidativ wirkenden Enzymen in verschieden alten
hNPC-Kulturen.

(A) Verschieden Alte Neurospharen wurden ausplattiert und nach finf Tagen ohne Belastung geerntet.
Mittels gRT-PCR wurde die Expression von CAT, SOD und GP ermittelt und auf das Haushaltsgen B-Aktin
abgeglichen. Dargestellt sind die Ergebnisse von mindestens zwei unabhdngigen Experimenten als
Mittelwert £+ SEM (B) Neurospharen unterschiedlichen Alters (1-2, 3-4 und 5-6 Monaten) wurden
wahrend der Differenzierung (5 Tage) fir 8 Std. mit 0,01 mM H,0, bzw. 0,001 mM TCHQ belastet.
Mittels qRT-PCR wurde die Expression von CAT, SOD und GPx, ermittelt und auf das Haushaltsgen B-
Aktin abgeglichen. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei unabhdngigen Experimenten in Prozent der
jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001). Durchfihrung der Experimente mit den
alten Losungen.
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Wenn die antioxidative Abwehr in den gealterten hNPC beeintrachtigt ist, missten
auch hohere ROS Konzentrationen in den Zellen zu messen sein. Daher wurden die
intrazellularen ROS-Konzentrationen in den verschieden alten Spharen mittels DCF-
Assay analysiert. In den in Kultur gealterten Spharen (4-5 und 6-7 Monate) fand sich
eine signifikante Erhohung der intrazelluldren ROS-Konzentration nach TCHQ-
Belastung im Vergleich zu den jungen hNPCs. So wird in den 1-2 Monate alten Spharen
die intrazelluldre ROS-Konzentration durch 0,001 mM TCHQ um das 2,24-fache im
Vergleich zum Basalwert der unbehandelten Kontrolle induziert. In 4-5 Monate alten
Sphéaren fand sich das 2,83-fache und in 6-7 Monate alten Spharen das 5,89-fache der
unbehandelten Kontrolle (Abbildung 4.18). Diese Messdaten belegen die physiologi-

sche Relevanz der fehlenden Aufregulation der antioxidativen Abwehr in den gealter-

ten hNPCs.
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Abbildung 4.18: Messung von intrazelluldren ROS in jungen versus alten hNPC.

Neurosphéaren verschiedenen Alters wurden wahrend der Differenzierung (5 Tage) mit 0,001 mM TCHQ
belastet (neue Losung). Nach achtstiindiger Belastung wurde die DCF-Fluoreszenz am Fluoroscan (475
Ex/525 Em) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von vier unabhéngigen Experimenten (**
=p<0,01).

4.3 Die Rolle von Nrf2 wahrend der Alterung

Die in dieser Arbeit untersuchten Genprodukte der Enzyme CAT, SOD und GPx werden
transkriptionell durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 Uber Antioxidants-Response-
Elements (AREs) in den jeweiligen Promoterregionen reguliert (Kanninen et al., 2011,
Nguyen et al., 2003). Daher wurde Nrf2 in den letzten Jahren als zentrales Molekdl in

der antioxidativen Abwehr von Zellen identifiziert (Kanninen et al., 2011; Lee et al.,
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2003b; Lee et al., 2003a). Da im Rahmen dieser Dissertation altersabhangige Veran-
derungen der Genexpressionen von Nrf2-Zielgenen identifiziert wurden, kristallisierte
sich Nrf2 als interessantes Protein heraus, das moglicherweise an den Alterungs-

prozessen, die in hNPCs beobachtet wurden, beteiligt ist.

4.3.1 Die Funktion von Nrf2 in jungen versus alten NPCs

Zunachst wurde untersucht, ob sich die Nrf2-Induktion mit zunehmendem Alter der
hNPCs verdandert, welches eine Erklarungsmaoglichkeit fir den Verlust der Induktion der

antioxidativen Enzyme (Abbildung 4.17) in den gealterten hNPCs bieten konnte.
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Abbildung 4.19: Western-Blot-Analysen zur Nrf2-Expression in verschieden alten hNPCs.

Verschiedene Alter der Neurospharen (1-2, 3-4 und 5-6 Monate) wurden wahrend der Differenzierung
mit 0,5 und 1 uM TCHQ fiir acht Stunden belastet. Nach der Belastungszeit wurden die Zellen lysiert und
mittels Western-Blot-Analyse auf die Expression von Nrf2 hin untersucht. (A) Die densitometrische
Quantifizierung der Nrf2-Proteinexpression ist auf GAPDH abgeglichen und in Prozent der jeweiligen
Kontrolle von drei unabhangigen Versuchen aufgetragen (** = p < 0,01; *** = p < 0,001). (B) Zeigt einen
reprasentativen Western-Blot. Durchfiihrung der Experimente mit der alten Lésung.

Zu diesem Zweck wurde die Nrf2-Expression mittels Western-Blot-Analysen in Spharen
verschieden Alters (1-2, 3-4 und 5-6 Monate in Kultur) untersucht. Tatsachlich zeigten
diese, dass acht Stunden nach Belastung 1 uM TCHQ in jungen Sphéren (1-2 Monate)
die Nrf2 Proteinexpression 4,53-fach induziert (Abbildung 4.19). Mit zunehmendem
Alter der Kultur nimmt die Induktion von Nrf2 als Antwort auf den oxidativen Stress ab.
So ist bei den 3-4 Monate alten Spharen nur noch eine 2,7-fache und bei den 5-6

Monate alten hNPCs gar keine Induktion mehr vorhanden (Abbildung 4.19).
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Diese Daten konnten mit einer immunzytochemischen Farbung von Nrf2 bestatigt
werden. Differenzierte, junge hNPC, die fiir 30 min mit 0,001 mM TCHQ belastet
wurden, lassen eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz erkennen, wahrend die
gleiche Konzentration in den 3-4 Monate gealterten hNPC ein sichtbar schwacheres

Nrf2 Signal auslost (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Die Abnahme der Nrf2-Expression mit zunehmendem Alter der hNPC-Kultur
nach TCHQ-Belastung.

1-2 Monate und 3-4 Monate alte Neurosphiren wurden in einen mit PDL/Laminin-beschichteten 8-
Kammer-Objekttrager ausplattiert. Flinf Tage nach Start der Differenzierung wurden die Sphéaren fiir 30
Minuten mit 0,001 mM TCHQ belastet. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und immunzytochemisch
gegen Nrf2 (rot) und Hoechst 33342 (Zellkerne, blau) gefarbt. (A) Gezeigt sind reprasentative Bild-
ausschnitte der Nrf2-Farbung und die dazugehorige Zellkernfarbung (100-fache VergroRerung). (B)
Quantitative Auswertung der Nrf2-Expression (RFU = relative Fluoreszenz-Einheiten).

Beobachtungen einzelner Zellen bei héherer VergréRBerung zeigten jedoch, dass die
Nrf2 Translokation in den Zellkern nach Stimulus mit oxidativem Stress auch in den
gealterten Spharen noch funktionell ist. Die Aufnahmen wurden alle mit derselben
Belichtungszeit aufgenommen und es gab ca. gleich viele positive Kerne bei den alten
und jungen NPCs. Daher deutet die Abnahme der Proteinexpression von Nrf2 nach

oxidativem Stress mit zunehmendem Kulturalter der Zellen (Abbildung 4.19, Abbildung
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4.20) entweder auf eine altersabhingige Anderung der transkriptionellen oder der

posttranskriptionellen Regulation hin.

A 1-2 Monate B 3-4 Monate

30 min TCHQ 30 min TCHQ

Abbildung 4.21: Die Aktivierung von Nrf2 durch Translokation in den Zellkern in jungen
versus alten hNPCs.

(A) 1-2 Monate und (B) 3-4 Monate alte Neurospharen wurden funf Tage nach dem Ausplattieren fiir 30
Minuten mit 0,001 mM TCHQ belastet, anschliefend fixiert und mit einem spezifischen Antikorper
gegen Nrf2 (rot) gefarbt. Links sind jeweils reprasentative Bilder der Nrf2-Farbung gezeigt und rechts
Kombinationsbilder der Nrf2- und Zellkernfarbung (Hoechst, blau). Gezeigt sind reprasentative Bilder
aus drei unabhéngigen Experimenten (400-fache VergréRerung).

Altersabhédngige transkriptionelle Effekte konnten jedoch ausgeschlossen werden, da
Untersuchungen zur mRNS Expression von Nrf2 und Keapl demonstrierten, dass sich
die Transkriptmenge dieser zwei Gene Uber das Alter nicht verdndert (

Abbildung 4.22) .
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Abbildung 4.22: Die Genexpression von Nrf2 in verschieden alten hNPCs.

Verschieden Alte Neurospharen wurden wahrend der Differenzierung mit H,0, und TCHQ belastet. Nach
einer achtstlindigen Belastung wurden die Zellen geerntet. Mittels qRT-PCR wurde die Expression von
(A) Nrf2 und (B) Keapl ermittelt und auf das Haushaltsgen B-Aktin abgeglichen. Dargestellt sind die
Ergebnisse von mindestens zwei unabhingigen Experimenten als Mittelwert + SEM oder Min/Max.

