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Zusammenfassung

Dass Astrozyten den Todesrezeptor CD95 exprimieren, ist in der Literatur hinreichend beschrieben. Doch welche
physiologische Rolle dieser Rezeptor in Astrozyten spielt, wurde in dieser Arbeit genauer analysiert.
Normalerweise wird nach Bindung des CD95 Liganden (CD95L) ein primar apoptotischer Signalweg eingeleitet.
Astrozyten gelten aber gemeinhin als apoptoseresistente Zellen mit Stammzellcharakter. So wurde in der
vorliegenden Arbeit das Zellverhalten nach Stimulation mit CD95L und weiteren Liganden dieser
Todesrezeptorfamilie, wie Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-o und Tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand (TRAIL), untersucht.

Die Eigenschaft der Apoptoseresistenz wurde unterstrichen, indem mittels Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL)-Technik eine fehlende Apoptoseinduktion nach verschiedenen
Todesstimuli aufgezeigt werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte Uber Natriumdodecylsulfat (SDS)/
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Western Blot nach CD95L-Stimulation eine Aktivierung der als
apoptotisch geltenden Stresskinase c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) in Astrozyten detektiert werden. Dies kdnnte
darin begriindet liegen, dass gleichzeitig aktivierte anti-apoptotische Signalwege das JNK-vermittelte
Apoptosesignal unterdriicken oder nur eine transiente und damit nicht kontinuierliche Aktivierung zu verzeichnen
ist. FUr einen simultan aktivierten inflammatorischen Signalweg spricht die mittels SDS/PAGE und Western Blot
nachgewiesene CD95L-induzierte Aktivierung der p38-Mitogen-aktivierten Proteinkinase. Dass eine CD95-
Tyrosin-Nitrierung (CD95-Y-NOy) als mdglicher Grund fiir die Resistenz der Astrozyten gegenuber der CD95L-
induzierten Apoptose sein kénnte, wurde bislang noch nicht untersucht. In dieser Arbeit konnte nun Uber ein
Gesamtnitrierungsprofil gezeigt werden, dass CD95L Protein-Tyrosin-Nitrierungen (PTN) in Astrozyten induziert,
Immunprazipitationsexperiente detektierten sogar zeit- und konzentrationsabhangige CD95L-induzierte CD95-Y-
NO2. Neben CD95L fihrten auch TNF-o und TRAIL zu einer CD95-Y-NO,, was eine mogliche Verbindung

zwischen den verschiedenen Todesrezeptorsystemen nahelegt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass es im Rahmen der hepatischen Enzephalopathie zur Astrozytenschwellung
und zu PTN kommt. Basierend auf der vorliegenden Arbeit kann man die Hypothese aufstellen, dass diese
Nitrierungen im Rahmen der Zellschwellung auch zu einer CD95-Y-NO, fihren kénnten. Ware das der Fall,
konnte die Reversibilitit der hepatischen Enzephalopathie unter anderem darin begriindet liegen, dass
Astrozyten durch die CD95-Y-NO, vor CD95L-induzierter Apoptose geschutzt werden. Um die zugrundeliegenden
Mechanismen der CD95L-induzierten CD95-Y-NO2 zu analysieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit
Inhibitorstudien durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass die Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatoxidase
(NADPH-Oxidase) bei der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in Astrozyten beteiligt ist und zur kovalenten
Modifikation von Proteinen fiihren kann. Ubereinstimmend mit dieser Annahme, zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit eine signifikante Hemmung der CD95-Y-NO, durch Thiouracil oder Apocynin, einem Inhibitor der NADPH-
Oxidase. Wie in der Literatur bereits beschrieben, konnte Thiouracil auch in hepatischen Sternzellen eine
signifikante Hemmung der CD95L-induzierten CD95-Y-NO; verzeichnen, was auf einen a&hnlichen Mechanismus
in Astrozyten und hepatischen Sternzellen hindeuten kénnte. Wie bereits aus Hepatozyten bekannt, kdnnte freies
Peroxynitrit auch in Astrozyten eine mdgliche Quelle fir die CD95-Y-NO- darstellen, wie die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen. Dagegen spricht allerdings, dass Superoxiddismutase/Katalase hier zu keiner Hemmung der
CD95-Y-NO; fuhrten. Stickstoff scheint allerdings eine Rolle bei der CD95-Y-NO, zu spielen, da der Stickstoff-
Synthetase-Inhibitor N(G)-Monomethyl-L-Arginin zu einer Hemmung der CD95-Y-NO: fiihrte. In der vorliegenden
Arbeit konnte durch den intrazellularen Calcium-Chelator 1,2-bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-
Tetraessigsédure (BAPTA) eine Hemmung der CD95-Y-NO; erzielt werden. In Ubereinstimmung damit zeigen

verschiedene Ergebnisse aus der Literatur eine Hemmung von PTN durch BAPTA. Der als unselektiv geltende



Cyclooxygenase-Hemmer Indomethacin fihrte zu keiner Hemmung der CD95L-induzierten CD95-Y-NOy;

scheinbar spielt die Cyclooxygenase keine groRRe Rolle bei der CD95-Y-NOs,.

