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,Wir haben das Gliick, in einem Zeitalter zu
leben, in dem noch immer Entdeckungen
gemacht werden. Es ist wie mit der
Entdeckung Amerikas- man kann es nur

einmal entdecken.”

Richard Feynman, 1965
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. Einleitung

A. Oxidativer Stress in degenerativen Erkrankungen des Nervensystems

Beim Aufkommen der ersten Lebewesen auf diesem Planeten konnten diese die
Energiegewinnung zur Aufrechterhaltung des Lebens nicht mittels der Atmung
gewahrleisten, da Sauerstoff nur in geringsten Mengen in der Atmosphare nachweisbar war.
Die Energiegewinnung fand vielmehr unter Zuhilfenahme der Glykolyse statt. Erst im
weiteren Verlauf, durch Anstieg des atmospharischen Sauerstoffanteils auf nun 21%,
entwickelten sich Lebewesen, welche im Gegensatz zu ihren anaeroben Vorgangern den
Sauerstoff aktiv zur Energiegewinnung nutzen konnten. Diese aerobe Atmung spiegelt sich
vor allem in der mitochondrialen Atmungskette der Zellen wieder, in der Glukose mittels
elementaren Sauerstoffes vollstdndig zu Kohlendioxid und Wasser oxidiert wird, wobei

Energie in Form von ATP (Adenosintriphosphat) synthetisiert wird.

Ein essentieller Schritt in der Entwicklung hoherer Lebensformen ist die Nutzung der
aeroben Energiegewinnung. Dieser Prozess geht allerdings mit vielen Gefahren einher,
denen biologische Systeme im Umgang mit Sauerstoff gegentberstehen. So vermdgen
Sauerstoff, und vor allem seine reaktionsfahigen Radikale, fast alle im lebenden Organismus
vorkommenden Verbindungen durch Oxidation in der Funktion zu verandern und gar
unbrauchbar zu machen. Es ist nicht verwunderlich, dass Sauerstoff fur die urspringlichen
Lebensformen, die anaeroben Bakterien, toxisch ist. Zu diesen ,reaktiven Sauerstoffspezies*
ROS (reactive oxygen species) gehdren unter anderem die freien Radikale OH" (Hydroxyl —
Radikal), ROO' (Peroxylradikal), RO (Alkoxylradikal) und vor allem das O, (Hyperoxid —
Anion) sowie H,0, (Sauerstoffperoxid) als Ausgangsstoff von ROS. Eine Vielzahl von
Ursachen, die zur Entstehung von ROS beitragen, ist bekannt. Erwahnenswert sind
physikalische Einflisse wie UV-Licht, Gamma- und Réntgenstrahlen sowie toxische Faktoren

wie beispielsweise Inhalation von Tabakrauch.

In Organismen werden ebenfalls stdndig ROS gebildet; eine wichtige Rolle spielt hierbei die
bereits erwahnte mitochondriale Atmungskette, insbesondere an den Komplexen | (NADH
Dehydrogenase) und Il (Ubiquinon — Cytochrom ¢ Reduktase). So hat die Mehrheit der
intrazellular gebildeten ROS einen mitochondrialen Ursprung (Finkel and Holbrook, 2000)
und weiterhin einen Schwerpunkt am Komplex Il (Turrens, 1997). Hier entsteht als
Zwischenschritt bei der Bildung des Ubiquinons das Semiquinon-Anion-Radikal, welches
direkt und ohne enzymatische Katalyse Elektronen auf Sauerstoff Ubertragt und so
nachfolgend Superoxidradikale bildet (Finkel and Holbrook, 2000).



Organismen stehen einer Vielfalt von ROS-induzierten Schaden gegeniber. So konnten
durch DNA-Oxidation Schaden der Desoxyribose und der Basen nachgewiesen werden
(Aust and Eveleigh, 1999). Peptidbindungen von Proteinen sind ein weiterer Angriffspunkt
von ROS, wobei sowohl diese (Berlett and Stadtman, 1997), als auch die Lipiddoppelschicht
der Zellmembran (Finkel and Holbrook, 2000) gespalten werden kénnen. Eine zellulare
Anhaufung von ROS und somit Schadigung der Zelle kann dann schlieRlich zur Apoptose,

dem programmierten Zelltod der Zelle, fuhren (Johnson et al., 1996).

In Anbetracht der von den ROS ausgehenden Gefahren entwickelten sich verschiedene
zellulare Schutzmechanismen, um Schadigungen zu verhindern (Sies, 1993). Grob kann
hierbei zwischen enzymatischen und nicht-enzymatischen Mechanismen unterschieden
werden. Zu den enzymatischen Abwehrmechanismen gehéren die Superoxiddismutasen
(SOD), die Superoxidionen zu Wasserstoffperoxid katalysieren, welches dann von der
Katalase zu Wasser reduziert wird (Hodgson and Fridovich, 1975). Darauf soll im Weiteren

naher eingegangen werden.

Zu den gangigsten Antioxidantien in Organismen gehoért das Glutathion, ein Peptid
bestehend aus Zystin, Glyzin und Glutamat, welches in allen menschlichen Zellen
synthetisiert werden kann und in nahezu allen Zellen in hoher Konzentration vorkommt.
Reduziertes Glutathion wird durch die Glutathionperoxidase oxidiert, wobei ebenfalls
Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert wird. Die Gruppe der Glutathion-S-Transferasen
gehort genauso zu den enzymatischen Antioxidantien, indem sie die Bildung von Thioether

aus Glutathion und reaktiven Verbindungen katalysiert (Hayes and Pulford, 1995).

Bezlglich der nicht — enzymatischen Mechanismen sind vor allem die antioxidativen
Wirkungen der Vitamine A, C und E zu erwahnen. Vitamin E (a-Tocopherol) beispielsweise
ist fettloslich und reagiert mit den Peroxylradikalen der Fettsduren unter Bildung des
Tocopherol-Radikals, welches wiederum mit Vitamin C (Ascorbinsaure) reagiert und diese so

eliminiert.

Das menschliche Gehirn macht nur etwa 2% des Kdrpergewichtes aus, verbraucht aufgrund
seiner hohen Stoffwechselrate jedoch Uber 20% des zur Verfligung stehenden
Gesamtsauerstoffes (Ito et al. 2005); bei erhéhter Neuronenaktivitat steigt der Bedarf. Dieser
Umstand, zusammen mit der nur geringen Regenerationsfahigkeit des Nervensystems,
erklart die hohe Anfalligkeit des Gehirnes gegenliber Stérungen im Gleichgewicht zwischen
der Bildung von ROS und den antioxidativen Mechanismen; die Folge ist oxidativer Stress
und dadurch bedingte degenerative Erkrankungen, welche im Folgenden kurz erldutert

werden sollen.



1. M. Parkinson

Die Parkinson-Erkrankung ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen mit
einer Pravalenz von etwa 0,1% der Uber 40jahrigen in der Bevdlkerung (Siderowf and Stern,
2003). Im klinischen Erscheinungsbild zeigt sich in erster Linie eine Bewegungsstérung mit
Hypokinese, Tremor, Rigor und instabiler Kérperhaltung (posturale Instabilitat). Trotz grofl3er
Fortschritte in der Entwicklung therapeutischer Ansatze schreitet die Erkrankung auch unter
Behandlung fort, da eine neuroprotektive oder neuroregenerative Therapie bislang nicht
bekannt ist (Dawson and Dawson, 2002). Die Atiologie der Erkrankung ist bislang ebenfalls
unbekannt. Pathophysiologisch kommt es hierbei zu einem Untergang der nigrostriatalen
Neuronen und so zu einem Dopaminmangel. Postmortale Studien am Menschen erheben
den Verdacht, dass die Anhaufung von ROS eine zentrale Rolle in der Pathogenese spielt
(Jenner and Olanow, 1998; Schulz et al., 2000; Zhang et al., 2000). Weitere Studien zeigten
diesbezlglich einen Zusammenhang mit einer Stérung im Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette; so konnten sowohl in Hirnschnitten als auch in peripherem Gewebe eine bis
zu 25%ige Reduktion der Komplex | - Aktivitdt nachgewiesen werden, welche, wie bereits
erwahnt, zu einer Anreicherung von ROS und somit zum Zelltod fuhrt (Orth and Schapira,
2002; Schapira et al., 1998; Sherer et al., 2002). Die Ursache der Aktivitdtsminderung des

Komplex I, ob nun genetisch oder durch Umwelteinfliisse erworben, ist unbekannt.

2. M. Alzheimer

Die Alzheimer-Erkrankung gehdrt ebenfalls zu den neurodegenerativen Erkrankungen mit
einer steigenden Pravalenz im hohen Alter. Das Erscheinungsbild ist von einer Progredienz
kognitiver Defizite und Demenz gezeichnet und fuhrt innerhalb weniger Jahre nach
Diagnosestellung zum Tode. Auch hier ist die Atiologie nicht bekannt, eine Therapie ist nicht
verfligbar. Neuropathologisch wegweisend sind eine Anreicherung von extrazellularem
Protein, dem B-Amyloid, und intrazellularen Neurofibrillenblindeln, bestehend aus dem Tau-
Protein (Joachim and Selkoe, 1992). Inwieweit diese jedoch fir den Krankheitsverlauf
verantwortlich sind, bleibt umstritten. Rezente Studien gehen von einem erhdhten oxidativen
Stress aus, noch bevor es zu einer Akkumulation von 3-Amyloid bzw. Neurofibrillen kommt
(Smith et al., 2000).