4.3.2 Lentiviraler Gen-Knockdown von Nrf2

Um zu untersuchen, inwieweit Nrf2 kausal an der verminderten Proliferationsrate und
eingeschrankten Differenzierungskapazitat gealterter hNPC verantwortlich ist, wurde
Nrf2 durch shRNS basierten, lentiviralen Gen-Knockdown herunterreguliert. Aufgrund
der dreidimensionalen Struktur der Neurospharen war es daflir zunachst erforderlich,
die lentivirale Transduktion in diesem Zellmodell zu etablieren. Fir diese in
Zusammenarbeit mit Susanne Giersiefer durchgefiihrten Arbeiten wurde der Lentivirus
SEW-GFP verwendet. Der GFP-Vektor ermdéglichte es, die Transduktionseffizienz an-
hand der Rate der fluoreszierenden Zellen zu bestimmen (Abbildung 4.23). Die Analyse
der Transduktionseffizienz ergab, dass ein Virus Titer (TU) von 1.000 fir eine hohe
Transduktionsrate bei den Neurosphéaren notwendig ist. Dieser TU wurde daher fiir alle

weiteren Versuche verwendet.
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Abbildung 4.23: SEW-GFP transduzierte hNPCs.

Proliferierende Neurosphdren wurden mit dem Lentivirus SEW-GFP transduziert und (A) nach 48
Stunden unterm Fluoreszenz-Mikroskop kontrolliert. (B) Zwei Tage nach der Transduktion wurden die
Spharen auf einem mit PDL/Laminin-beschichteten 8-Kammer-Objekttrager ausplattiert und nach
weiteren zwei Tagen wurde die GFP-positiven Zellen in der Migrationsstrecke am Fluoreszenz-Mikros-
kop fotografisch dokumentiert (200-fache VergroRerung).

Fiir den tatsachlichen Nrf2-Knockdown wurden kommerziell erhaltliche shRNS gegen
Nrf2 von Open Biosystems erworben. Um einen mdglichst hohen Nrf2-Knockdown in
den Neurospharen zu erzielen, wurden die finf erworbenen, verschiedene shRNS in
HEK293FT-Zellen auf ihre Knockdown-Effizienz getestet. Als Kontrolle wurde in allen
durchgefiihrten Versuchen der Kontroll-Vektor (cv) verwendet und auf 100 % gesetzt.
Die Daten zeigten, dass alle flinf shRNS zu einer Herunterregulierung der basalen Nrf2-
Expression in den HEK293-Zellen fuhrten (shRNS1: 68,43 + 14,57 %; shRNS2: 58,72 +
9,23 %; shRNS3: 46,42 + 2,47 %; shRNS4: 42,28 + 14,99 %; shRNS5: 59,14 + 2,34;
Abbildung 4.24). Da shRNS1 mit ca. 70 % die hochste Knockdown-Effizienz aufwies,
wurde diese fur alle weiteren Versuche zum lentiviralen Knockdown in hNPCs

verwendet.
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Abbildung 4.24: Die Knockdown-Effizienz von verschiedenen shRNS gegen Nrf2 in HEK293FT-
Zellen.

HEK293FT-Zellen wurden 48 Stunden nach transienter Transfektion (Lipofektamin und PLUS Reagenz
von Invitrogene) mit fiinf verschiedenen Nrf2-shRNS lysiert. Mittels gRT-PCR wurde die Expression von
Nrf2 ermittelt und auf das Haushaltsgen B-Aktin abgeglichen. Dargestellt sind die Ergebnisse in Prozent
des Kontroll-Vektors (cv) von einer Doppelbestimmung als Mittelwert + Min/Max.

Fir den Nrf2-Knockdown in humanen Sphdren wurden diese wie unter 3.4.2.2
beschrieben mit der lentiviralen Nrf2-shRNS1s bzw. dem Kontrollvektor (cv)
transduziert. Achtundvierzig Stunden nach der Transduktion wurde der Nrf2-
Knockdown mittels gRT-PCR kontrolliert und zeigte eine Herunterregulierung von Nrf2
um 58,97 + 3,92% im Vergleich zum Kontrollvektor (Abbildung 4.25 A).

Da nun Nrf2 Gber ein ARE in der Promoterregion die Genexpression der antioxidativen
Enzyme SOD, CAT und GPx reguliert, sollten diese bei einem effizienten Nrf2-
Knockdown ebenfalls herunterreguliert sein. Aus diesem Grund wurde die basale
Expression dieser Gene in den so generierten Nrf2-defizienten hNPC mittels grtRT-PCR
untersucht. Tatsachlich fuhrt der Knockdown von Nrf2 zu einer signifikaten Herunter-

regulierung der basalen CAT-Expression um 51,34 + 12,32 %, der SOD-Expression um

44,76 £ 5,23 % und der GP-Expression um 49,99 + 0,85 % (Abbildung 4.25 B-C).
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Abbildung 4.25: Die basale Genexpression von Nrf2, CAT, GPx und SOD in hNPCs nach
lentiviralem Nrf2-Knockdown.

48 Stunden nach der lentiviralen Transduktion wurden proliferierenden Spharen lysiert, mittels qRT-PCR
die Expression von (A) Nrf2, (B) CAT, (C) GPx und (D) SOD ermittelt und auf das Haushaltsgen B-Aktin
abgeglichen. Dargestellt sind die Ergebnisse in Prozent des Kontroll-Vektors (cv) Mittelwert £ SEM von
drei unabhéngigen Experimenten (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).

Um die Rolle von Nrf2 an den Alterungsphdnotypen der in vitro gealterten hNPCs,
welche im Abschnitt 4.1 beschrieben sind, zu analysieren, wurden in den Knockdown-
Sphéren die Effekte der Nrf2-Defizienz auf die wichtigsten zellbiologischen Endpunkte
(Proliferation, Differenzierung und Migration) untersucht.

In Abbildung 4.26 wird deutlich, dass der Nrf2-Knockdown die Proliferation (Abbildung
4.26 C) und die Differenzierung (Abbildung 4.26 B) jeweils um etwa 50 % hemmt und
somit einen &ahnlichen Phanotyp produziert wie die in vitro gealterten hNPCs
(Abbildung 4.2, Abbildung 4.5). Ahnlich der in vitro gealterten Spharen sind auch beim
Nrf2-Knockdown lediglich die Proliferation und die Differenzierung betroffen, wahrend
die Migration unbeeinflusst blieb (Abbildung 4.26 A, Abbildung 4.4). Diese Daten legen

nahe, dass Nrf2 an den Alterungsphanotypen der in vitro gealterten hNPCs beteiligt ist.
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Abbildung 4.26: Die Analyse der Proliferations-, Migrations- und Differenzierungskapazitat in
Nrf2-Knockdown-Spharen.

Die Nrf2-Knockdown-Spharen wurden (A+B) in einem mit Poly-D-Lysin/Laminin-beschichteten 8-Kam-
mer-Objekttréager ausplattiert. (A) 48 Stunden nach Start der Migration/Differenzierung wurden die
hNPCs fotografisch dokumentiert und die Migrationsstrecke mit dem Programm MetaMorph ver-
messen. Dargestellt ist die Migrationsstrecke als Mittelwerte £ SEM in Prozent der Kontrolle aus drei
unabhangigen Experimenten. (B) Nach weiteren 72 Stunden wurden die Zellen fixiert und immun-
zytochemisch gegen B(ll1)-Tubulin (Neurone) und Hoechst 33342 (Zellkerne) gefarbt. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil an B(lll)-Tubulin-positiven Zellen in Prozent der Kontrolle von vier unabhéngigen
Experimenten. (C) Fir den Proliferationsassay wurden gleichgroRe Sphéaren in einer 96-Well-Platte
ausplattiert, je eine Sphare pro Well. Die Proliferation wurde Uber sieben Tagen verfolgt und ist als
Mittelwert £ SEM der Steigung der Ausgleichsgeraden des Spharendurchmessers liber diesen Zeitraum
in Prozent des Kontroll-Vektors (cv) von mindestens drei unabhéngigen Experimenten gezeigt; (** = p <
0,01; *** = p < 0,001).
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4.4  Etablierung der automatischen Sortierung und Ausplattierung von

Neurosphéaren

Da im Rahmen dieser Arbeit die Neurospharenkultur als in vitro Alterungsmodell eta-
bliert wurde und ein Signalweg identifiziert wurde, der maRgeblich an den in vivo und
in vitro beobachteten Alternsphanotypen beteiligt ist, war der nachste geplante Schritt
Substanzen zu identifizieren, die diesen Alternsphdnotyp verhindern oder revertieren
konnen. Dazu sollen in der Zukunft Substanzscreenings mit zum Beispiel Natur-
stoffbibliotheken durchgefiihrt werden. Da allerdings diese Testmethode bei manuel-
ler Durchfiihrung mit einem relativ hohem Zeitaufwand verbunden ist und fir ein
Substanzscreening ein moglichst hoher Durchsatz an Experimenten erforderlich ist,
wurde die automatische Sortier- und Ausplattierungsmaschine COPAS™ (Complex
Object Parametric Analyzer and Sorter, von Union Biometrica Inc.) auf die Fahigkeit hin
getestet, Neurosphdren einer bestimmten GrofRe auszuplattieren und damit den
Probendurchsatz zu erhéhen.

In einem ersten Schritt war es notwendig, die Einstellung des COPAS Gerats an die
Spharenkultur anzupassen. Hierflir wurden manuell vorsortierte Spharen mit einem
Durchmesser von 100-450 pm durch die COPAS™-Maschine ausplattiert. Die Neuro-
spharengrolRe wird von der COPAS™ Software als ,time of flight' (TOF) ausgedriickt,
welcher die SpharengroBe durch optische Parameter bestimmt. Um diesen Wert mit
dem Durchmesser der Neurospharen korrelieren zu kdnnen, wurde der Durchmesser
mikroskopisch bestimmt und dem jeweiligen TOF-Wert zugeordnet. Somit war es
moglich, fir die Folgeexperimente TOF-Einstellungen zu wahlen, welche einem
Spharendurchmesser von 200-400 pum entsprachen, da in Vorarbeiten der AG Fritsche
gezeigt werden konnte, dass bei diesem Durchmesser Nahrstoffe, Sauerstoff und
Wachstumsfaktoren noch bis zur Spharenmitte durchdringen kénnen (Moors et al.,
2009).