Die Stimulation mit CD95L fiihrte aber nicht nur zur fehlenden Apoptose und zur CD95-Y-NO,, sondern sogar zur
Zellproliferation, was die 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin (BrdU)-Versuche aufzeigen und den Stammzelicharakter der
Astrozyten untermauert. Aus der Literatur ist bekannt, dass Todesrezeptoren nicht nur an apoptotischen, sondern
auch an zellproliferativen Prozessen beteiligt sind. In dieser Arbeit fuhrt die Stimulation mit CD95L auch zur
Aktivierung von wachstumsférdernden Kinasen wie Extracellular-signal regulated kinase (Erk). Die Proteinkinase
Akt gilt als anti-apoptotische Kinase, die nach CD95L-Stimulation aktiviert wurde, wie diese Arbeit zeigt. In
Ubereinstimmung damit weist die Literatur auf, dass nach Blockade dieses Signalweges die CD95L-induzierte
Astrozytenproliferation gehemmt wird. In hepatischen Sternzellen gilt eine c-Src-Aktivierung als wichtiges Element
im mitogenen Signalweg. Auch in dieser Arbeit konnte eine CD95L-induzierte c-Src-Aktivierung beobachtet
werden. AuRerdem ist der Tyrosinrest 845 des Wachstumsrezeptors Epidermal growth factor receptor (EGFR)
eine Zielstruktur der Src-Kinasen, sodass die Rolle des EGFR nach CD95L-Stimulation im Rahmen des

mitogenen Signalweges in Zukunft analysiert werden sollte.
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1 Einleitung

1.1 Physiologie der Apoptose

Die Apoptose ist als programmierter Zelltod Teil des Stoffwechsels der Zelle und wird kontrolliert

gesteuert, um die Gewebshomdostase zu bewahren (Jacobson et al., 1997; Steller, 1995).

Carl Vogt, ein deutsch-schweizerischer Naturwissenschaftler, beschrieb 1842 erstmals bei
Untersuchungen Uber die Entwicklung von Kaulquappen das Phanomen der Apoptose, dessen
Bedeutung aber erst im 20. Jahrhundert durch die Pathologen John F. R. Kerr, Andrew Wyllie und
Alastair R. Currie gepragt wurde (Kerr et al., 1972).

Fur die Entwicklung des Organismus ist Apoptose essentiell. So werden z.B. die Zellanzahl und somit
die GewebsgréRe durch Apoptose kontrolliert, Keimzellen selektiert oder entartete Zellen méglichst

eliminiert.

Im Unterschied zur Nekrose, dem pathologischen und passiven Untergang von Zellen z.B. infolge
extrazelluldrer Noxen, lauft die Apoptose geordnet ab und weist folgende morphologische und
biochemische Kennzeichen auf: Sie wird durch Zellschrumpfung, Zellkernkondensation,
Desoxyribonukleinsaure (DNS)-Fragmentierung und Bildung sogenannter Apoptosekdrperchen, die
von der Zelloberflache abgeschnirt werden, beschrieben (Kerr et al, 1972). Diese
Apoptosekdérperchen werden durch phagozytierende Zellen vernichtet, ohne jedoch einen
Entziindungsprozess auszuldsen (Devitt et al., 1998). Nekrose dagegen fiihrt durch Zellschwellung,
Einreilen der Zellmembran, Austreten von Zytoplasma und lysosomalen Enzymen und nach
Freisetzen von inflammatorischen Mediatoren zur Entziindungsreaktion des umliegenden Gewebes
(Wyllie, 1997).

Apoptose kann sowohl durch exogene Stimuli, z.B. durch einen Mangel an Wachstumsfaktoren oder
Uber die Aktivierung Apoptose-vermittelnder Rezeptoren, sogenannten Todesrezeptoren, als auch
durch endogene Reize ausgeldst werden. DNS-Schaden durch UV-Licht-Bestrahlung, Stress in Form
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) oder chemische Substanzen zahlen zur Gruppe der endogenen
Stimuli (Barr and Tomei, 1994). Je nach Stimulus unterscheidet man demnach einen extrinsischen
(Apoptose vom Typ I) und einen intrinsischen Signalweg (Apoptose vom Typ Il) (Ashkenazi and Dixit,
1999; Green and Reed, 1998), die beide in der Aktivierung der sogenannten Caspasen (Akronym fur

Cystein-Aspartat-spezifische Proteasen), einer zur Apoptose fuhrenden Signalkaskade, miinden.