3. M. Huntington



Die Huntington-Erkrankung, oder auch Chorea Huntington, ist eine autosomal dominant
vererbte neurodegenerative Erkrankung, welche meist um das 40. Lebensjahr erstmals in
Erscheinung tritt und mit einer fortschreitenden choreatischen Bewegungsstorung sowie
psychiatrischen Auffalligkeiten einhergeht. Die durchschnittliche Uberlebenszeit nach dem
Auftreten der ersten Symptome betragt ca. 15 Jahre, eine Heilung ist nicht mdoglich.
Pathophysiologisch liegt eine erhéhte Wiederholungsrate des Trinukleotids CAG auf dem flr
das Protein Huntingtin kodierenden Gen vor, was zu eine verlangerte Polyglutamin-Einheit
im Protein Huntingtin fuhrt (1993). Eine zentrale Rolle bezuglich der Krankheitsprogression
scheint aber auch hier die Bildung von ROS und der daraus folgende oxidative Stress zu
spielen (Browne et al., 1997; Grunewald and Beal, 1999). Im betroffenen Hirngewebe zeigt
sich v.a. eine erhdhte Menge an Lipofuszin (Braak and Braak, 1992; Tellez-Nagel et al.,
1974), ein gelb-braunes intrazellulares Pigment, welches auch Alterspigment genannt und

bei oxidativem Stress vermehrt gebildet wird (Sohal and Brunk, 1989).

4. Amyotrophe Lateralsklerose

Bei der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) kommt es zu einer Schadigung der
Motoneurone; folglich kommt es =zu einer progredienten Schwache und daraus
resultierenden Gang-, Schluck-, Sprech- und Atemstérungen. Die Erkrankung flhrt etwa vier
Jahre nach Diagnosestellung zum Tode; eine Therapie ist nicht bekannt. Etwa 10% der
Erkrankungsfalle zeigen ein autosomal dominantes Erbmuster (Horton et al., 1976; Mulder et
al., 1986), vom klinischen Verlauf ist diese familiare ALS (FALS) nicht von der sporadischen
Variante zu unterscheiden (Swerts and Van Den Bergh, 1976). In einer Studie an 13
Familien mit FALS konnten Daniel R. Rosen und Kollegen schlie3lich als gemeinsames
Merkmal Mutationen in dem fir die Superoxiddismutase 1 (SOD1) kodierenden Gen
feststellen (Rosen et al., 1993). Wie bereits erwahnt, spielt die SOD eine wichtige
Schlusselrolle in der Eliminierung von oxidativem Stress. Inwieweit oxidativer Stress auch in

der Pathogenese der sporadischen ALS eine Rolle spielt, ist weiterhin nicht bekannt.

B. Superoxiddismutasen als Schutz gegen oxidativen Stress

Das Enzym SOD wurde 1969 von McCord und Fridovich erstmals beschrieben(McCord and
Fridovich, 1969) und gehdért zu den enzymatischen Abwehrmechanismen, welche die Zelle
und somit den Organismus vor oxidativem Stress schiitzen. SOD katalysiert die Reaktion
0,” + 0O, + 2H" — H,0, + O,, wobei das Superoxidradikal O,  ein freies Radikal ist,

welches durch Zunahme eines Elektrons aus molekularem Sauerstoff entsteht. Bislang



konnten drei verschiedene Isoformen der SOD in Saugetierzellen beschrieben werden; die
Isoformen unterscheiden sich aufgrund des Metalls in ihrem aktiven Zentrum und ihres

Vorkommens im Organismus.

Die SOD1, oder auch Cu/Zn-SOD, ist vor allem im intrazellularen Cytosol, aber auch im
Zellkern und in den Lysosomen lokalisiert, hat eine Molekilmasse von 32 kDA und enthalt
Kupfer und Zink im aktiven Zentrum (Chang et al., 1988; Crapo et al., 1992; Keller et al.,
1991; Liou et al., 1993). Die zweite Isoform (SOD2 oder Mn-SOD) ist in den Mitochondrien
der Zelle mit Mangan im aktiven Zentrum zu finden (Weisiger and Fridovich, 1973). Die
Molekilgréle betragt 23 kDa (Barra et al., 1984). Anfang der achtziger Jahre des 20.
Jahrhunderts konnten Marklund und Kollegen in menschlichem Plasma, Lymphe und Liquor
die dritte Isoform (SOD3), welche aufgrund ihres extrazellularen Vorkommens auch EC-SOD
genannt wird, und 132 kDa Molekllgrofe besitzt, beschreiben (Marklund, 1980; Marklund,
1982; Marklund et al., 1982). Auch hier findet sich Kupfer und Zink im aktiven Zentrum
(Marklund, 1982). AulRer auf der bereits eingegangenen FALS mit Mutationen in der SOD1
konnten Verbindungen zwischen pathologischer SOD-Aktivitdt und dem Auftreten
verschiedener Erkrankungen wie benignen und malignen Brusterkrankungen (Afrasyap et
al., 1998), diversen Leukamien (Gonzales et al., 1984) oder auch des hamorrhagischen

Denguefiebers (Ray et al., 1999) festgestellt werden.

Trotz des unterschiedlichen Metallzentrums und der Lokalisation zeigen die SOD im
molekularen Aufbau Gemeinsamkeiten: Die Metall-lonen Kupfer und Zink, bzw. Mangan,
werden von mehreren Histidinresten flankiert (Bannister et al.,, 1987). Die essentielle
Aminoséaure Histidin spielt als Ligand von Metallionenkomplexen eine wichtige Rolle in der
Evolution. So ist Histidin auch in der Komplexierung des Eisenatoms im Blutfarbstoff

Hamoglobin beteiligt.

Anhand dieser Eigenschaften des aktiven Zentrums lassen sich Proteinmotive, also

Eigenschaften der Protein—Tertiarstruktur, der SOD definieren.
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Die Struktur des aktiven Zentrums der SOD1 (aus: Lippard & Berg, Principles of Bioanorganic Chemistry 1994, S.
327)

C. Glutamattoxizitat- ein Modell zur Auslosung von Zelltod durch oxidativen
Stress

Im Hinblick der Bedeutsamkeit von oxidativem Stress in der Pathogenese der bereits
erwahnten Erkrankungen kristallisierte sich die Notwendigkeit zur Etablierung eines In-vitro
Modells heraus. Hierbei hat sich das Modell der oxidativen Glutamattoxizitdt bewahrt
(Albrecht et al., 2010; Tan et al., 2001).

Der Neurotransmitter L-Glutamat kommt im gesamten Gehirn in unterschiedlicher
Konzentration vor. Eine exzessive Stimulation von Glutamatrezeptoren, wie sie
beispielsweise bei ischamischen oder neurodegenerativen Prozessen vorkommt, flhrt zu
einem massiven Kalziumeinstrom und folglich zum Zelltod (Choi, 1985). Diesem Prozess der
Exzitotoxizitat steht die oxidative Glutamattoxizitat gegentiber: Aufer als Neurotransmitter
fungiert Glutamat zusammen mit Zystein und Glyzin als Bausteine fur Glutathion (Griffith,
1999), einen bedeutenden Oxidationshemmer (Dringen and Hirrlinger, 2003). Glutathion
Ubertragt aufgrund seiner freien Thiolgruppe Elektronen auf ROS und macht dies somit
unschadlich (Cooper and Kristal, 1997). Der Zystin-Glutamat-Antiporter ,System X, *

transportiert im Verhaltnis 1:1 Zystin in und Glutamat aus der Zelle (Bannai, 1986). Bei



erhohter extrazellularer Glutamatkonzentration wird das System X, blockiert, so dass Zystin
nicht in die Zelle gelangt, Glutathion nicht gebildet werden kann und so oxidativer Stress zum
Zelltod fuhrt. Diese oxidative Glutamattoxizitdt wurde 1989 erstmals in retinalen
Neuroblastom-Zellen beschrieben (Murphy et al., 1989). Im Verlauf konnte dies auch in
weiteren neuronalen Zelllinien nachgewiesen werden (Davis and Maher, 1994; Froissard et
al., 1997; Schubert et al., 1992). Als nitzlichste Zelllinie zur Untersuchung der oxidativen
Glutamattoxizitat erwies sich aufgrund ihrer diesbezilglich hohen Sensitivitat jedoch die
hippocampale Zelllinie HT22 der Maus (Albrecht et al., 2010; Ishige et al., 2001; Li et al.,
1997; Maher, 2001; Tan et al., 1998).