Um sicherzustellen, dass das COPAS™ in der Lage ist, den Spharendurchmesser mit
derselben Genauigkeit zu bestimmen, wie es durch manuelle Sortierung moglich ist,
wurden parallel Sphiren manuell sowie durch das COPAS™ ausplattiert und die

jeweiligen Durchmesser anschlieBend mikroskopisch bestimmt. In Abbildung 4.27 wird
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deutlich, dass es keinen signifikanten Unterschied in der SpharengréRe zwischen den

beiden Techniken gibt (Gassmann*, Schuwald” et al., 2012).
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Abbildung 4.27: Der Vergleich der Ausplattiergenauigkeit des COPAS™ versus manuelle
Selektion

(A) Mikroskopische Aufnahme der humanen Neurospharen Kultur vor dem Sortieren. MaRstab 500 um.
(B) 40 bis 50 Spharen wurden durch das coPAS™ und unter einem Mikroskop manuell sortiert. Der
Durchmesser wurde mit Hilfe des MetaMorph Programms analysiert. Ein reprasentatives Experiment ist
gezeigt (Gassmann*, Schuwald et al., 2012).

Im nachsten Schritt musste ausgeschlossen werden, dass die mechanische Manipula-
tion der Sphiaren durch das COPAS™ zu einer Beeintrichtigung der Zellviabilitat fuhrt.
Zu diesem Zweck wurden in proliferierenden Spharen nach zwei, vier, sechs und 24
Stunden (i) die metabolische Aktivitdit gemessen (CTB, Promega) und (ii) die LDH-
Freisetzung ins Medium untersucht (Cytotox One, Promega). Die Stoffwechselaktivitat
schwankte bei beiden Techniken zwischen 80 und 120% Uber die Zeit (Abbildung 4.28
A), es ergab sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den manuell und
automatisch sortierten Spharen. Ahnlich verhielt es sich mit der LDH-Messung, welche

zu allen Zeitpunkten mit 2-10% der Lysiskontrolle gering war (Abbildung 4.28 B).

" gleichberechtigte Erstautorenschaft
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Abbildung 4.28: Vergleich der Viabilitit und Zytotoxizitit: COPAS™ versus manuelle
Selektion.

Neurosphédren der gleichen GrofRe wurden durch die copas™ (schwarze Balken) und manuell unter
einem Mikroskop (graue Balken) sortiert und in einer 96-Well-Platte (eine Sphéare pro Well) ausplattiert.
(A) Die metabolische Aktivitat wurde 2, 4, 6 und 24 Stunden nach dem Ausplattieren mit dem CellTiter-
Blue-Assay (Promega) gemessen (B) und die LDH-Aktivitat als Zytotoxizitat durch den Cytotox One Assay
(Promega) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte * SEM von mindestens drei unabhingigen
Experimenten in Prozent der 24 Stunden manuell ausplattierten Spharen beim CellTiter-Blue-Assay und
in Prozent der Zelllyse Kontrolle (Triton X) beim Cytotox One Assay (Gassmann*, Schuwald et al., 2012).

Neben der Zellviabilitat ist die Proliferationskapazitdt der NPCs ein wichtiger funk-
tioneller Endpunkt der Neurosphdre. Deshalb wurde die Proliferation der durch das
COPAS™ und der manuell ausplattierten Spharen mit Hilfe des BrdU-Assays im B27-
Proliferationsmedium mit und ohne EGF bestimmt. Es zeigt sich, dass es keinen
Unterschied in der Proliferationsrate zwischen den manuell (18459949246 RLU) und
COPAS™ (15486713726 RLU) ausplattierten Sphiren gibt (Abbildung 4.29). Die

Abwesenheit von EGF fiihrt zu einer Reduktion der Proliferation bei beiden Methoden

(Abbildung 4.29).

* gleichberechtigte Erstautorenschaft
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Abbildung 4.29: Der Vergleich der Proliferationskapazitit von COPAS™ versus manueller
Selektion.

Neurospharen der gleichen GroRe wurden durch das copas™ (schwarze Balken) und manuell unter
einem Mikroskop (graue Balken) sortiert und in einer 96-Well-Platte ausplattiert (eine Sphare pro Well).
Nach einer 48-stiindigen Kultivierung im Proliferationsmedium B27 mit und ohne EGF, wurde BrdU hin-
zugegeben und der BrdU-Einbau nach 16 Stunden ermittelt. Dargestellt sind je die Mittelwerte + SEM
von drei unabhdngigen Experimenten mit sechs Spharen pro Exposition; (*** = p < 0,001) (Gassmann*,
Schuwald " et al.,, 2012).

Weitere wichtige Endpunkte des Neurosphdrenassays sind die Fahigkeiten der NPCs zu
migrieren und zu differenzieren. Wie schon beschrieben (Abschnitt 4.1) sind NPCs in
der Lage nach Entzug von Wachstumsfaktoren auf einer PDL/Laminin-Matrix radial aus
der Sphdre zu migrieren. Um wiederum sicherzustellen, dass die mechanische
Manipulation durch das COPAS™ diese Eigenschaften der Spharen nicht beeintrachtig,
wurde die Migrationsstrecke nach 48 Stunden vermessen. Beide Techniken fiihrten zu
einer sehr dhnlichen Migrationsstrecke von ca. 840 um (

Abbildung 4.30 A).

" gleichberechtigte Erstautorenschaft
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Abbildung 4.30: Der Vergleich von Migration- und Differenzierungsvermégen von COPAS™

versus manueller Selektion.

Neurosphédren der gleichen GréRe wurden durch das copas™ (schwarze Balken) und manuell unter
einem Mikroskop (graue Balken) sortiert und in einem mit PDL/Laminin beschichteten 8-Kammer-
Objekttrager ausplattiert. (A) Nach 48 Stunden wurde die Migrationsstrecke vermessen (Pfeil; MaRstab
=500um). (B) Nach 72 Stunden Differenzierung wurde mit spezifischen Antikorpern gegen B(l11)-Tubulin
(gran, Neurone) und GFAP (rot, Astrozyten) eine immunzytochemische Farbung durchgefihrt. Zellkerne
wurden mit Hoechst (blau) gegengefarbt (Malstab 100 um, 200-fache VergréRerung). Dargestellt sind

jeweils die Mittelwerte + SEM von drei unabhdngigen Experimenten.

Um weiterhin zu testen, ob das automatische Ausplattieren mit dem COPAS™ Einfluss

auf den Differenzierungsstatus der NPCs hat, wurde nach 72 Stunden eine immun-
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zytochemische Farbung durchgefihrt. Die Analyse der B(lll)-Tubulin-positiven, neuro-
nalen Zellen wies keinen signifikanten Unterschied zwischen den manuell und auto-
matisch ausplattierten Spharen auf (

Abbildung 4.30 B).

Da aus der Literatur bekannt ist, dass Scherspannung, wie sie durch das automatische
Sortieren der Spharen mit der COPAS™ -Maschine auftreten konnen, im zellularem
System ROS induzieren kann (Matlung et al., 2009) und ROS Einfluss auf Alterungs-
prozesse zu haben scheint (Abbildung 4.15; Abbildung 4.17 - 4.22), wurde als letzter
Parameter der intrazellulare ROS-Gehalt der Zellen mit Hilfe der DCF-Methode
analysiert. Als positive Kontrolle wurden manuell sortierte Spharen fiir eine Stunde mit
100 uM TCHQ behandelt, da TCHQ intrazelluldr oxidativen Stress induziert (Zhu et al.,
2000). FACS-Analysen von Einzelzellsuspensionen, welche aus manuell und COPAS™
sortierten Spharen hergestellt wurden, weisen basal geringe ROS-Konzentration auf:
human 7,9 + 2,1 % (COPAS™) und 5,9 + 0,2 % (manuell), Ratte 11,3 + 2,4 % (COPAS™)
und 10,4 + 1 % (manuell) und Maus 0,46 + 0,15 % (COPAS™) und 0,1 + 0,02 %
(manuell) (Abbildung 4.31). TCHQ hingegen ruft eine deutliche Induktion von
oxidativem Stress in den Zellen hervor (Abbildung 4.31: human: 39,9 + 6,4 %, Ratte:
48,0 + 3,8 %, Maus: 28,3 + 0,4 %). Anhand dieser Daten ist davon auszugehen, dass
durch das automatische Sortieren in den Zellen kein zusatzlicher oxidativer Stress
entsteht. Das bedeutet, dass der COPAS Sorter zum Sortieren und Ausplattieren von
Neurospharen genutzt werden kann, ohne einen Bias in die Untersuchungen

einzubringen.

Diese Daten wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Kathrin Gassmann, Jenny Baumann
und Susanne Giersiefer erhoben und sind bereits publiziert (Gassmann*, Schuwald” et

al., 2012).