Diese Arbeit konzentriert sich auf die durch Todesrezeptoren vermittelte Reaktion in Astrozyten. Im
folgenden Kapitel 1.1.1 wird einer der bekanntesten Todesrezeptoren, CD95, erlautert.

1.1.1 Charakterisierung des CD95-Rezeptors (CD95)

Der CD95 (Fas/Apo-1)-Rezeptor weist je nach Glykosylierungszustand ein Molekulargewicht von 45-
52 Kilodalton (kD) auf und gilt als Prototyp der Todesrezeptoren. Er bildet mit dem Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF)-a. und den fumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL)-Rezeptoren 1

und 2 eine Untergruppe der TNF-Rezeptor-Superfamilie. Sie zeichnen sich alle durch eine

1



intrazellulare Todesdomane (death domain, DD) aus (Schulze-Osthoff et al., 1998), an die sich
Adaptermolekiile, die selbst eine DD besitzen, anlagern kénnen und so eine Signalkaskade auslésen
(s. Kapitel 1.1.2).

Die Signalkaskade des CD95-Rezeptors kann entweder durch Bindung seines Liganden oder durch
Anheften eines agonistischen Antikdrpers an den CD95-Rezeptor induziert werden (Locksley et al.,
2001). Durch Zellinteraktion spielt CD95 als Induktor des apoptotischen Zelltodprogramms eine
wichtige Rolle, gewahrleistet so beispielsweise die Gewebshomdostase und die Kontrolle
immunologischer Zellfunktionen (Ashkenazi and Dixit, 1998). Eine CD95-Apoptoseinduktion durch den
CD95L wurde erstmals an einer B-lymphoblastischen Zelllinie beschrieben (Trauth et al., 1989). Zur
gleichen Zeit beschrieben Yonehara et al. ein Molekil, welches sie als Fas bezeichneten und die
gleichen Eigenschaften aufwies wie CD95 (Yonehara et al.,, 1989). Nach anschlieBender
Sequenzierung wurde bewiesen, dass es sich um das gleiche Molekil handeln muss (Oehm et al.,
1992), welches heutzutage nach der Cluster of Differentiation (CD)-Nomenklatur als CD95-
Rezeptormolekil bezeichnet wird.

CD95 besitzt drei Tyrosinreste (Tyr) (Oehm et al., 1992): Innerhalb der Todesdomane befinden sich

Tyr232 und Tyr291

, der dritte Tyrosinrest (Tyr91) liegt im Bereich des N-Terminus (Boldin et al., 1995;
Chinnaiyan et al., 1995), was in Abb. 1 schematisch dargestellt ist. Die Phosphorylierung der beiden
Tyrosinreste innerhalb der Todesdomane ist fir die CD95-Aktivierung und Apoptoseeinleitung

essentiell (Eberle et al., 2005).

Tyrosinrest

Disulfidbriicke
Potentielle Glykosylierung
Todesdoméne

ooNe

Extrazellular

Intrazellular

Abb. 1: Schematische Darstellung des CD95 (Modifiziert nach Eberle et al., 2005; Oehm et al., 1992)

CD95 besitzt drei Tyrosinreste: Im Extrazellularraum befindet sich Tyr®', intrazellular innerhalb der Todesdomane
sind Tyr”” und Tyr*' lokalisiert. Die Phosphorylierung von Tyr*** und Tyr*' ist fir die CD95-Aktivierung und
Einleitung der Apopotse notwendig. AuBerdem wurden extrazellular zwei potentielle Glykosylierungsstellen
beschrieben.

(CD95: CD95-Rezeptor; Tyr: Tyrosinrest)



Neben dem Vorkommen in der Leber wird CD95 auch bereits wahrend der Embryonalentwicklung in
Astrozyten exprimiert (Kim et al., 2007). Sein Ligand (CD95L) wurde u.a. in Astrozyten (Bechmann et
al., 2002) und Mikroglia (Bonetti and Raine, 1997) detektiert. Dass CD95 also in Astrozyten
nachzuweisen ist, wurde in der Literatur hinreichend beschrieben. Seine physiologische Rolle in

diesen Zellen soll allerdings in dieser Arbeit genauer analysiert werden.