Glutamat

Intrazelluldrraum

| Xe |

Extrazelluldrraum
Zystin

Der Zystin-Glutamat-Antiporter X~ transportiert im Verhéltnis 1:1 Zystin in und Glutamat aus der Zelle

D. Identifikation von TIGR

In der Arbeitsgruppe wurde die hippokampale Zelllinie HT22 der Maus wiederholt toxischen
Glutamatkonzentrationen unter Kultivierung der Uberlebenden Zellen ausgesetzt. Hieraus
entstand so eine neue, glutamatresistente Zelllinie, welche HT22R genannt wurde (Dittmer et
al., 2008; Lewerenz et al., 2006). Es stellte sich die Frage, inwieweit Anderungen in der
Regulation von Transkripten verantwortlich fir die Ausbildung der Glutamatresistenz sind.
Mit Hilfe der Suppression Subtractive Hybridization, einem Verfahren, welches basierend auf
der Polymerasekettenreaktion (PCR) anhand einer Referenzprobe alle nicht bekannten
Gene einer Experimentalprobe findet (Diatchenko et al., 1996), konnten in Vorarbeiten
mehrere Transkripte isoliert werden, die im Vergleich zur Wildtyp-Zelllinie (HT22S) in der
resistenten Linie (HT22R) hochreguliert waren (Lewerenz, 2003). Neben der bereits als
Zellschutz bekannten Aldehyddehydrogenase-3 (ALDH3) (Townsend et al., 2001) war dies



ein bislang nicht naher charakterisiertes Gen mit einem 11.000 Basenpaar grof3em Signal im
Northern-Blot, welches TIGR fir ,Transcript Increased in Glutamate Resistance“ genannt
wurde (Lewerenz, 2003).
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A) Das ZellUberleben in Prozent von HT22 Wildtypzellen [S], sowie von vorbehandelten HT22-Zellen
(einerseits nach mehrmaligen kultivieren Uber 24 Stunden in hohen Glutamatkonzentration [A],
andererseits bis 48 Stunden in hohen Glutamatkonzentrationen [C]), gemessen in einem MTT-Assay
und normalisiert gegenuiber unbehandelten Zellen. B) 5ug der jeweiligen RNA (+ mit Glutamat, - ohne
Glutamat kultiviert), aufgetragen im Northern-Blot und mit Antisense-RNA von ALDH-3 bzw. des bislang
nicht charakterisierten Transkripts EST (Expressed Sequence Tag) hybridisiert. Das konstitutiv
exprimierte Gen GAPDH dient als Kontrolle. Daneben die quantitative Analyse der Genregulierung,

gemessen anhand der Bandenintensitat (Lewerenz, 2003).



Il. Ziel der Arbeit und Fragestellung

Oxidative Glutamattoxizitadt der neuronalen Zelllinie HT22 ist ein Modell fur Zelltod durch
oxidativen Stress, indem extrazellulares Glutamat den Transport von Zystin in die Zelle
hemmt und so die Bildung von Glutathion verhindert, welches die Zelle durch Eliminierung

von ROS vor Zelltod durch oxidativen Stress schiitzt.

In HT22 Zellen, die chronisch oxidativem Stress ausgesetzt und somit resistent gegeniber
Glutamat sind, wurde nach Hybridisierungs- und Screeningverfahren  hochregulierte
Transkripte gesucht, worunter sich ein bis dahin nicht beschriebenes Transkript fand,
welches ein Protein mit einem SOD-Motiv und einer GesamtgroRe von 3440 Aminosauren
kodiert.

Ziel der Arbeit war es, dieses TIGR genannte Transkript (flr ,Transcript Increased in

Glutamate Resistance®) naher zu charakterisieren.

Dabei sollte gezeigt werden, inwieweit die Hochregulierung von TIGR in Wildtyp-Zellen diese
vor oxidativem Zelltod schutzt. Weiterhin stellte sich die Frage, ob das enthaltene SOD-Motiv
eine Rolle in einem eventuellen Zellschutz spielt und ob tatsachlich eine bislang nicht
bekannte Superoxiddismutase vorliegt. Auch die intrazellulare Lokalisation von TIGR und die

Expression in unterschiedlichem Gewebe sollte ergrindet werden.

Da oxidativer Stress und daraus resultierender Zelltod eine essentielle Rolle in der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen spielt, stellt sich letztendlich die Frage, inwieweit

eine Dysfunktion von TIGR hier ebenfalls einen Anteil hat.
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Ill. Material und Methoden

A. Material

1. Loésungen und Reagenzien

« FCS (Fetal Calf Serum), Hersteller: Gibco®
* Trypsin 0,5% (10X) mit EDTA, Hersteller: Gibco®
* RIPA - Puffer, Hersteller: Sigma-AIdrich®

* Protease — Inhibitor ,cOmplete ULTRA Tablets*, Hersteller: Roche®

PBS - Puffer (Phosphate-Buffered Saline, 1X)

NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
KH,PO, 1,5 mM
Na,HPO, 7.4 mM

Dest. Wasser, pH 7.4

o TBE — Puffer (Tris-Borate-EDTA, 10X)

Tris 900 mM
Borsaure 900 mM
EDTA 10 mM

Dest. Wasser, pH 8.0
e PBS-T

PBS & 0,05% Tween®20, Hersteller: Sigma-Aldrich®
o MTT - Solubilisierungs —Puffer

Natriumlaurylsulfat (SDS) 20%
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Dimetyhlformamid (DMF) 20%
Essigsaure 10%
Dest. Wasser, pH 4.0

e TELT — Puffer

Tris-HCI 50 mM
EDTA 62,5 mM
Lithiumchlorid 25M
Triton 100X 0,4 %
pH 8.0

2. Restriktionsenzyme

Alle in der Arbeit benutzten Restriktionsenzyme stammen von dem Hersteller New England
Biolabs® (NEB). Die diesbeziiglich verwendeten Puffer (SuRE/Cut Buffer A, B, L, M & H)

wurden von Roche®bezogen und entsprechend den Angaben des Herstellers benutzt.

3. _Antikoérper

¢ Polyclonale Antisera gegen zwei verschiedene TIGR-Epitope Aminosauren 1-16 und
3147-3162 durch Immunisierung von Kanninchen mit den entsprechenden Peptiden,

Hersteller: Eurogentec®.

o Anti-Xpress-Antikérper™ (Invitrogen®); Monoklonaler Mausantikérper zur Bindung an die

Aminosaurensequenz ,Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys*

¢ Anti-Katalase monoklonaler Antikorper (Invitrogen®)

4, Plasmide



Gene Vektor Besonderheiten | Hersteller
Leervektor pcDNA® 3.1 HIS B Expressionsvektor | Invitrogen®
mit  Xpress® -
Epitope; Resistenz
gegen Geneticin®
TIGR pDNR-1 Wildtyp AG Methner;

Vektor: Clontech®

B-Galaktosidase | pcDNA 3.1. HIS lacZ Kontrollvektor Invitrogen®

Leervektor pGEM®-T Easy Vektor ~mit  T-| Promega®
Uberhang zur PCR-
Klonierung

Leervektor PENTR®-1A Leervektor des | Invitrogen®
Gateway®-Systems

EGFP pDEST Fluoreszierender AG Methner;
Vektor zur | Vektor:
Verwendung im | Invitrogen®

Gateway®-Systems

5. Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech® bezogen.

Oligonukleotid

Sequenz

TIGR:5158U35

5-CAC CGA GCG GCT GCC CTC ATT CTT AGC TCT TCT GG-3°

TIGR:5157L35

5°-CAG AAG AGC TAA GAA TGA GGG CAG CCG CTC GGT GC-3°

TIGR:4680U22

5-CTGCCACCTCTCTTC TTA CAC C-3°

TIGR:6583L22

5°-TCA GCT TGC AAT TCC GAA CCA G-3°




-13 -

6. Zelllinien
¢ N2a — Zelllinie (Maus — Neuroblastoma — Zellen)

Gebrauchliche, Neuroblastom-Zelllinie der Maus. Verwendet zur Transfektion der

Plasmidkonstrukte und Durchflhrung der Zelltoxizitatsversuche.
e HT22 - Zelllinie (Maus — Hippocampus — Zellen)

Hippocampuszellen der Maus; Verwendet wurde die Wildtyplinie (HT22-S) und die
Subpopulation HT22-R, welche aufgrund von repetitiver Zugabe von Glutamat resistent

gegenuber Glutamattoxizitat ist.

7. Bakterienstamme

¢ Escherichia coli DH5a — Stamm (Genotyp: F’ Phi80dlacZ DeltaM15 Delta (lacZYA-
argF)U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rK-mK+)phoA supE44 lambda-thi-1)

Zur Herstellung kompetenter Zellen und anschlieender Transformation der Plasmide

e One Shot® ccdB Survival™-T1R, Invitrogen® (Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74 recA1 araA139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR )
endA1 nupG tonA::Ptrc —ccdA)

Chemisch kompetenter Escherichia coli — Stamm zur Verwendung im Gateway-System
(Invitrogen®); aufgrund des Genotyps resistent gegenliber dem ccdB-Gen (Bernard and
Couturier, 1991; Salmon et al., 1994) und somit fahig zur Transformation mit ccdB- Gen

enthaltenden Plasmidkonstrukten.

8. Zellkulturmedium

Zur Kultivierung der Zellen (N2a, HT22) wurde das Zellkulturmedium DMEM (Dulbeccos
modified eagle serum) high Glucose (4,5 g/ml) des Herstellers PAA® mit Sitz in Pasching,
Osterreich verwendet. In das Medium zugegeben wurde FCS (10% zur Kultivierung der N2a-
Zellen, bzw. 5% zur Kultivierung der HT22-Zellen) sowie ein 1%iges Penicillin / Streptomycin
— Gemisch (entsprechend 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, Hersteller:
Gibco®).