" gleichberechtigte Erstautorenschaft
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Abbildung 4.31: Der Vergleich der Bildung von intrazellulirem ROS in COPAS™ versus
manuell sortierten humanen und Nager Sphéren

Neurosphédren der gleichen GrofRe wurden durch das copas™ (schwarze Balken) und manuell unter
einem Mikroskop (graue Balken) sortiert. Als positive Kontrolle wurden manuell sortierte Spharen mit
100 um TCHQ fir eine Stunde behandelt (weilRe Balken). Nach Vereinzelung der sortierten Spharen
wurde die DCF-Fluoreszenz durch FACS-Analyse ermittelt. (A) Dargestellt sind je die Mittelwerte + SEM
von vier unabhangigen Experimenten (20 Sphéren pro Experiment) in Prozent der DCF-positiven Zellen;
(**=p < 0,005; *** = p < 0,0002). (B) Reprasentative Histogramme der DCF-Fluoreszenz der NPCs nach
den verschiedenen Behandlungen.
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5 Diskussion

Da die Lebensspanne der Bevolkerung westlicher Industrienationen immer langer wird,
ist in diesen Kulturen auch eine Zunahme des Auftretens alternsassoziierter Ver-
schlechterungen von Organfunktionen zu verzeichnen. So reduziert sich z.B. auch die
Leistung des Gehirns, was mit vermehrter Vergesslichkeit, verminderter Lernfahigkeit
sowie verschlechterter zeitlicher und raumlicher Orientierung einhergeht. Dieser Zu-
stand umschreibt den Prozess der ,normalen’ oder physiologischen Hirnalterung
(Yankner et al., 2008; Toescu, 2005). Die Mechanismen, die solch einer normalen
Gehirnalterung zu Grunde liegen, sind jedoch weitestgehend unbekannt (Toescu,
2005). Eine der am starksten vertretenen Theorien beziglich der Ursachen von
Alterungsprozessen ist die ,Free Radical Theory of Aging’ (Harman, 1956). Diese besagt,
dass oxidative Schaden in Nukleinsduren, Lipiden und Proteinen durch eine Stérung
des Gleichgewichts zwischen ROS und Antioxidantien im Organismus entstehen,
welche im Folgenden durch ROS-geschadigte dysfunktionelle Mitochondrien begiins-
tigt werden und im Weiteren Ulber einen ,Circulus Vitiosus’ zur zusatzlich gesteigerten
ROS Akkumulation und finalen Funktionsstérung der Zellen fiihren (Schroeder et al.,
2008; Finkel und Holbrook, 2000). Dieser Mechanismus scheint an der Entstehung
verschiedenster neurodegenerativer Erkrankungen wie beispielsweise Alzheimer,
Huntington und multipler Sklerose beteiligt zu sein (Butterfield und Kanski, 2001;
Gilgun-Sherki et al., 2001; Browne et al., 1997; Fahn und Cohen, 1992; Frautschy et al.,
1991). Ob auch die Prozesse der physiologischen Gehirnalterung durch ROS ausgelost
werden, ist bisher nicht bekannt.

Um zu untersuchen, ob oxidativer Stress zu neuronaler Dysfunktion fihrt, werden Mo-
dellsysteme wie Zellkulturen und Versuchstiere eingesetzt. Da Tierversuche zeitauf-
wendig und teuer sind, sich nur eingeschrankt fir mechanistische Untersuchungen
eignen und auch die Physiologie des Menschen nur eingeschrankt wiederspiegeln,
rickt derzeit die in vitro Toxikologie mehr und mehr in den Vordergrund. Durch die
Weiterentwicklung der Zellkultur in den letzten Jahrzehnten ist es nun sogar moglich,
die Prozesse der physiologischen Gehirnalterung in der Kulturschale zu untersuchen.

Dazu wurden bisher Langzeit-Primarkulturen fetaler Neurone des Nagers genutzt
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(Aksenova et al., 2005). Diese haben den Vorteil, dass fiir mechanistische Studien auch
transgene Tiermodelle verwendet werden koénnen. Diese Arbeiten haben sich im
Wesentlichen mit dem Altern bereits differenzierter Neurone beschaftigt. So weisen
Neurone in der Kultur mit zunehmendem Alter vermehrt oxidative Schaden auf. Ferner
kommt es mit dem Alter der Kultur zu Veranderungen in der Vitalitdt von Neuronen:
nach 60 Tagen in Kultur sind ca. 85% der Neurone nicht mehr vital (Aksenova et al.,
1999). Die Befunde der letzten Jahre zeigten jedoch, dass physiologische Hirnalterung
unter anderem eine Abnahme der regenerativen Kapazitat, also dem Funktionsverlust
neuraler Vorlduferzellen zu Grunde liegt (Ming und Song, 2005). Somit ist es zur
Untersuchung der Mechanismen, die zum Funktionsverlust der alternden NPC fiihren,
notwendig, ein in vitro Alterungszellmodel zu besitzen, welches regenerative Prozesse
des Gehirns in vitro abbilden kann. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser
Dissertation das bereits flur Entwicklungsneurotoxizitdts-Testung etablierte als
Neurospharen wachsende hNPC-Modell (Fritsche et al., 2005; Fritsche et al., 2011;
Gassmann et al., 2010; Moors et al., 2007; Moors et al., 2009; Schreiber et al., 2010)

als in vitro Modell der physiologischen Hirnalterung aufgebaut.

5.1  hNPGCs als in vitro Modell fiir Alterungsprozesse

Als Neurosphdren wachsende hNPC sind komplexe dreidimensionale Strukturen hu-
maner neuraler fetaler Progenitorzellen, welche Basisprozesse der Neurogenese, wie
Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose in vitro abbilden und somit als
organotypische Kulturen einen Teil der Physiologie des Gehirns reprasentieren (Moors
et al., 2009). Solche Prozesse finden sich nicht nur wahrend der Entwicklung, sondern
sind auch Teil der regenerativen Kapazitdt adulter Stammzellnischen des Menschen
(Eriksson et al., 1998b; Ming und Song, 2005).

Neurospharen differenzieren unter Wachstumsfaktorentzug zu Neuronen und zu Glia-
zellen (Astrozyten/Oligodendrozyten) und bilden die phanotypischen Marker dieser
Zelltypen aus (Fritsche et al., 2005; Lobo et al., 2003; Piper et al., 2000; Reubinoff et
al., 2001; Breier et al., 2010). Es handelt sich also um eine organotypische Mischkultur
der haufigsten Zelltypen im ZNS (Chvatal et al., 1995; Liu und Rao, 2004; Ullian et al.,
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2001). Dies ist vor allem deshalb von groRer Bedeutung, da mittlerweile unumstritten
ist, dass die Interaktion dieser Zelltypen essenziell fir die adulte Neurogenese ist.
Beispielsweise induzieren Astrozyten die Differenzierung zu Neuronen aus adulten
Stammzellen (Lim und Alvarez-Buylla, 1999; Song et al., 2002). Solche Neurospharen
wurden hier Gber mehrere Monate in Kultur gehalten und alle 1-2 Monate wurden
zum einen NPC-Funktionen, wie die Fahigkeit zur Proliferation, Migration, Neuro-und
Gliogenese, sowie alternsassoziierte molekulare Parameter untersucht.

Aus der Literatur ist bekannt, dass es mit zunehmendem Alter zu einer Reduktion der
adulten Neurogenese kommt (Cameron und McKay, 1998; Galvan und lJin, 2007;
Kempermann et al., 1998; Kuhn et al., 1996; McDonald und Wojtowicz, 2005; Seki und
Arai, 1995), was unter anderem auf eine verminderte Proliferationsrate zuriickzu-
fihren ist (Artegiani und Calegari, 2012). Analysen an verschiedenen Nagerstimmen
zeigten, dass es wahrend des Alterns in den regenerativen Hirnarealen wie der sub-
ventricularen Zone (SVZ) zu einer ca. 80-prozentigen altersabhangigen Proliferations-
abnahme der NPCs kommt (Jin et al., 2003; Kempermann et al., 1998; Nacher et al.,
2003). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Proliferationsanalysen der jungen
versus alten Neurosphdren zeigten ebenfalls eine altersabhdngige Verringerung der
Proliferation von ca. 80-90% (Abbildung 4.2) was fiir eine proliferative Seneszenz der
NPCs auch in vitro spricht. NPC-Proliferation in vivo und in vitro ist unter anderem
abhangig von EGF (Enwere et al., 2004; Gould und Tanapat, 1997b; Reynolds und
Weiss, 1992). Wahrend des Alterns wurde eine Abnahme von EGF-Rezeptoren in der
SVZ von Mausen beobachtet, welche fir die verminderte Proliferation von NPC im
Alter mitverantwortlich gemacht wird (Enwere et al., 2004). Diese Annahme wird von
der Beobachtung unterstitzt, dass eine Infusion von EGF in den Gyrus Dentatus zu
einer erhohten Proliferation von NPCs fiihrt. Auch in in vitro gealterten hNPCs fand
sich eine verringerte EGF-R-Expression (Abbildung 4.3), was die publizierten in vivo
Daten in vitro widerspiegelt.