1.1.2 CD95/CD95L-Signalweg

Nach Bindung von CD95L oder eines agonistischen Antikbrpers an den CD95-Rezeptor wird ein
primar apoptotischer Signalweg ausgeldst, indem zunachst CD95 zur Stabilisierung trimerisiert und
Fas-associated death domain (FADD) im Folgenden rekrutiert wird. FADD bindet mit einer
Todesdoméane am C-Terminus an die intrazelluldare Todesdoméane von CD95. An einem N-terminalen
Ende besitzt FADD eine Todeseffektordomane (DED, death-effector-domain), die weitere Proteine,
wie die inaktiven Initiatorcaspasen Procaspase-8 oder-10, bindet. Der gebildete Proteinkomplex aus
CD95, FADD und angelagerter Caspase-8 wird als death-inducing signaling complex (DISC)
bezeichnet (Sancho-Martinez and Martin-Villalba, 2009).

Nach Scaffidi et al. unterscheidet man abhangig vom Zelltyp grundlegend zwei Wege, die Uber
Todesrezeptoren Apoptose auslésen (Scaffidi et al.,, 1998) und im Folgenden grafisch dargestellt
werden (Abb. 2):

In Typ I-Zellen (z.B. Lymphozyten), die eine hohe Dichte an Caspase-8 am DISC aufweisen (Medema
et al., 1997), spaltet und aktiviert die Initiatorcaspase direkt, unter Umgehung der Mitochondrien, die
Effektorcaspase-3. Bei Typ ll-Zellen (z.B. Hepatozyten) hingegen fiihrt erst die Amplifikation durch
Mitochondrien zur Caspase-8-Aktivierung. Caspase 8 spaltet daraufhin das pro-apoptotische Protein
Bid, gefolgt von der Aktivierung weiterer Mitglieder der B-cell lymphoma (bcl)-2-Familie. Es folgt die
Translokation des trunktierten Bid (iBid) zu den Mitochondrien, der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und eine Cytochrom c-Freisetzung (Gross et al., 1999). Uber die Bildung des
Apoptosoms, bestehend aus Cytochrom c, Adenosintriphosphat (ATP) und apoptotic protease-
activating factor-1 (Apaf-1), wird die Caspase-9 aktiviert, die anschlieBend als gemeinsame

Endstrecke beider Wege die Aktivierung der Effektorcaspase-3 induziert (Malhi et al., 2006).
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Abb. 2: Liganden-abhdngige Apoptose in Typ I- und Typ-ll Zellen

Nach Bindung des CD95 Liganden an den Todesrezeptor CD95 wird Letzterer zur Stabilisierung trimerisiert und die
Fas-associated death domain (FADD) rekrutiert. Es folgt die Assoziation von FADD an die Todesdoméanen von
CD95 (DD). Im Folgenden lagern sich die inaktiven Procaspasen-8/-10 an die DED von FADD an. Diesen Komplex
aus CD95, FADD und Caspase-8 bezeichnet man als death-inducing signaling complex (DISC). In sogenannten
Typ I-Zellen wird direkt, unter Umgehung der Mitochondrien, die Effektorcaspase-3 aktiviert, die die Apoptose
einleitet. In Typ llI-Zellen hingegen bendétigt es erst einer Amplifikation durch die Mitochondrien: Die Caspase-8
spaltet das pro-apoptotische Protein Bid zu tBid, dieses transloziert zu den Mitochondrien und setzt dort das
Membranpotential herab. Gefolgt wird dies von einer mitochondrialen Cytochrom c-Freisetzung. Das Apoptosom,
bestehend aus Cytochrom c, ATP und Apaf-1, fiihrt zur Aktivierung der Caspase-9 und der Signalweg mundet in
der gemeinsamen Endstrecke, der Aktivierung der Effektorcaspase-3.

(Apaf-1: apoptotic protease-activating factor-1; ATP: Adenosintriphosphat; CD95L: CD95 Ligand; DD: death
domain; DED: death-effector-domain; DISC: death-inducing signaling complex; FADD: Fas-associated death
domain; tBid: trunkiertes Bid)