-14 -

9. Bakterienmedium

e Luria — Bretani Broth Medium (LB — Medium)

Zur Herstellung des LB — Mediums wurden 20g Lennox L Broth Base® Pulver (Hersteller:
Invitrogen®) in einem Liter destillierten Wasser zunachst autoklaviert und anschlieRend mit

dem jeweiligen Antibiotikum versetzt (s. unten).
e Luria — Bretani Broth Agar Medium

Zur Kultivierung von Bakterienkolonien wurden LB — Agarplatten verwendet; diesbezliglich
wurden 32g des Lennox L Agar® Pulvers (Hersteller: Invitrogen®) in einem Liter
destilliertem Wasser autoklaviert, nach kurzem Abkiihlen in Raumtemperatur mit dem
jeweiligen Antibiotikum versetzt (s. unten), anschlielend in Petrischalen mit 10cm
Durchmesser (Greiner®) gegossen, zur weiteren Abkiihlung und Aushartung weiter bei

Raumtemperatur belassen und letztendlich zur weiteren Verwendung bei 4° C gelagert.
¢ S.0.C. Medium®

Zum Erreichen einer mdoglichst hohen Transformationseffizient mit E. coli — Bakterien

wurde das S.0.C. Medium® (Hersteller: Invitrogen®) verwendet (Hanahan, 1983).

10. Selektionsantibiotika

¢ Selektionsantibiotika zur Transformation

Abhangig vom Antibiotikum — Resistenzgen der verwendeten Plasmide wurde flir das LB —
Medium und die LB- Agarplatten entweder Ampicillin in einer Konzentration von 100 ug/ml
oder Kanamycin in einer Konzentration von 50 ug/ml verwendet. Bezogen wurden beide
Antibiotika von Sigma Aldrich®.

¢ Selektionsantibiotikum zur Herstellung stabil transfizierter Zelllinien

Das Aminoglykosid Geneticin® (G418), ein haufig verwendetes Antibiotikum zur Selektion
von Saugetierzellen, wurde von Invitrogen® bezogen und nach Durchfilhrung eines
Zytotoxizitats — Assays mit MTT, zur Bestimmung der potentesten Selektionsdosis, in einer

Konzentration von 1000 pg/ml benutzt.
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B. Methoden
1. Klonierung

« Klonierung von TIGR in den Expressionsvektor pcDNA™3.1 HIS/B (Invitrogen®)

Im Rahmen von Vorarbeiten (Lewerenz, 2003) wurde das Transkript TIGR nach
aufwendigen Klonierungsschritten in den Donor-Vektor pDNR™ (Clontech®) tberfiihrt. Zur
Durchfihrung der geplanten Untersuchungen war es zunachst notwendig, TIGR in einen
geeigneten Expressionsvektor zu Uberfihren. Aufgrund des enthaltenen Promotors zur
effizienten Proteinexpression in Saugetierzellen, des enthaltenen Antigenepitops zur
Detektion (mittels des Antikdrpers Anti-Xpress®-Antibody, ebenfalls Invitrogen®) und der
Mdoglichkeit zur Herstellung einer stabilen Zelllinie durch das Selektionsantibiotikum
Geneticin®, erschien der Expressionvektor pcDNA™3.1 HIS von Vorteil. Hier wurde,
entsprechend der Schnittstelle und Erhaltung des offenen Leserahmens, der Vektor
pcDNA™3.1 HIS/B gewahlt.

w ATG | BxHis X i
| |




Der gewahlte Expressionsvektor pcDNA™ 3.1
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HIS/B enthdlt neben der multiplen

Klonierungsschnittstelle einen CMV-Promoter, ein Antigenepitop zur Bindung des Antikdrpers

Anti-Xpress®-Antibody (Invitrogen®), sowie Resistenzen gegen Ampicillin (zur bakteriellen

Transformation) und Neomycin, bzw. Geneticin® (zur eukaryonten Transfektion).

Aus: http://www.lifetechnologies.com/1/1/160-pcdna3-1-his-a-b-c.html. Mit freundlicher

Genehmigung der Life Technologies™.

Zunachst wurde mittels Restriktionsendonukleasen ein Verdau zum Ausschneiden des

vollstandigen TIGR — Konstrukts aus dem Vektor pDNR™ bzw. ein Verdau zum o&ffnen

(Linearisierung) des Zielvektor, hergestellt. Als Puffer diente der SuRe/Cut® Puffer H.

Verdauansatz: TIGR:pDNR (Konz. 0,5ug/ul) pcDNA™3.1 HIS/B (Konz. 0,75 ug/ul)
DNA 10pl 7,5ul

Puffer Sul S5ul

EcoRl 0,5ul (10 Unit) 0,5ul (10 Unit)

Xbal - 0,5ul (10 Unit)

Spel 0,5ul (10 Unit) -

Dest. Wasser 34ul 36,5ul

TOTAL: 50ul 50l

Die Verdauansatze wurden fir 2 Stunden bei

gelelektrophoretisch getrennt.

2. Gelelektrophorese

37°C inkubiert und anschlie3end

Die Gelelektrophorese eignet sich als analytische Methode gut zur Trennung von DNA und

Proteine. Dabei wandern, in diesem Fall die negativ geladenen DNA — Molekiile, innerhalb

eines elektrischen Feldes und nach Auftragung in ein Gel, abhangig ihrer MolekulgréRe zur
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Anode. Kleinere Molekile erreichen diese schneller. Als Gel zur Auftrennung der DNA wurde
ein 0,7%iges Agarose-TBE-Gel mit dem DNA-interkalierenden  Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid (0,15 pg/ml, Bezugsquelle: Roche®) verwendet. Nach Herstellung und
Aushartung des Gels wurde dieses in die mit TBE (1X) geflllte Elektrophoresekammer
gelegt. Die Geltaschen wurden anschlieRend mit dem Verdauansatz, welcher zunachst mit
dem Ladepuffer Bluejuice™(2X) des Herstellers Invitrogen® beschwert wurde, gefiillt. Als
DNA — Standardmarker diente der 1kb Plus™Ladder — Marker (Invitrogen®). Nach
Beendigung der Elektrophorese unter einer Spannung von 100V konnten die gewinschten
DNA — Banden unter UV-Licht dank des Ethidiumbromids identifiziert und mit einem sterilen

Skalpell ausgeschnitten werden.

Die DNA konnte dann mit dem QIAquick Gel Extraction Kit™ (Qiagen®), entsprechend des

Protokolls des Herstellers, aus dem Gel gereinigt werden.

3. Ligation

Die durch die Gelextraktion gewonnene DNA wurde mittels einer Ligationsreaktion mit dem
ebenfalls aus der Gelextraktion gewonnenen, liniearisierten Vektor fusioniert. Das 3'-
Hydroxy-Ende wird mit dem passenden 5'-Phosphat-Ende durch das Enzym Ligase

verbunden.

Hierbei wurde in einem Endvolumen von 10ul 10-50ng des Vektors zusammen mit der DNA
in einem Verhaltnis von 1:5 mit 1ul T4-DNA-Ligase® und 2ul des zugehdrigen Ligasepuffers

(beides von Invitrogen®) bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

4. Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter und damit transformationsfahiger Bakterien wurden E. coli
DH5a — Bakterien, welche keine natirliche Kompetenz besitzen, mit Kalziumchlorid
behandelt. Zunachst wurde die Bakterien in 200ml LB — Medium unter schutteln (200 U/min)
kultiviert. Nach Erreichen einer optischen Wachstumsdichte von 0,5 OD (bei 600nm) wurde
die Suspension bei 4000x g und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen kuhl auf Eis gelagert. In kaltem Magnesiumchlorid (100mM) wurden
die Bakterienzellen anschlieBend resuspendiert, fur 30 Minuten erneut auf Eis gelagert und
nach den vorherigen Zentrifugationsbedingungen wieder fur 10 Minuten zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in kaltem Kalziumchlorid (100mM,
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zusétzlich 15% Glycerol [Invitrogen®]) aufgeldst und schlussendlich in 100ul Aliquots bei -
80°C aufbewahrt.

5. Transformation

Zur Transformation von kompetenten Bakterien wurde die Hitzeschock-Methode
angewendet. Auf Eis wurde die gewlinschte Plasmid-DNA, hier 2ul des Ligationsansatzes,
zu den kompetenten Bakterien hinzugeflgt und fir 20 Minuten inkubiert. Anschlie3end
wurde das Plasmid — Bakteriengemisch fir 90 Sekunden in 42°C warmen Wasser inkubiert
und anschlielend unverziglich wieder fur ca. 5 Minuten auf Eis gelagert. 500ul des S.O.C. —
Mediums® wurden hinzugegeben und anschlieRend bei 37°C fiir eine Stunde unter schiitteln
(200 U/min) kultiviert. 200ul der Loésung wurden dann auf LB — Agarplatten mit dem
jeweiligen Selektionsantibiotikum (hier: Ampicillin) ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C
kultiviert. Aus den dann entstandenen Bakterienkolonien wurde mittels der

Plasmidpraparation das Plasmid gewonnen.

6. Plasmidpraparation

Aus praktischen Grinden wurden durch zwei unterschiedliche Methoden sowohl
Plasmidpraparationen in kleinem Malstab, bis etwa 20ug Plasmid —DNA, als auch in
grollem Malstab durchgefiihrt. Einerseits kann die Praparation auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse basieren (Birnboim and Doly, 1979). Hier wird die DNA durch ein
alkalisches Umgebungsmilieu zunachst denaturiert. Nach einem Neutralisierungsschritt
hybridisiert die Plasmid — DNA, wohingegen die groRere chromosomale DNA liniearisiert

bleibt und ausgewaschen wird.

Ein weiteres Prinzip ist die ,Kochlyse“. Dabei werden die Bakterienzellen zundchst mit
Lysozym zerstort, anschlieBend werden die Bakterienproteine mit Isopropylalkohol
denaturiert und abzentrifugiert; letztendlich kann die Plasmid-DNA aus dem Uberstand

gewonnen werden (Summerton et al., 1983).