Um auszuschlieRen, dass es sich bei den Veranderungen um Kulturartefakte handelt,

Waf1/Cip1/Sdil unter-

wurden die etablierten Alterungsmarker B-Galaktosidase und p21
sucht, sowie der Karyotyp der Zellen bestimmt. Eine Uberexpression von
p21waf1/Cip1/Sdi1fUhrt zu einem Zellzyklusarrest (Niculescu, Il et al., 1998; Ogryzko et al.,

1997), da es in der Lage ist, die CDK-Komplexe zu hemmen und somit die Proliferation
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zu verlangsamen oder zu inhibieren (Sherr und Roberts, 1995). In verschiedenen
Studien konnte bereits ein Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von

21 Waf1/Cip1/sdit

p und der Alterung von Zellen gezeigt werden (Vogt et al., 1998; Noda et

al., 1994; Brown et al., 1997). Die vermehrte Expression von p21Wafl/cip1/sdil

in gealter-
ten Neurospharen (Abbildung 4.7) bestétigt den bereits publizierten Alterungsphéano-
typ in diesem in vitro Alterungsmodell. Diese Beobachtungen wurden durch die
vermehrte Prasenz des Alterungsmarkers B-Galaktosidase in in vitro gealterten NPCs
unterstltzt (Abbildung 4.8). Dabei ist die Farbung der Zellen mittels X-Gal-Spaltung
durch die B-Galaktosidase ein etablierter Nachweis fiir zelluldre Seneszenz (Dimri et al.,
1995; Wagner et al., 2008), denn nach gangiger Auffassung kommt es zu einer Zunah-
me der Lysosomen in gealterten Zellen, in welchen die B-Galaktosidase lokalisiert ist
(Kurz et al., 2000). Kirzlich etablierten Vukicevic et al. (2010) ein auf Maus-Neuro-
spharen basierendes in vitro Alterungsmodell. Langzeitkulturen dieser murinen Spha-
ren bewirkten eine Abnahme der Proliferations- und Differenzierungskapazitaten.
Diese mNPC-Funktionsverluste gingen jedoch mit einer chromosomalen Instabilitat der
NPCs einher und sind daher kritisch zu bewerten (Vukicevic et al., 2010). Um eine
genetische Instabilitdt der hNPCs fur die mit dem Alter eintretenden Veranderungen
auszuschlieBen, wurde in den in vitro gealterten Sphéaren zytogenetische Begut-
achtungen durchgefiihrt. Sowohl die jungen als auch die in vitro gealterten Spharen
haben im Gegensatz zu den gealterten mNPC einen nummerisch und strukturell
unauffalligen Karyotyp (Abbildung 4.19).

In Gegenwart einer PDL/Laminin-Matrix und dem Entzug von Wachstumsfaktoren
beginnen die Zellen aus der Neurosphare in einer kreisrunden Migrationsflache heraus
zu migrieren, was die radiale Migration wahrend der Gehirnentwicklung abbildet
(Baumann und Pham-Dinh, 2001). In den durchgefiihrten Migrationsassays in dieser
Arbeit wurden keine Unterschiede zwischen den jungen und alten hNPCs festgestellt
(Abbildung 4.3). Jedoch war die Migration neuraler Zellen in gealterten Ratten in vivo
reduziert (Heine et al., 2004). Aus der Literatur ist bekannt das die Migration durch die
extrazellulare Matrix (EZM) determiniert wird (zusammengefasst in Bandtlow und
Zimmermann, 2000; Oohira et al., 2000). Daher ist es moglich, dass Migrationsverlust
im Alter durch alternsabhangige Veranderungen der extrazelluldren Matrix vermittelt

wird (Chautard et al., 2010). Dies kann mit diesem hNPC-Zellmodell nicht untersucht
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werden, da durch die Beschichtung der Platten und Objekttrager mit Laminin die EZM,
die fur die Migration notwendig ist, bereits vorhanden ist.

Die Zusammensetzung der differenzierenden Zellen innerhalb der Migrationsflache in
vitro ist der in vivo Situation dhnlich: Die Migrationsflaiche besteht nach mehreren
Tagen Differenzierung aus Blll-Tubulin-(Neurone), O4-(Oligodendrozyten) und GFAP-
(Astrozyten) positiven Zellen (Fritsche et al., 2005; Moors et al., 2009). Mit dem Alter
der Kultur kommt es zu einer Veranderung des Differenzierungsverhaltens der hNPCs.
Nach bereits drei Monaten in Kultur verringert sich die Anzahl der zu Neuronen
differenzierten Zellen um ca. 50% und eine Differenzierung in Oligodendrozyten ist
nicht mehr moglich (Abbildung 4.5). Diese Situation gibt die in vivo Situation wieder,
wo ebenfalls gezeigt werden konnte, dass die Differenzierung zu Neuronen und Oligo-
dendrozyten mit dem Alter abnimmt (Heine et al., 2004; Lichtenwalner et al., 2001;
Alvarez-Buylla und Garcia-Verdugo, 2002; Gage, 2002; Luo et al., 2006; Shruster et al.,
2010b; Bouab et al., 2011; Shen et al., 2008; Leuner et al., 2007). Auch die zu Grunde
liegenden Mechansimen wurden bereits diskutiert. Dabei kdnnten mégliche Ursachen
(i) eine Verlangerung des Zellzyklus oder Zellzyklusarrests und damit eine Abnahme der
proliferativen Kapazitat der NPCs, (ii) eine Veranderung des Zellschicksals (iii) eine
erhohte Apoptose in den NPCs und/oder (iv) erhohte Apoptose in den neu differen-
zierten Neuronen (zusammengefasst in Artegiani und Calegari 2012; Abbildung 5.1)
und Oligodendrozyten sein (Kiatipaattanasakul et al., 1996). Die reduzierte Proli-
feration, welche in letzter Konsequenz auch zu einer verminderten Neurogenese fiihrt,
ist in den in vitro gealterten hNPCs wahrscheinlich auf eine Verlangerung des Zellzyklus
bzw. auf einen Zellzyklusarrest zuriickzufiihren, da gealterte NPCs den Zellzyklus-Regu-

lator p2 1 Waf1/Cip1/sdit

Uberexprimieren (Abbildung 4.7). Ob eine Veranderung des
Zellschicksals vorliegt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht und ist
Gegenstand weiterer Studien. Die Moglichkeit, dass liber den Mash1-Hes1-Signalweg
in alternden NPCs die Astrogliogenese bevorzugt wird, ist jedoch eine Moglichkeit, die
es zu untersuchen gilt (Prozorovski et al., 2008). Ob akzelerierter Zelltod an dem
Verlust der Neuronen und Oligodendrozyten in gealterten Kulturen beteiligt ist, ist
unwahrscheinlich, da es keine Veranderung der Viabilitdt zwischen den jungen und

alten hNPCs gab (Abbildung 4.6). Es ist jedoch moglich, dass Neurone und

Oligodendrozyten frih (z.B. an Tag eins der Differenzierung) den Zelltod beschritten
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haben, was nach finf Tagen Differenzierung im Zellviabilitatsassay nicht mehr sichtbar
ware. Diese Moglichkeit wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Diese Befunde lassen darauf schlieRen, dass in vitro gealterte hNPCs ein geeignetes
Zellmodell darstellen, um die Mechanismen der physiologischen Hirnalterung, die auf

Reduktion der regenerativen Kapazitdten des Gehirns fuRen, zu untersuchen.



112 5. Diskussion
Junger Hippocampus
A
Alter Hippocampus
B Verldngerung vom Zellzyklus / Zellzyklusarrest
S S SNNDND
NPT T0S
C
D
E

Abbildung 5.1: Potenzielle Mechanismen fiir den altersbedingten Riickgang der Neurogenese

(A-E) Schematische Darstellungen der adulten Neurogenese im (A) jungen oder (B-E) seneszenten
Hippocampus. Proliferierende und nicht teilende NPCs (Links) sind gekennzeichnet durch das Vorhan-
densein oder fehlen von mitotischen Spindeln. Die Pfeile kennzeichnen die Teilung oder Differenzierung
der NPCs. Wahrend der Reifung wird in vielen Neuronen der programmierte Zelltod eingeleitet (Kreuze)
(Modifiziert nach Artegiani und Calegari 2012).
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5.2 Der Verlust der antioxidativen Abwehr im Alter

Die Ergebnisse dieser Dissertation bestatigen die Arbeiten Anderer bezliglich des
Verlustes von NPC Proliferation und Differenzierung wahrend der physiologischen
Alterungsprozesse des Gehirns. Ob ROS an diesen Prozessen beteiligt ist, wurde
Desweiteren in diesem in vitro hNPC Alterungsmodell untersucht. Dazu wurden junge
sowie gealterte hNPC durch eine Exposition mit H,0, und Tetrachlorohydrochinon
(TCHQ) oxidativem Stress ausgesetzt. Die Eignung von H,0, und TCHQ als Induktoren
von oxidativem Stress ist in vitro durch experimentelle Befunde belegt (Murphy et al.,
1989; Zhu et al., 2000). Da eine groRe Menge von Studien die humane Neuroblastom-
zelllinie SH-SY5Y fir Toxizitatstestungen verwendet, wurden diese Zellen zum Vergleich
in die Untersuchungen mit einbezogen. H,0, fihrt in hNPCs und SH-SY5Y-Zellen
konzentrationsabhéangig Gber die Zeit zum Zelltod (Abbildung 4.10), wobei SH-SY5Y-
Zellen sensitiver auf H,0, reagieren als hNPCs (Abbildung 4.10). Diese Daten werden
durch Beobachtungen aus anderen Studien unterstitzt, in welchen beschrieben ist,
dass Krebszellen gegeniiber oxidativen Stress sensitiver reagieren als normale Zellen
(Aykin-Burns et al., 2009; Hileman et al., 2004). Diese hohere oxidative Stressresistenz
von hNPCs ist dadurch begriindet, dass die antioxidativ wirkenden und ROS
detoxifizierenden Enzyme CAT, SOD und GPx durch ROS induziert werden (Abbildung
4.14). Im Gegensatz dazu sind diese Genprodukte in SH-SY5Y-Zellen basal 5-10-fach
niedriger exprimiert als in hNPC und werden durch ROS auch nicht induziert
(Abbildung 4.13; 4.14).