¢ Plasmid — DNA Praparation in kleinem Malstab

Zur Uberpriifung des Transformationserfolges wurden einige der (iber Nacht gewachsenen
Einzelzellkolonien (s. oben) in Reagenzgefalle mit 3ml LB — Medium mit dem jeweiligen
Selektionsanibiotikum Uberfihrt und fir etwa 5 Stunden unter schitteln (200 U/min) bei

37°C kultiviert. 1,5ml wurden dann in entsprechend groRe Reagenzgefalle pipettiert, bei
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12.000 U/min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde im
folgenden Schritt zunachst in 800l TELT — Puffer und 10 pl Lysozym (100 mg/ml, Sigma
Aldrich®) resuspendiert und dann fiir ca. 4 Minuten bei 100°C gekocht. Es folgte eine
Inkubation von etwa 5 Minuten auf Eis, anschlieBRend wurden die denaturierten
Bakterienreste mit einer Pipettenspitze entfernt. Die Ubrig gebliebene Lésung wurde bei
4°C mit einer Geschwindigkeit von 12.000 U/min zentrifugiert und der Uberstand in neue,
1,5ml fassende ReagenzgefalRe pipettiert. Nach Zugabe von 550ul Isopropylalkohol und
nach mischen der Loésung wurde diese entsprechend den oben beschriebenen
Bedingungen erneut fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgte
dann eine Zugabe von 150ul 70%igen Ethanols und eine letzte Zentrifugation (12.000
U/min fir 5 Minuten). Der Ethanol wurde aspiriert und verworfen; nach trocknen der
Plasmid - DNA im Reaktionsgefal bei Raumtemperatur fir etwa eine Stunde wurde diese
dann in 30yl Wasser mit RNAse resuspendiert. Anhand der so gewonnen Plasmid — DNA
konnte dann der Transformationserfolg durch einen Probeverdau oder Sequenzierung (mit
Standard — Oligonukleotiden des Plasmids; Sequenzierung durch MWG — Biotech®)

objektiviert werden.

¢ Plasmid — DNA Praparation in groliem Malstab

Zur weiteren Nutzung des durch Klonierung, Ligation und Transformation hergestellten
Plasmidkonstrukts in einer Transfektion werden grolere Menge DNA bendtigt.
Diesbezlglich wurden 500ul eines LB-Medium — Bakteriengemisch eines positiven
Bakterienklones (s. oben) in 200ml LB-Medium Uber Nach bei 37°C und schitteln (200
U/min) kultiviert. Der Uberstand wurde nach Zentrifugierung (15 Minuten bei 5000 U/min)
verworfen und die Plasmid — DNA wurde mittels des Qiagen® Plasmid Maxi Kit™ nach
Angaben des Herstellers gewonnen. Die Methode basiert hier auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979). Spezielle Saulen binden die DNA, welche in
weiteren Waschschritten durch Entfernung der Proteine und der chromosomalen DNA am

Ende in Wasser gelost wird.

7. DNA — Konzentrationsbestimmung

Die DNA — Konzentration wurde photometrisch bei einer optischen Dichte von 260nm
bestimmt. Zunachst wurde die DNA in einem Verhaltnis von 1:100 mit Wasser fur

photometrische Zwecke verdinnt. Nach Kalibrierung des Photometers erfolgte die
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Extinktionsmessung bei 260nm, wobei bei doppelstrangiger DNA eine optische Dichte von
1,0 (bei 260nm) 50ug/ml entspricht.

8. Kultivierung der Zelllinien

Zur Kultivierung der Zelllinien wurde das oben genannte Zellkulturmedium verwendet und im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, aufbewahrt. Nach Erreichen einer Konfluenz von etwa
80% in den verwendeten Petrischalen mit 10cm Durchmesser wurden die Zellen passagiert.
Hierflr wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit Trypsin-EDTA
(Verhaltnis des Mediums zum Trypsin 1:10), bis zur Ablésung der Zellmasse von der
Petrischale, inkubiert. Das Trypsin-EDTA wurde in anschlie®endem Schritt mit frischem
Zellkulturmedium inaktiviert, die geldsten Zellen aufgenommen und in einer neuen

Petrischale mit Zellkulturmedium in einem Verhaltnis von 0.5:10 im Brutschrank inkubiert.

9. Transfektion

Eine effiziente Methode zur Transfektion ist die Lipofektion mittels kationischer Lipidvesikel
(Felgner et al., 1987). Die Lipidvesikel werden dabei in einem Komplexierungsschritt mit der
gewlnschten Plasmid-DNA verbunden und im Anschluss in die Zelle transportiert. Als
Lipofektionsagens wurde Lipofectamine 2000® von Invitrogen® verwendet. Nach einer kurzen
Inkubationszeit von 5 Minuten, in der in zwei verschiedenen Reagenzgefallen zum einem die
Plasmid-DNA mit dem serumfreien Medium Opti-MEM® (Invitrogen®) und zum anderen
Lipofectamine 2000® mit Opti-MEM® zugegeben wurde, konnten nach Zusammenmischung
der beiden Lésungen DNA-Lipid-Komplexe entstehen. Nach einer erneuten Inkubation von
jetzt 20 Minuten wurden diese den zu etwa 80% konfluenten Zellplatten mit
antibiotikumfreiem Medium in 6-Loch - Zellkulturplatten hinzugefligt. Pro Loch wurde etwa

5ug DNA und 10yl Lipofectamine 2000° verwendet.

10. Mutation der TIGR — Sequenz

Zur Mutation des SOD — Motivs der TIGR — Sequenz wurde das QuikChange® Site-Directed-
Mutagenesis Kit (Stratagene®) nach den Instruktionen des Herstellers verwendet um
Punktmutationen zu generieren. Das Prinzip beruht auf eine PCR; als Matrize dient die
Ausgangssequenz im Expressionvektor (Wildtyp — TIGR), die konstruierten Oligonukleotide

beinhalten allerdings bereits die gewlinschten Basenanderungen. Nach erfolgter PCR wird
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der Ansatz mit der Restriktionendonuklease Dpnl verdaut. Dpnl schneidet die Sequenz
GA|TC, tut dies allerdings nur in methylierter DNA, so dass der Ursprungsvektor (Wildtype —
TIGR) dadurch inaktiviert wird und lediglich die in der PCR gebildete Mutationsvariante als

intaktes Plasmid in den weiteren Schritten transformiert werden kann.

Aufgrund der Grole des TIGR-Plasmids mit tGber 16.000 Basenpaaren konnte die PCR nicht
erfolgreich durchgefiihrt werden. Zur Uberwindung dieses Problems musste zunéchst ein
kleineres Konstrukt geschaffen werden. Diesbezuglich wurde eine PCR mit TIGR im
Expressionsvektor und den Oligonukleotiden 5'-CTG CCA CCT CTC TTC TTA CAC C-3°
und 5-TCA GCT TGC AAT TCC GAA CCA G-3° durchgefiihrt. Das so gewonnene
Fragment, welches das SOD — Motiv beinhaltet und etwa 2.000 Basenpaare grof} ist, wurde
anschlieRend in pGEM®-T Easy (s. oben) kloniert. Mit einer GesamtgroRe von etwa 5.000
Basenpaaren konnte dann die Mutation des SOD - Motivs nach dem oben genannten
Verfahren mit den Oligonukleotiden 5'-CAC CGA GCG GCT GCC CTC ATT CTT AGC TCT
TCT GG-3" und 5-CAG AAG AGC TAA GAA TGA GGG CAG CCG CTC GGT GC-3°
durchgefiihrt werden. Der Erfolg der Mutation wurde durch Sequenzierung (MW G-Biotech®)
bestatigt.

11. Zelltoxizitatsassay

Zur Bestimmung der Zelliberlebungsrate nach Exposition eines schadlichen Agens kann die
Stoffwechselaktivitdt der Zellen mittels verschiedener Zelltoxizitats — Assays gemessen
werden. Hier wurde der MTT-Test (Mosmann, 1983) verwendet. Der Tetrazoliumfarbstoff 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, bezogen von Sigma Aldrich®)
wird durch Dehydrogenasen der lebenden Zellen in das wasserunlosliche Formazan
gespalten, welches so ausféllt und violett gefarbt ist. Der Farbunterschied kann
spektralphotometrisch bei 560nm gemessen werden. Zur Durchfihrung des Tests wurden
die transfizierten Zellen zunachst in 96-Loch — Titierplatten ausplattiert (5000 Zellen pro
Loch), dber Nacht im Brutschrank inkubiert und anschlieRend mit Glutamat, bzw. H,0,,
versetzt und erneut 24 Stunden inkubiert. Am Folgetag wurde dann nach Zugabe von MTT in
einer Konzentration von 1 mg/ml und Inkubation im Brutschrank fir zwei Stunden der
Solubilisierungspuffer zur Ldésung des Formazanprazipitats hinzu gegeben und bei
Raumtemperatur in Abwesenheit von Licht inkubiert. Die Absorption konnte dann bei einer

Wellenlange von 560nm gemessen werden.