Zusammenfassend zeigen die vergleichenden Ergebnisse zur antioxidativen Abwehr
sowie zur Empfindlichkeit gegenliber oxidativem Stress in hNPC versus SH-SY5Y-Zellen,
dass eine niedrige Expression sowie fehlende Regulation der antioxidativen Genpro-
dukte von SOD, GPx und CAT die Empfindlichkeit gegenliber ROS-induziertem Zelltod
erhohen. Basierend auf diesen Ergebnissen und der ,Free Radical Theory of Aging’
(Harman, 1956; Harman, 2006; Lee et al., 2012) entstand die Hypothese, dass auch in
alternden hNPCs in vitro moglicherweise eine Dysregulation dieser Abwehrmal3-
nahmen vorliegt. Gestarkt wird diese Hypothese durch die Befunde, dass Tiere mit

einem relativ hohen Sauerstoffverbrauch eine kirzere Lebenserwartung haben als
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Tiere mit einem geringeren Umsatz (Valko et al., 2007). Ein weiterer Faktor, der die
Lebensdauer beeinflusst, ist die unterschiedliche Produktionsrate von ROS zwischen
verschiedenen Spezies. So haben Ratten und Tauben eine dhnliche Stoffwechselrate
aber unterschiedlich lange Lebensspannen. Dieser Unterschied wird dadurch begriin-
det, dass die Mitochondrien der Tiere ROS unterschiedlich schnell generieren (zusam-
mengefasst in Valko et al., 2007). Um nun zu untersuchen, ob eine in gealterten NPCs
dysfunktionale ROS-Detoxifizierung moglicherweise kausal an den Alterungsprozessen
beteiligt ist, wurden zunachst junge und alte hNPCs mit TCHQ oder H,0, belastet.
Dabei zeigte sich, dass junge NPCs resistenter gegeniiber ROS-induziertem Zelltod sind
als alte NPCs (Abbildung 4.15). Zudem findet sich in TCHQ-behandelten alten NPCs ca.
dreimal so viel ROS wie in den jungen Spharen (Abbildung 4.18), was auf eine alters-
abhdngige Verminderung der ROS-Detoxifizierung hindeutet. mRNS-Expressions-
analysen bestdtigten diese Hypothese, da im Gegensatz zu jungen hNPCs gealterte
Zellen nicht mehr in der Lage sind, bei oxidativem Stress die antioxidativen Enzyme
CAT, SOD und GPx zu induzieren (Abbildung 4.17). Dass verminderte ROS-Detoxifi-
zierung auch in vivo mit vermehrtem Zelltod einhergeht zeigen Studien an GPx-
Knockout-Mausen, in denen die LDso-Werte nach Belastung mit Substanzen, welche
oxidativen Stress hervorrufen, erniedrigt waren (Brigelius-Flohe, 1999). Ob CAT, SOD
und GPx auch in alternden Gehirnen vermindert exprimiert sind, ist derzeit umstritten.
So zeigen zwar einige Studien eine Korrelation zwischen der Akkumulation der oxida-
tiven Schaden und der Reduktion der antioxidativen Abwehr in alten Zellen (Devi und
Kiran, 2004; O'Donnell et al., 2000; Rao et al., 1990; Semsei et al., 1991), allerdings
sind auch Arbeiten zu finden, welche diese Korrelation nicht finden kénnen (Hamilton
et al., 2001b; Hussain et al., 1995; Sohal et al., 1994). Griinde fir diese gegensatzlichen
Befunde konnten speziesspezifische Unterschiede im Verlauf der Alterungsprozesse
oder die verschiedenen Alter der Tiere sein (Serrano und Klann, 2004), da Rao et al. in
seiner Studie Ratten im Alter von 5-37 Monaten untersuchte (Rao et al., 1990),
wohingegen Hamilton et al. Untersuchungen an Mdusen im Alter von 6-26 Monaten
durchfuhrte (Hamilton et al., 2001b). Zudem haben alle diese Studien die Enzyme in
Gesamthirnen untersucht. Die antioxidative Situation spezifisch in alternden NPCs

wurde meines Wissens nach bisher nicht geprift. Zudem handelt es sich um Gehirne
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des Nagers, welche nicht notwendigerweise die gleichen Alternsmerkmale aufweisen
mussen wie Zellen des Menschen.

Ob die verminderte Proliferation gealterter hNPC auf diese verringerte antioxidative
Abwehr zuriickzufiihren ist, ist nicht bekannt. In der Maus fiihrt jedoch eine Uber-
expression der SOD1 in alten Mausen zur Zunahme der Proliferation der NPCs
(Takemura et al., 2006), was diese Hypothese untermauert.

Aus den Befunden, dass gealterte hNPCs verminderte ROS-Detoxifizierungskapazitaten
haben, ergab sich die Frage, ob diese ROS-Akkumulation auch an der verminderten
hNPC-Differenzierung beteiligt sein kdnnte. Mechanistisch kdnnte man dies entweder
Uber eine verminderte Differenzierung in Neuronen/Oligodendrozyten -Linien oder
Uber einen vermehrten Zelltod junger, neu gebildeter Neurone/Oligodendrozyten
erklaren. Neueste Studien belegen, dass wahrend der Neurogenese in neuralen
Progenitorzellen oxidativer Stress entsteht (Walton et al., 2012). Dies gepaart mit dem
hier (Abbildung 4.17) und auch in einigen Studien in vivo gezeigtem Verlust der fir die
antioxidative Abwehr verantwortlichen Enzyme im Alter (Devi und Kiran, 2004;
O'Donnell et al., 2000; Rao et al., 1990; Semsei et al., 1991) lasst die Hypothese zu,
dass ROS moglicherweise an dem Verlust von Differenzierungsprozessen im Alter
beteiligt ist. Der Verlust der neuronalen Differenzierung kdnnte dabei iber eine Redox-
abhédngige Verschiebung der Mash1-Signaltransduktion geschehen (Prozorovski et al.,
2008). Alternativ konnte jedoch auch Zelltod junger, neu gebildeter Zellen zu dem
Differenzierungsverlust fiihren, da Neurone wie auch Oligodendrozyten besonders
empfindlich auf oxidativen Stress reagieren (Back et al., 1998; Buckman et al., 1993;
Dringen, 2000; Husain und Juurlink, 1995; Richter-Landsberg und Vollgraf, 1998; Thery
et al., 1991) (Abbildung 4.4). Allerdings scheinen die in vitro aus hNPCs gebildeten
Oligodendrozyten sensitiver auf oxidativen Stress zu reagieren als die Neurone, da
schon nach drei Monaten in Kultur nach hNPC-Differenzierung keine Oligodendrozyten
mehr gefunden werden (Abbildung 4.5). Dies fallt zeitlich mit der fehlenden Regulation
von SOD und CAT und der verminderten Induktion der GPx durch oxidativen Stress
zusammen, was ein Hinweis auf einen Kausalzusammenhang sein konnte (Abbildung
4.16 B). Im Gegensatz dazu sind nach drei Monaten in Kultur in den differenzierenden
hNPCs zwar weniger, aber durchaus noch Neurone zu finden, was auf eine erhdhte

Empfindlichkeit der Oligodendrozyten im Vergleich zu den Neuronen hinweist. Dass
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Oligodendrozyten sensitiver auf oxidativen Stress reagieren als Neurone konnte auch
schon in Ratten-Neuronen- und Oligodendrozyten-Kulturen beobachtet werden
(Ibarretxe et al., 2006). Griinde hierfir kdonnten in dem zelluldren Aufbau der
Oligodendrozyten liegen. Die Lipidmembran der Oligodendrozyten ist ein gutes Ziel fir
Lipidperoxidation, welche im Folgenden zum Funktionsverlust dieser Zellen fiihrt
(Bongarzone et al., 1995). Auch haben Oligodendrozyten einen hohen Eisengehalt,
welcher die Fenton-Reaktion katalysiert und somit zu vermehrtem oxidativen Stress

beitrdgt (Liochev und Fridovich, 1999).

5.3  Die Rolle von Nrf2 in der Alterung von NPCs

Da gealterte hNPCs antioxidative Enzyme auf mRNS-Ebene vermindert exprimieren,
wurde als nachstes der diese Gentranskription regulierende Transkriptionsfaktor Nrf2
untersucht (Kanninen et al., 2011; Lee et al., 2003b; Lee et al., 2003a). Dabei zeigte
sich in Western-Blot-Analysen sowie in der Immunzytochemie, dass gealterte hNPC
eine eingeschrankte Nrf2 Funktion haben, da nach Belastung mit H,O, oder TCHQ das
Protein eingeschrankt bzw. gar nicht mehr sichtbar wird (Abbildung 4.19). Das be-
deutet, dass der proteasomale Abbau von Nrf2 durch oxidativen Stress nicht mehr
blockiert wird, da die Nrf2 und Keapl mRNS-Expression auch in gealterten hNPCs mit
oder ohne oxidativen Stress unverandert bleibt (Abbildung 4.22). Um zu untersuchen,
ob Nrf2 an den beobachteten Funktionsverlusten von hNPCs beteiligt ist, habe ich Nrf2
durch lentiviralen Gen-Knockdown (Nrf2-KO) in hNPCs ausgeschaltet. Dieser Nrf2-KO
resultierte — wie erwartet — in einer Verringerung der basalen Expression der Zielgene
GPx, SOD und CAT (Abbildung 4.25), was neben der Nrf2-mRNS-Expression der
Kontrolle des Knockdowns diente. Untersuchungen der Proliferations- sowie der
Differenzierungskapazitaten der Nrf2-KO versus der Leervektorkontrollen zeigten
eindrucksvoll, dass — ahnlich der in Kultur gealterten NPCs — reduziertes Nrf2 zu einer
verminderten Proliferation sowie gehemmten neuronalen Differenzierung fihrt
(Abbildung 4.26). Daraus lasst sich schlieBen, dass Nrf2 an dem hNPC-Funktionsverlust