12. SOD — Assay
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Zur Messung der SOD — Aktivitat der Zellen wurde das Superoxide Dismutase Assay Kit von
Cayman chemical® nach Angaben des Herstellers verwendet. SOD katalysiert die
Dismutation des Superoxid-Anions zu H,O, und Sauerstoff. Ein im Kit verwendetes
Tetrazoliumsalz reagiert unter Reduktion eines Superoxids zu einem Formazan — Farbstoff;
die Reduktion ist direkt an der Xanthinoxidaseaktivitat gekoppelt und wird durch die SOD —
Aktivitat gehemmt. Spektrophotometrisch wird bei 440nm der Farbstoff im Vergleich zu einer
Standardreihe von verschiedenen, bekannten SOD — Aktivitdten gemessen. Die SOD —
Aktivitat ist umso hoéher, je geringer die Farbreaktion ist, da die Absorption proportional zur

Menge an Superoxid und umgekehrt proportional zur Menge an SOD ist.

13. Protein — Elektrophorese und Immunblot

Zur Visualisierung eines gesuchten Proteins aus einer Zelllinie eignet sich die bewahrte
Methode des Immunblots (Westernblot) nach vorausgegangener Auftrennung der Proteine
(Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979). Zunachst wurde das Gesamtprotein extrahiert.
Nach dem Kultivieren der adharenten Zellen wurde diese nach dem Waschen mit PBS in
4°C kalten RIPA — Puffer mit Protease — Inhibitoren (siehe oben) inkubiert. Die Zellen wurden
in einem 15ml fassenden Gefal} pipettiert und bei 4°C mit einer Geschwindigkeit von 12.000
U/min fir 20 Minuten zentrifugiert. Die im Uberstand befindlichen Proteine konnten dann
mittels der SDS — Page in lhre MolekulgréRen aufgetrennt werden. Natriumdodecylsulfat
(SDS) wird auf die Proteine hinzu gegeben und bei 95°C fur 5 Minuten inkubiert. Verwendet
wurde hier das Reduzierungsagenz Sample Reducing Buffer®(10X) und der Ladepuffer
NuPAGE® LDS Sample Buffer(10X) (Lithiumdodecylsulfat anstatt Natriumdodecylsufat zur
hoheren Denaturierungseffizienz) von Invitrogen®. Zu etwa 20ug Proteinlysat wurden 2,54l
des LDS - Puffers und 1yl des Reduzierungsagenz bei 95°C fur 5 Minuten inkubiert.
Hierdurch werden Wasserstoffbricken gelést und die Sekundar- und Tertidrstruktur
aufgebrochen. Die Proteingemische wurden im Anschluss in gleichen Mengen in die
Taschen eines Polyacrylamidgels pipettiert; unter einer elektrischen Spannung und aufgrund
seiner negativen Ladung konnte das Proteingemisch dann durch das Gel migrieren und, bei
unterschiedlichen Migrationsgeschwindigkeiten durch die unterschiedleichen Proteingrofien,

aufgetrennt werden (Laemmli, 1970).

Zur Durchfiihrung dieses Schrittes wurde das NuPAGE® Novex Tris-Acetate Gel in der
Kammer XCell SureLock™(beides von Invitrogen®) benutzt. Die Kammer wurde mit
insgesamt 800ml vom NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Puffer(1X) und 500ul NuPAGE®
Antioxidant gefiillt (ebenfalls von Invitrogen®). Das Gel wurde nach den Angaben des

Herstellers in der Kammer fixiert und je 15ul der Proben sowie der Standardmarker
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HiMark ™Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen®) wurden in die Taschen gefiillt. Nach
einem Lauf von einer Stunde unter einer Spannung von 150V konnte das Gel zum Transfer
auf eine Nitrocellulose — Membran (Immunblot oder Western — Blot) weiter verwendet
werden (Towbin et al., 1979). Hierzu wurde das ,Tankblot® Verfahren angewendet
(Invitrogen®). Der Transfer erfolgte bei 30V fiir 90 Minuten. Die auf dem Gel gelegenen
Proteine wurden dabei auf die Nitrocellulose — Membran, durch Wanderung von der Kathode
zur Anode, transferiert. Der Erfolg des Transfers konnte mit dem roten Azofarbstoff Ponceau
S, durch Bindung an die positiven Aminogruppen, kontrolliert werden. Zur Maskierung freier
Bindungsstellen erfolgte im Anschluss die Inkubation der Membran bei 4°C (ber Nacht in
einem Blockierungspuffer, bestehend aus 3% fettreduziertem Milchpulver und PBS-T. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS-T fir je 10 Minuten wurde dann der Erstantikérper Anti-
Xpress-Antibody™ in Blockierungspuffer fir 3 Stunden bei Raumtemperatur unter
langsamen Schaukelbewegungen inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS-
T far je 10 Minuten erfolgte die Inkubation mit einem Horse-Raddish-Peroxidase
gekoppeltem Zweitantikérper fur 90 Minuten in Raumtemperatur und einem abgedunkeltem
Raum. Es folgten der letzte Waschschritt (dreimal fir je 5 Minuten mit PBS-T) und die
Detektion der Proteine nach Behandlung mit Chemilumineszenz (Roche®) und Exposition der

Membran auf einen Autoradiographiefilm.

14. Immunzytochemie

Zur immunzytochemischen Darstellung wurden die Zellen mit TIGR-EGFP transfiziert, auf
Deckplattchen kultiviert und mit einer 4%igen Paraformaldehydidsung (Sigma®) fiir 20
Minuten in Raumtemperatur fixiert. Zur Permeabilisierung der Zellen und Maskierung der
freien Bindungsstellen folgte dann eine Inkubation in einer Losung bestehend aus 10% BSA
und 0,5% TritonX-100 in PBS fir eine Stunde. Der Anti-Katalase — Antikdrper wurde fir eine
Stunde hinzu gegeben (Verhaltnis 1:100), anschlieRend erfolgte ein Waschschritt mit PBS
mit zweimaliger Wiederholung und eine 30minutigelnkubation mit einem Zweitantikdrper
(Anti-Rabbit-Antibody, Invitrogen®) bzw. DAPI. Die Farbung wurde schlussendlich im

konfokalen Mikroskop ausgewertet.
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IV. Ergebnisse

A. Charakterisierung von TIGR

TIGR wurde von Julia Letz und Axel Methner durch 5’-RACE (rapid amplification of cDNA
ends) aus cDNA von HT22R-Zellen kloniert. Es zeigte sich eine GroéRe von 11.000
Basenpaaren mit einem offenen Leserahmen (ORF) von 3430 Aminosauren. Durch
Vergleiche mit der online zur Verflgung stehenden Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) konnte die TIGR-Sequenz dem menschlichen Gen
KIAA0467 zugeordnet werden. Auf genomischer Ebene im Menschen findet sich das Gen
auf Chromosom 1p Uber eine Lange von 61.158 Basenpaaren und besteht aus 87 Exons. In

der Maus ist TIGR auf Chromosom 4 tUber 46.465 Basenpaaren und 72 Exons lokalisiert.

Nach Eingabe der Sequenz in die Protein- und Domanendatenbank PROSITE
(http://www.expasy.org/prosite), zeigt sich ein SOD-Motiv im mittleren Anteil des Proteins mit
den typischen zwei Histidinresten, welche eventuell als Kupferliganden fungieren kdnnten
(Abb. 1).
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Abbildung 1: Auf genomischer Ebene findet sich TIGR im Menschen auf Chromosom 1p, in der Maus auf
Chromosom 4. Das grofde, 3430 Aminosauren umfassende Gen enthalt nach der Proteindatenbank PROSITE ein
SOD-Motiv.
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Expressionsanalysen im Gewebe der Maus durch quantitative real-time-PCR zeigten ferner
eine Uberexpression von TIGR in Hirn- und Lungengewebe mit einer Anzahl von {iber 5x10°
Transkripten im Gehirn, ca. 3x10° in der Lunge und unter 10° Transkripten in zum Beispiel
Herz-, Nieren- und Milzgewebe (Abb. 2A). Im Weiteren wurden Kaninchen mit Peptiden aus
dem N- und C-terminalen TIGR-Protein immunisiert. Die so gewonnenen IgG-Antisera
wurden zusammen mit Dr. P. Albrecht fir immunhistochemische Versuche benutzt und
farbten im Gegensatz zum Kontrollserum (vor Immunisierung) im Rattengewebe die
Pyramidenzellen des Kortex und die Neurone des Hippocampus (Abb. 2B) (Toutzaris et al.,
2010).
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Abbildung 2: A) In der quantitativen real-time-PCR zeigt sich eine Uberexpression von TIGR im Lungen-
und Hirngewebe der Maus. B) Antisera gegen TIGR farben immunhistochemisch die Pyramidenzellen des

Kortex und die Neuronenzellen im Hippocampus der Ratte im Vergleich zum Praimmunserum.
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B. Expression im menschlichen Gewebe

Wie bereits erwahnt, konnte die Expressionen von TIGR im Lungen- und Hirngewebe der
Maus nachgewiesen werden. In Zusammenarbeit mit der Bayer HealthCare® AG dehnten wir
die Untersuchungen auf menschliches Gewebe aus. Hier konnte, analog zum Mausversuch,
in der quantitativen real-time-PCR ebenfalls Expression in Gewebe mit vermehrtem
oxidativen Stress, vor allem im Parietal- und Frontallappen (6x10° bzw. 3x10° Transkripte)
sowie in den Spinalganglien (3x10° Transkripte), gezeigt werden. Im weiteren peripheren
Gewebe ergaben die Messungen, bis auf Harnblasengewebe mit iber 3x10°, vorwiegend

niedrige Expressionswerte mit unter 10° Transkripten (Abb. 4) (Toutzaris et al., 2010).