wahrend der physiologischen Hirnalterung beteiligt ist.
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Auch in vivo gibt es bereits Hinweise lber eine Mitwirkung von Nrf2 an zelluldren
Alterungsprozessen. So zeigen z.B. Nrf2-defiziente Mause im Alter vermehrte neuro-
degenerative Veranderungen des ZNS (Nguyen et al., 2009). Andererseits nimmt auch
die Expression von Nrf2 im Gehirn und in der Leber mit dem Alter ab (Li et al., 2012;
Shih und Yen, 2007; Suh et al., 2004). Die genauen molekularen Signalwege, tber die
Nrf2-Verlust zu verminderter hNPC-Proliferation und gestorter Differenzierung fihrt,
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgekldrt werden. Untersuchungen in SH-
SY5Y-Zellen sowie in ex vivo Kulturen aus Nrf2-defizienten Mausen zeigten jedoch, dass
Nrf2 an der Expression der neuronalen Markerproteine MAP2 und NF-M beteiligt ist
(Zhao et al., 2009). Inwieweit dieser Signalweg auch bei den hNPCs eine Rolle spielt,
bzw. bei den beobachteten Alterungsprozessen gestort ist, muss noch geklart werden.
Ein weiterer moglicher Signalweg ist die Steuerung der Proliferation Uber das Nrf2-
abhingige Gen Prx-I. Eine Uberexpression von Prx-l in Lymphom-Zellen fiihrte zu einer
gesteigerten Proliferationsrate, da es unter physiologischen Bedingungen mit den
Zellzyklus-Kontrollgenen c-Myc und c-Abl interagiert (zusammengefasst in
Immenschuh und Baumgart-Vogt, 2005).

Desweiteren bleibt die Frage offen, warum Nrf2 in der alternden Zelle nicht mehr in
vollem Umfang posttranslational reguliert wird. Da die Regulierung von Nrf2 von vielen
Molekiilen und Signalwegen gesteuert wird, sind all diese mogliche Ursachen des
alternsassoziierten Nrf2-Verlusts und sollen hier kurz diskutiert werden. So ist Nrf2
unter basalen Bedingungen an seinen zytoplasmatischen Inhibitor Keapl gebunden
(Itoh et al., 1999; Sykiotis und Bohmann, 2008a; Zhang, 2006) und hat eine
Halbwertszeit von wenigen Minuten, da es durch die Keapl gesteuerte Ubiquitinierung
proteasomal abgebaut wird (Buckley et al., 2003; Cullinan et al., 2004; Furukawa und
Xiong, 2005; Kobayashi et al., 2006; Zhang et al., 2004). Durch oxidativen Stress kommt
es zu einer Konformationsanderung von Keapl, wodurch dieses dissoziiert und Nrf2 in
den Zellkern transloziert (Kobayashi et al., 2006; Wakabayashi et al., 2004; Zhang und
Hannink, 2003; Zhang et al., 2004). Ein weiterer Faktor, der eine Rolle bei der
Aktivierung von Nrf2 spielt, ist die posttranslationale Modifizierung von Nrf2 durch
verschiedene Proteinkinasen wie PKC, MAPK, PERK, AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK) und Glycogen-Synthase-Kinase-3B (GSK-3B) (Cullinan et al., 2003; Huang et al.,
2002; Jain und Jaiswal, 2007; Keum et al., 2003; Lee et al., 2001; Rojo et al., 2008;
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Salazar et al., 2006; Salminen und Kaarniranta, 2012; van Weeren et al., 1998; Xu et al.,
2006; Yu et al., 1999). Welche dieser Mechanismen fir die Inaktivierung von Nrf2 in
alten Zellen verantwortlich sind, wird Gegenstand folgender Versuche sein. Mogliche
Kandidaten dafir sind die Proteinkinasen. So konnten verschiedene Studien zeigen,
dass AMPK mit dem Alter der Zellen abnimmt (Salminen und Kaarniranta, 2012). Die
Kinase GSK-3B konnte ebenfalls eine Rolle beim Verlust der Nrf2-Aktivitdat im Alter
spielen. So reguliert GSK-3B den Abtransport von Nrf2 aus dem Zellkern (Salazar et al.,
2006). Neuste Daten deuten darauf hin, dass PI3K/Akt durch Phosphorylierung GSK-3
inaktiviert und somit den Abtransport aus dem Zellkern verhindert (Rojo et al., 2008;
van Weeren et al., 1998). SA-Méuse (Senescence-accelerated mouse), welche pramatur
altern, zeigen in einem Alter von zehn Monaten einen Riickgang von phosphoryliertem
GSK-3B in der Leber (Tomobe et al., 2012). Dies kdnnte zu einem gesteigerten
Abtransport von Nrf2 aus dem Zellkern, akzeleriertem proteasomalem Abbau von Nrf2
und somit zu einer verminderten Transkription der antioxidativen Enzyme fiihren.
Desweiteren wurde bei diesen Tieren auch eine Verminderung der MAPK gemessen
(Shih et al., 2010). Ein weiterer Weg, der zu altersbedingter Inaktivierung von Nrf2
fihren konnte, lduft iber Komponenten des Transkriptionsfaktors Nuklear-Faktor-kB
(NF-kB). So konnte in verschiedenen Studien in unterschiedlichen Geweben von
Nagern, wie Gehirn, Leber und Milz, eine Hochregulierung der Bindungskapazitat von
NF-kB mit dem Alter verifiziert werden (Helenius et al., 2001; Korhonen et al., 1997;
Spencer et al.,, 1997; Toliver-Kinsky et al.,, 1997). Dariber hinaus konnte die
Arbeitsgruppe um Helenius zeigen, dass diese altersbedingte Verdanderung von NF-kB
in Zusammenhang mit dem erhohten Proteinlevel von p52 und p65 steht (Helenius et
al., 2001). Aktuelle Untersuchungen belegen, dass p65 in der Lage ist, die Nrf2-
Aktivierung zu unterdriicken (Liu et al., 2008; Yu et al., 2011).

Inwieweit diese Signalmolekiile fur den Nrf2 Funktionsverlust von hNPCs verant-

wortlich sind, ist nicht bekannt und bedarf weiterer Untersuchungen.
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5.4  AbschlieBende Bewertung der hNPCs als in vitro Alterungsmodell

und deren Einsatz in Substanztestungen

Die Etablierung der Neurospharen als in vitro Alterungsmodell konnte im Rahmen
dieser Arbeit abgeschlossen werden. So zeigen die in Kultur gealterten hNPCs
denselben Alterungsphanotyp, welcher auch in vivo beobachtet wird, namlich
proliferative Seneszenz und verminderte Neurogenese. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass der Transkriptionsfaktor Nrf2 mafigeblich an diesen Veranderungen
beteiligt ist. Da eine groBe Menge an Substanzen, wie z.B. Naturstoffe, aber auch
Pharmaka die Nrf2-Aktivitat beeinflussen kénnen (Collins et al., 2009; Duan et al.,
2009; Habeos et al., 2008; Kim et al., 2008; Noyan-Ashraf et al., 2008; Papandreou et
al., 2011; Sykiotis und Bohmann, 2010), ist es nun moglich, mit diesem Zellmodell
Substanzscreenings durchzufihren. Diese dienen dem Ziel, Substanzen zu identifi-
zieren, welche die Nrf2-Funktion beeinflussen und somit moglicherweise die Alterung
der hNPCs verlangsamen kdnnten. Da allerdings diese Testmethode bei manueller
Durchfiihrung mit einem groflen Zeitaufwand verbunden ist und fir ein Substanz-
screening ein hoher Probendurchsatz erforderlich ist, wurde die automatische Sortier-
und Ausplattierungsmaschine COPAS™ (Complex Object Parametric Analyzer and
Sorter, von Union Biometrica Inc.) auf die Fahigkeit hin getestet, Neurosphdren einer
bestimmten GroRe auszuplattieren und damit den Probendurchsatz zu erhéhen. Die
durchgefiihrten Arbeiten (Abbildung 4.27- 4.31) zeigten, dass sich die COPAS™-
Maschine zum Sortieren und Ausplattieren von Neurosphdren in 96-Well-Platten
eignet. Keine der Parameter, die mit COPAS™ im Vergleich zu manuell ausplattierten
Sphdren getestet wurden, wurde durch das mechanische Ausplattieren beeinflusst.
Aufgrund dieser Daten ist davon auszugehen, dass durch das COPAS™ das Sortieren
und Ausplattieren der Sphdren automatisiert und dadurch ein hoéherer Proben-
durchsatz mit dem Neurospharen-Modell realisiert werden kann, was ein Substanz-

screening in diesem Zellmodell zukiinftig mdglich macht.
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6 Ausblick

In dieser Arbeit wurden humane Neurosphéren als in vitro Alterungsmodell etabliert,
da sie die in vivo im Alter beobachtete Reduktion der NPC-Proliferation wie auch der
adulten Neurogenese widerspiegeln. Ferner wurde ein Funktionsverlust von Nrf2 als zu
Grunde liegender Mechanismus der NPC-Alterung identifiziert. Jedoch blieben bei
dieser Arbeit die folgenden Fragen offen: (i) Warum verlieren in vitro gealterte hNPCs
die Kapazitat auf oxidativen Stress zu reagieren und welche Mechanismen sind daran
beteiligt? (ii) Weshalb kommt es durch die reduzierte Nrf2-Aktivitdt zum Verlust der
Differenzierungskapazitdt und zu einer verringerten Proliferation? (iii) Kann eine
Langzeit-Exposition mit chemischen Substanzen (niedrige Dosis) zu vorzeitigen Al-
terungsprozessen durch Stérung des Nrf2-Signalwegs in hNPCs flihren? Diese Fragen
werden in einem Anschlussprojekt geklart.

Zudem werden aufgrund von Spezies-spezifischen Unterschieden in den Alterungs-
prozessen die Ergebnisse der humanen NPCs auf Nager-NPCs ausgeweitet. Damit wird
die Moglichkeit eroffnet, Neurosphdaren aus Nrf2-defizienten Tieren zu prdparieren
und die daraus resultierenden Daten mit den Ergebnissen, die im Rahmen dieser
Dissertation angefertigt wurden, zu vergleichen. Dies erdffnet dann im Sinne des
Parallelogramm-Ansatzes die Moglichkeit innerhalb des Nagers in vivo mit in vitro
Daten zu vergleichen und zusatzlich Gber die in vitro Versuche den Speziesvergleich
zwischen Maus und Mensch durchzufiihren. Dieser Gesamtansatz wird die Bedeutung
der Maus in vivo Daten fiir den Menschen hervorbringen.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die basale Genexpression der Gene CAT, GP
und SOD in den SH-SY5Y-Zellen deutlich geringer ist als bei den hNPCs und dass diese
Gene in den SH-SY5Y-Zellen nicht induzierbar sind. Interessanterweise zeigten die
Ergebnisse ebenfalls, dass H,0, Caspase-unabhangige Apoptose in hNPCs sowie in SH-
SY5Y-Zellen induziert. Welche Signalwege die Caspase-unabhdngige Apoptose nach
einer H,0,-Exposition in den hNPCs verursachen ist nicht geklart und bedarf weiterer

Untersuchungen.
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Zusammenfassung

Eine wahrscheinliche Ursache der ,normalen’, physiologischen Alterung des Gehirns ist der Funk-
tionsverlust neuraler Progenitorzellen (NPC) im adulten Gehirn, der mit reduzierter NPC-Proli-
feration sowie verminderter Neurogenese einhergeht. Tierexperimentelle Studien zeigten, dass
diese verminderte regenerative Kapazitat des Gehirns zur Beeintrachtigung von kognitiven Funk-
tionen fiuhrt, die auch beim Menschen im Alter beobachtet werden. Im Einklang mit der bereits
1956 veroffentlichten ,Free Radical Theory of Aging’, welche postuliert, dass oxidativer Stress
ursachlich an zellularen Alterungsprozessen beteiligt ist, entwickelte sich so die Hypothese, dass
auch die Alterung von NPCs des Menschen durch vermehrte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ge-
triggert wird. Die molekularen Mechanismen, die solch einer NPC-Alterung zu Grunde liegen, sind
jedoch weitestgehend unbekannt.

Daher waren es die Ziele der vorliegenden Dissertation, (i) ein humanes Zellmodell zu etablieren,
welches Alterungsprozesse von NPCs in vitro abbildet, (ii) in diesem Zellsystem die antioxidativen
Kapazitdten junger versus gealterter humaner NPCs zu untersuchen und (iii) die Rolle des Trans-
kriptionsfaktors und Masterregulators der antioxidativen Abwehr Nrf2 bei der Alterung humaner
NPCs aufzuklaren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in Kultur gealterte hNPCs einen Alterungs-
phanotyp aufweisen, welcher auch in vivo in gealterten Gehirnen beobachtet wird und mit der
Akkumulation von B-Galaktosidase, einem etablierten Alterungsmarker, einhergeht. So haben
gealterte NPCs eine verminderte Proliferationsrate, die von einer erhdhten Expression des
Zellzyklusinhibitors p21 sowie einer verringerten Expression des Epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors begleitet wird. Zudem ist die Differenzierungskapazitit von gealterten NPCs zu Neu-
ronen und Oligodendrozyten reduziert. Diese gealterten NPCs waren zudem deutlich sensitiver
gegenliber durch H,0, und Tetrachlorohydrochinon (TCHQ) generiertem oxidativen Stress als junge
NPCs, da sie bei niedrigeren Konzentrationen dieser Substanzen an Viabilitdt verloren. Real-Time-
PCR-Analysen von jungen und gealterten NPCs, die mit nicht zytotoxischen Konzentrationen von
H,0, und TCHQ belastet wurden, ergaben, dass in den gealterten Zellen Genprodukte der anti-
oxidativen Abwehr, ndmlich der Superoxiddismutase (SOD1), Catalase (CAT) und Glutathion-
peroxidase (GPx) nicht induziert werden. Dies entspricht der Reaktion der Neuroblastomzelllinie
SH-SY5Y, welche auch nicht mit einer vermehrten Transkription dieser Genprodukte auf ROS
reagiert und bereits bei niedrigeren Konzentrationen als junge NPCs den Weg des Zelltods
beschreitet. Untersuchungen zur Expression und Funktion des Transkriptionsfaktors und Master-
regulators der antioxidativen Abwehr Nrf2, welcher die Expression von SOD1, CAT und GPx
reguliert, bestatigten das Vorhandensein von Nrf2 in jungen und gealterten NPCs. Allerdings
verloren die alten NPCs die Fahigkeit Nrf2 nach oxidativem Stress zu stabilisieren und somit dem
proteasomalen Abbau zu entziehen. Dieser Verlust der posttranslationalen Regulation von Nrf2 ist
zum Einen fir die mangelnde Adaptation humaner NPCs gegeniiber oxidativem Stress verant-
wortlich, zum Anderen vermittelt er auch den Funktionsverlust der NPCs, da ein Nrf2-Gen-
Knockdown die Proliferation und die neuronale Differenzierung reduziert und somit den Alterungs-
phanotyp reproduziert.

Die Daten dieser Arbeit zeigen also, dass (i) hNPCs in vitro altern und somit ein geeignetes Zellmo-
dell darstellen, um molekulare Mechanismen von Alterungsprozessen zu untersuchen, (ii) gealterte
hNPCs ROS-detoxifizierende Kapazitaten verlieren und (iii) der Funktionsverlust der Nrf2-Regulation
an der Alterung humaner NPCs beteiligt ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Neurospharenmodell ein vielversprechendes in vitro
Alterungsmodell ist, welches klare Vorteile gegenliber anderen verfligbaren Modellen aufweist.
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Abstract

A probable reason of ,normal’ physiological brain aging is the loss of function of neural progenitor
cells (NPC) in the adult brain, which is attended by a reduced NPC profileration as well as a reduced
neurogenesis. Animal experimental studies demonstrated that this reduced regenerative capacity
of the brain leads to an impairment of cognitive functions, which is also observed in aged humans.
In accordance with the 1956 published ,Free Radical Theory of Aging” asserting that oxidative
stress is causatively involved in cellular aging processes, the hypothesis evolved that the aging of
the humans NPC is triggered by increased reactive oxygen species (ROS) as well. However, the
molecular mechanisms that underlie this NPC aging are mainly unknown.

Therefore the aims of this dissertation were to (i) establish a human cell model which mimics aging
processes of NPC in vitro, (ii) to analyze the antioxidant capacities of young versus aged human NPC
in this cell system and (iii) to elucidate the role of Nrf2, a transcription factor and master regulator
of the antioxidant resistance, in the aging of human NPC.

The results of this thesis demonstrate that hNPC aged in culture possess an aging phenotype that is
also visible in vivo in aged brains and that is associated by the accumulation of B-galaktosidase, an
established aging marker. Thus, aged NPC have a reduced proliferation rate accompanied by an
increased expression of the cell cycle inhibitor p21 as well as a reduced expression of the epidermal
growth factor receptor. Furthermore the differentiation capacity of aged NPC to neurons and
oligodendrocytes is reduced. In addition these aged NPC were significantly more sensitive to
oxidative stress generated by H,0, and tetrachlorohydrochinon (TCHQ) as young NPC as they
showed a loss of cell viability at lower concentrations of these substances than the young ones.
Real-Time-PCR-analyses of young and aged NPC exposed to non-cytotoxic concentrations of H,0,
and TCHQ revealed that gene products of the antioxidant defence, namely of superoxide dismutase
(SOD1), catalase (CAT) and glutathion peroxidase (GPx), are not induced in aged NPCs. This
correlates with the reaction of the neuroblastoma cell line SH-SY5Y which also does not react with
an increased transcription of these genes after ROS and already undergoes apoptosis at even lower
concentrations than the young NPC. Studies about the expression and function of the transcription
factor and master regulator of the antioxidant defence Nrf2 that regulates the expression of SOD1,
CAT and GPx, confirm the existence of Nrf2 in young and aged NPC. However, the old NPCs lost
their capability to stabilize Nrf2 after oxidative stress and consequently to withdraw it from
proteasomal degradation. This loss of the posttranslational regulation of Nrf2 is on the one hand
responsible for the inadequate adaption of human NPC to oxidative stress and on the other hand it
mediates the functional loss of the NPC as a Nrf2 gene knockdown reduces the proliferation and
the neuronal differentiation of NPC and hence reproduces the aging phenotype.

Thus, the data of this thesis demonstrate that (i) hNPC age in vitro and therefore are a suitable cell
model to research molecular mechanism of aging processes, (ii) that aged hNPC lose ROS
detoxification capacity and (iii) that the functional loss of the Nrf2 regulation is involved in the
aging of human NPCs.

In conclusion, it can be stated that the neurosphere model is a promising in vitro aging model that
features clear advantages compared to other available models.
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