Human fissue expression

lranschpts x10E6

clon

small intestine
liver

erythrocytes
DB+

‘Did+

D14+

lung
trachea
skin

heart
kidney

adrenal
ileurn

ractum
brain

cerebellum
amus
amus
testis
placenta

ovary
breast

mammary gland
penis

thyroid

D19+

splean

skeletal muscle
amus

amus

retina

uterus

urater

COrpuSs Cavernosum

pancreas

esophagus
P
Al
™
C

thymus
~
d
™
C

thrombocytes

T cells
adipose

stomach
cartilage
prostata
bladder

thal

neutrophils
posteroventral tha

115
spinal cord
spinal cord (ventral horn)

el

hippocampus

I cells

manocytes
B
hypotha

dorsalmedial tha
dorsal root ganglia
spinal cord (dorsal horn)

Abbildung 4: Real-time-PCR von menschlichem Gewebe zeigte Hochregulierung von TIGR im
Nervensystem (v.a. Frontal- und Parietallappen; aber auch in den Spinalganglien, Kleinhirn, Kaudatum und

Okzipitallappen) und in der Harnblase.

C. TIGR schiitzt, im Gegensatz zur Mutation im SOD-Fragment, vor oxidativem
Stress

Die Glutamattoxizitat fiihrt zum Zelltod durch oxidativen Stress. Ob die Uberexpression von
TIGR die Zelle vor oxidativen Stress schitzt, war jedoch unklar. Weiterhin stellt sich die

Frage, inwieweit bei einem eventuellen Zellschutz das in TIGR enthaltene SOD-Motiv eine
Rolle spielt.

Zur naheren Betrachtung erfolgte zunachst eine Klonierung der gesamten TIGR-Sequenz in

einen  Expressionsvektor und anschlieBend eine stabile  Transfizierung in
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Neuroblastomazellen der Maus (N2A). Da HT22-Zellen resistent gegenuber einer Anzahl von
Selektionsreagenzien und somit problematisch stabil zu transfizieren sind, wurde auf diese

Zelllinie verzichtet.

Hinsichtlich des Effektes des SOD — Motivs waren TIGR transfizierte Zellen ohne intaktes
Motiv von Interesse. Diesbezlglich wurde eine N2A-Zelllinie mit einer Punktmutation der

Histidinreste zu Phenylalanin im SOD-Motiv mittels Site-directed mutagenesis hergestellt.

Nach Behandlung der Zellen mit Glutamat in verschiedenen Konzentrationen wurde die
Zytotoxizitat anhand des MTT-Assays gemessen. Hier zeigte sich in den TIGR-transfizierten
Zellen ab etwa 40mM Glutamat ein Schutz vor Zelltod gegenuber den Zellpopulationen mit
der TIGR-Mutante und dem Kontrollvektor. Weiterhin wurde auch H,O, als ein weiteres,
oxidativen Stress auslésendes Agenz, zur Behandlung der Zellen benutzt. Analog zum
vorherigen Versuch konnte auch hier ab 750uM ein signifikanter Vorteil der TIGR-

transfizierten Zellen bzgl. des Schutzes vor Zelltod nachgewiesen werden (Abb. 5).

~ell survival (%)
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Abbildung 5: N2A-Zellen wurde mit TIGR (wt TIGR), der TIGR-Mutation (mut TIGR) und mit dem Leervektor
(vector) stabil transfiziert. Nach einer 24stiindigen Kultivierung mit verschiedenen Glutamat-, bzw. H2O»-

Konzentrationen wurde das Zelliiberleben mittels MTT-Assay gemessen.

D. TIGR erhoht die SOD-Aktivitat in transfizierten Zellen
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Zusammenfassend zeigt sich, dass TIGR zum einen ein SOD-Motiv besitzt, zum anderen
analog zu den SOD eine protektive Wirkung gegenliber oxidativen Stress aufweist, welche
durch Mutation des Motivs verloren geht. Folglich stellte sich die Frage, ob TIGR eine bislang

nicht charakterisierte SOD ist.

Diesbeziglich wurde die SOD-Aktivitat mittels eines Assays gemessen: Ein Tetrazoliumsalz
reagiert unter Reduktion eines Superoxids zu einem Formazan-Farbstoff. Die Menge des
reduzierten Superoxids ist an die Aktivitat der Xanthinoxidase gekoppelt, welche wiederum
durch die SOD inhibiert wird. Anhand der Farbreaktion wird die SOD-Aktivitdt mit zur

Hilfenahme einer SOD-Standardreihe bestimmt.

Tatsachlich konnte hierbei gezeigt werden, dass die TIGR - transfizierte Zelllinie im
Gegensatz zu der Zelllinie mit dem mutierten Motiv und der Kontrolllinie eine erhéhte SOD-
Aktivitat aufweist (Abb. 6).

10 -

SOD Aktivitat U/I

vector wt mut

Abbildung 6: Die SOD-Aktivitat in stabil transfizierten N2A-Zellen wurde mittels eines SOD-Assays
gemessen. Die TIGR transfizierten Zellen (wt) zeigten eine héhere Aktivitat (in U/ml) als die Vektorkontrolle
(vector) und die SOD-Mutation (mut).

E. TIGR ist mit Katalase in Peroxisomen lokalisiert
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Zur weitergehenden Charakterisierung von TIGR wurde die Lokalisation auf zellularer Ebene
untersucht. Da sich die bereits oben beschriebenen Antisera flr immunzytochemische
Untersuchungen als unbrauchbar erwiesen, wurde TIGR zunachst N-Terminal mit dem
fluoreszierenden Protein EGFP gekoppelt. AnschlieBend erfolgte eine transiente
Transfektion in HT22 Zellen; unter dem Konfokalmikroskop zeigte sich eine cytosolische
Anreicherung, welche morphologisch an Peroxisomen erinnert. Diesbezlglich wurde im
Weiteren ein monoklonaler Antikdrper gegen Katalase hinzugenommen, welche vorwiegend
an den Peroxisomen lokalisiert ist. Hier konnte eine peroxismale Anreicherung bestatigt
werden: es zeigte sich eine Kolokalisation von TIGR mit Katalase in den Peroxisomen (Abb.
7 A und B).

TIGR-EGFF Catalase Merged

Abbildung 7: TIGR ist mit Katalase in den Peroxisomen kolokalisiert. In der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie wurden mit TIGR-EGFP transient transfizierte Zellen zum einen mit dem
Zellkernmarker DAPI (A), zum anderen mit einem monoklonalen Antikbrper gegen Katalase, als

Peroxisomenmarker (B), gefarbt.

Zum Nachweis von TIGR auf der Proteinebene wurde eine elektrophoretische

Auftrennung mit anschlieRendem immunologischen Nachweis mittels der Westernblot-
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Methode angewandt (Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979). Dies erwies sich allerdings
aufgrund der immensen GrolRe des Proteins, Uber 400kDa, als aulerst schwierig. So
konnte nach zahlreichen Versuchen mit Modifizierung der Bedingungen das Protein in
den stabil transfizierten Zellen visualisiert werden (Abb. 8). Nach Auftrennung der

Proteine entsprechend ihrer zellularen Fraktionen (Zytosol, Membran, Zellkern) gelang

der Nachweis nicht mehr.

Abbildung 8: Im Westernblot zeigte sich auf Proteinebene TIGR in den stabil transfizierten Zellen mit einer
GroRe von uber 400 kDa. Legende: 1. Marker 2. Mit TIGR stabil transfizierte N2A-Zellen 3.: Mit TIGR
transient transfizierte TIGR Zellen 4. Mit Leervektor (lacZ) transfizierte N2A-Zellen.
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V. Diskussion

A. Sind glutamatresistente HT22R-Zellen ein gutes Modell fiir oxidativen
Zelltod?

Wie bereits erwahnt, spielt oxidativer Stress in der Pathogenese vieler Erkrankungen eine
zentrale Rolle. Es stellte sich somit bereits friih die Frage nach einem guten In vitro - Modell.
Murphy und Kollegen prasentierten diesbezuglich 1989 ein Modell, indem durch Zugabe von
Glutamat oxidativer Stress induziert werden kann (Murphy et al.,, 1989) und welches

Glutamattoxizitat genannt wird.

Glutamat selbst ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des Zentralnervensystems
und bindet nach einer synaptischen Freisetzung an verschiedene, spezifische
Glutamatrezeptoren. Bei Schadigungen im Bereich des Zentralnervensystems, wie z.B. beim
ischamischen Schlaganfall, Traumata oder neurodegenerativer Erkrankungen, kommt es zu
einer Uberschielenden Freisetzung von Glutamat und somit zu einer Reizliberflutung der
Glutamatrezeptoren. In der Folge fuhrt die Aktivierung der Rezeptoren zu einem
Kalziumeinstrom in die Zelle und somit zum Zelltod (Choi, 1985). Dieser Mechanismus wird

auch Exzitotoxizitat genannt.

Glutamat dient zusammen mit Glyzin und Zystein jedoch auch als Baustein fir Glutathion
(Griffith, 1999), welches als eines der wichtigsten Antioxidantien die Zelle vor oxidativen
Stress schiitzt (Dringen and Hirrlinger, 2003) und den Abbau von ROS férdert (Simonian and
Coyle, 1996).

Cystein liegt vor allem als oxidierte Form Cystin vor und muss zur Bildung von Gluthation in
ausreichender Menge zur Verfligung stehen und in die Zelle transportiert werden. Zum
Transport dient der Cystin / Glutamat Antiporter, auch System X ¢ genannt, welcher in einem
Verhaltnis von 1:1 Glutamat aus der Zelle und Cystin in die Zelle beférdert (Bannai, 1986).
Hier greift das Modell der Glutamattoxizitat, in der durch eine Zugabe von Glutamat eine
Hohe exogene Konzentration erreicht und so das System X . blockiert wird. Es folgt ein
konsekutives Absinken der Glutathionkonzentration, somit eine Anhaufung von ROS und

letztendlich der oxidative Zelltod (Tan et al.,, 1998). Im Gegensatz zum regularen
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programmierten Zelltod, der Apoptose, zeigt der Zelltod durch Glutamattoxizitat, oder auch
Oxytose genannt (Tan et al., 2001), keine relevanten morphologischen Veranderungen des

Zellkerns, sondern vielmehr eine Zellschrumpfung (Tan et al., 1998).

Unterstrichen wurde dies durch weitere Forschungen, z.B. der Nachweis einer
Hochregulation von Enzymen des Glutathionstoffwechsels in einer glutamatresistenten
neuronalen Zelllinie (Sagara et al., 1998). Auch konnte unsere Gruppe in einer, durch
wiederholte Aussetzung von Glutamat, glutamatresistenten HT22 - Zelllinie die

Hochregulation des System X . nachweisen (Lewerenz et al., 2008).

Ein gutes In vitro — Modell zeichnet sich in erster Linie durch seine pathophysiologische
Nahe zu den In vivo Verhdaltnissen dar. Wie bereits geschildert, wird durch die
Glutamattoxizitat ROS der Zelle nicht von exogen zugefuhrt, sondern entsteht physiologisch
in der Zelle durch Verminderung des wichtigen Antioxidans Glutathion. Die chronische
Aussetzung von Glutamat und damit die Kultivierung von glutamatresistenten Zellen fihrt zu
einer physiologischen Hochregulierung von Transkripten, welche die Zelle durch den
chronisch gebotenen Reiz, also der Depletion von Glutathion, benétigt, um weiterhin gegen
oxidativen Stress zu bestehen. Weitere praktische Griinde des Modells der Glutamattoxizitat

sind die problemlose Reproduzierbarkeit und die schnelle Ausfiihrung.

B. Ist TIGR eine mogliche Superoxiddismutase?

In  vorangegangenen  Untersuchungen wurden hochregulierte  Transkripte in
glutamatresistenten Zellen, und somit potentiell vor oxidativen Zelltod schutzende
Transkripte, ausfindig gemacht. Eines dieser Transkripte, welches TIGR genannt wurde,
stand flr ein bislang nicht naher beschriebenes Gen. Die TIGR-Proteinsequenz enthalt ein
Superoxiddismutase — Motiv, welches in nur 174 von Uber 470.000 Proteinen zu finden ist.
Superoxiddismutasen katalysieren Superoxidradikale zu Wasserstoffperoxyd, welche weiter

von der Katalase zu Wasser und Sauerstoff katalysiert wird.

Nachgewiesene, hohe Expressionen von TIGR in Geweben mit ausgepragtem oxidativen
Stress, wie Gehirn und Lunge, legen eine Bedeutung des Proteins bezlglich des Schutzes
vor oxidativen Zelltod nahe. Zelllinien mit hochreguliertem TIGR konnten im Gegensatz zur
Kontrolllinie und im Gegensatz zu einer Zelllinie mit Mutationen im SOD — Motiv von TIGR

einen Schutz vor oxidativen Stress zeigen. Die SOD - Aktivitat in dieser Zelllinie war
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ebenfalls erhoht. Schlussendlich konnten immuncytochemische Versuche eine Kolokalisation

von EGFP-TIGR mit Katalase in den Peroxisomen zeigen.

Ob TIGR tatsachlich eine noch nicht beschriebene Superoxiddismutase ist, bleibt offen. Ein
SOD - Assay der Hefe konnte keine erhéhte SOD - Aktivitat in TIGR-transfizerten
Hefezellen nachweisen (Toutzaris et al., 2010). Anzumerken ist allerdings, dass die
Transfektion des ganzen TIGR — Konstrukts toxisch auf die Hefe wirkte und somit nur ein
Fragment, das das SOD-Motiv enthielt eingesetzt werden konnte. Weiterhin ist es mdglich,
dass bestimmte Kofaktoren, welche nicht in der Hefe zu finden sind, flr die regelrechte
Funktion von TIGR bendétigt werden. Zusatzlich kénnte durch die stabil transfizierten
Zellenlinien, und somit der chronischen Hochregulierung von TIGR, eine kompensatorische
Hochregulierung von solchen Kofaktoren beglinstigt werden, welche bei der transienten

Transfektion fehlt.

Zur Klarung der endglltigen Einordnung und der Frage, ob Mutationen von TIGR beim
Menschen mit neurodegenerativen Erkrankungen einhergehen, wie beispielsweise die
Mutation der Superoxiddismutase1 mit der familidaren Form der amyotrophen Lateralsklerose
assoziiert ist, bedarf es weitere Untersuchungen auf der Proteinebene. Aufgrund der
immensen Grole des Proteins mit Uber 3430 Aminosauren und der einhergehenden

technischen Problematik wirde dies den Rahmen dieser Arbeit sprengen.

Die protektive Bedeutung von TIGR konnte in einer rezenten Studie nochmals unterstrichen
werden. Frankel und Kollegen (Frankel et al., 2009) identifizierten mit Hilfe eines
Mutationsscreenings bei Mausen, die Mutationen wurden dabei durch das Mutagen N-Ethyl-
N-Nitrosoharnstoff induziert, Gene, welche die epileptische Anfallsschwelle senken und
somit Epilepsien beglnstigen. Diese Suche zeigte, dass Mutationen in TIGR (in dieser Arbeit
Szt2, fir Seizure Threshold2, genannt) die epileptische Anfallsschwelle der Maus senken.
Die biologische Funktion des Gens und seine zellschitzende Rolle wurden in der Arbeit nicht
behandelt, allerdings ist die Assoziation zwischen oxidativem Stress und Epilepsie schon
ldnger bekannt und Gegenstand der Forschung (Chuang et al., 2004; Kunz et al., 2000;
Waldbaum and Patel, 2010): Zellulare Schaden durch oxidativen Stress beeinflussen die

neuronale Erregbarkeit und Erhéhen die Epilepsieanfalligkeit.
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VI. Zusammenfassung

Im Laufe der Evolution entwickelten die hoheren Lebewesen intrazellulare Mechanismen,
welche die Zelle vor oxidativen Stress schitzen sollen; notwendig wurde dies, da zu einer
effektiven Energieverwendung Sauerstoff bendtigt wird, die dadurch entstehenden
Metaboliten, vor allem die reaktiven Sauerstoffspezies, jedoch potentiell schadlich sind. Zu
diesen Schutzmechanismen gehdren unter anderem die Superoxiddismutasen, welche die

schadlichen Superoxid-Anionen zu Wasserstoffperoxid metabolisieren.

Da das Nervensystem in hohem Malle Energie zur Aufrechterhaltung der Funktion bendtigt,
kénnen Stérungen der oxidativen Mechanismen hier besonders fatale Verlaufe zeigen. Eine
Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen konnen als Folge von oxidativen Stress

angesehen werden.

Zur experimentellen Untersuchung des oxidativen Stresses wurde das Glutamattoxizitat-
Model entwickelt. Anhand dieses Modells kann oxidativer Stress auf zelluldrer Ebene durch
die Zugabe von Glutamat simuliert werden. Werden Zellen chronisch Glutamat in
ansteigenden Konzentrationen ausgesetzt, entwickelt sich eine gewisse Resistenz
gegenuber oxidativen Stress. Auf der Nukleotidebene wurden zunachst hochregulierte
Transkripte in diesen resistenten Zellen ausfindig gemacht. Ziel dieser Arbeit war es nun, ein

hier entdecktes und bislang nicht beschriebenes Transkript naher zu untersuchen.

Die Sequenz wurde TIGR benannt und kodiert ein 3440 Aminosauren enthaltenes Protein,
welches im  Menschen vor allem im Nervensystem und in der Lunge, also Geweben mit

hohem oxidativen Umsatz, vorkommt. Des Weiteren lasst sich in TIGR ein SOD-Motiv finden.

Toxizitatstests  konnten zeigen, dass eine Uberexpression von TIGR Zellen vor oxidativen
Zelltod schitzt; Mutationen in TIGRs SOD-Motiv hingegen nicht. Auch war die SOD-Aktivitat
in TIGR transfizierten Zellen erhdht. Auf zellularer Ebene zeigte sich weiterhin eine
Kolokalisation von TIGR mit der Katalase in den Peroxisomen. Interessant ist, dass die
Katalase das von der SOD gebildete Wasserstoffperoxid weiter in Wasser und Sauerstoff

metabolisiert.

In Hefezellen konnte eine erhdhte SOD-Aktivitat nicht nachgewiesen werden, so dass es
sich bei TIGR aller Wahrscheinlichkeit nach nicht um eine eigenstéandige SOD handelt. Allem
Anschein nach spielt TIGR jedoch eine nicht unbedeutende Rolle in der Regulierung der

SOD-AKktivitat und somit im Schutz der Zelle vor oxidativen Stress.
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