CD95 wurde als membranstandiger Todesrezeptor (Typ I-Transmembranprotein) bekannt (Sancho-
Martinez and Martin-Villalba, 2009). In unstimulierten Hepatozyten wurde jedoch eine lberwiegend
intrazellulare Lokalisation des CD95-Rezeptors beschrieben (Reinehr et al., 2002; Sodeman et al.,
2000): Der groBte Teil befindet sich im Golgi-Komplex und im Trans-Golgi-Netzwerk (Bennett et al.,
1998). Modifikationen des CD95-Proteins I6sen verschiedene Signalkaskaden und Reaktionen in der
Zelle aus: In Hepatozyten kommt es nach Stimulation mit CD95L, hydrophoben Gallensduren oder
Hyperosmolaritat zur Translokation des CD95 aus dem Inneren der Zelle zur Plasmamembran und
somit zur Sensitivierung hinsichtlich CD95L-induzierter Apoptose (Graf et al., 2002; Reinehr et al.,
2002). In einer speziellen Kultur von humanen Leberkrebszellen, sogenannten Huh7-Zellen, konnte
ebenso unter hyperosmolaren Bedingungen eine Umverteilung des aktivierten CD95 aus dem
Zellinneren an die Plasmamembran aufgezeigt werden (Eberle et al., 2005). Dabei spielt die CD95-
Tyrosin-Phosphorylierung eine zentrale Rolle, die mit der CD95-Membrantranslokation assoziiert ist
(Reinehr et al., 2003). Peroxynitrit hingegen induziert eine CD95-Tyrosin-Nitrierung (CD95-Y-NO,) in
Hepatozyten; diese Tyrosin-Nitrierung des CD95 verhindert eine hyperosmotisch- oder CD95L-
induzierte CD95-Aktivierung in Hepatozyten (Reinehr et al., 2004). CD95-Tyrosin-Phosphorylierung
und CD95-Tyrosin-Nitrierung scheinen sich demnach gegenseitig auszuschlieRen. Die CD95-Tyrosin-
Phosphorylierung wurde als eine notwendige Voraussetzung fiir dessen Aktivierung und die
Apoptoseeinleitung identifiziert (Reinehr et al., 2005b, 2003).

Hieraus ergibt sich die nachste Frage: Fiihrt die Stimulation mit dem Todesligand CD95L in

Astrozyten zur zu erwartenden Apoptose?

Neben pro-apoptotischen Signalwegen sind aber auch anti-apoptotische Funktionen Gber CD95
bekannt: So kann Gber das CD95-System auch die Proliferation humaner T-Lymphozyten (Alderson et
al., 1993) oder von Fibroblasten (Aggarwal et al., 1995) induziert werden oder die Bildung von pro-
inflammatorischen Zytokinen in verschiedenen Zelltypen, wie beispielsweise in Astrozyten, generiert
werden (Choi and Benveniste, 2004; Falsig et al., 2004). Abhangig von der zellularen Umgebung
scheint CD95 also gewebespezifische Funktionen auszuiiben und kann pro- oder anti-apoptotische
Singalwege einleiten (Strasser et al., 2009). Dennoch sind die Mechanismen, die den anti-
apoptotischen Prozessen zugrunde liegen, zum aktuellen Zeitpunkt weitgehend unbekannt.
Interessanterweise wird in ruhenden hepatischen Sternzellen (rHSZ) nach Stimulation mit CD95L eine
CD95-Tyrosin-Nitrierung ausgeldst, die die Zelle vor Apoptose schutzt und dabei sogar als mitogenes
Signal dient (Reinehr et al., 2008). Welche tyrosin-nitrierten Proteine bereits entdeckt wurden und

welche funktionellen Folgen damit zusammenhangen, wird im nachsten Kapitel 1.2 dargestellt.

1.2 Protein-Tyrosin-Nitrierungen (PTN)

Bei einer Vielzahl von Proteinen wurde Uber eine spezifische Tyrosin-Nitrierung berichtet, dessen
Folge eine Inaktivierung des Proteins sein kann (Souza et al., 1999). Von Bedeutung war die
Identifizierung der Tyrosin-Nitrierung der Glutamin-Synthetase, deren Konsequenz in einer
Inaktivierung des Enzyms liegt (Schliess et al.,, 2002): Dies resultiert in einer reduzierten
intrazellularen Glutaminakkumulation, einer verminderten Astrozytenschwellung, weniger Ca®*-

Einstrom und weniger NO- bzw. ROS-Produktion, sodass der Zustand erhéhter Ammoniak-Werte im
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Blut beispielsweise bei der hepatischen Enzephalopathie (HE) dadurch verbessert wird. Weitere
Proteine  wie der periphere  Benzodiazepinrezeptor (PBR), die  Glycerinaldehyd-3-
phosphodehydrogenase (GAPDH), Extracellular-signal regulated kinase (Erk)-1 (Schliess et al., 2002)
oder der Na-K-2Cl-Kotransporter (NKCC1) (Jayakumar et al., 2008) kénnen Tyrosin-nitriert werden.
Eine PTN des NKCC1 scheint die Transportaktivitdt des Kanals sogar zu verstarken, ahnlich einer
NKCC1-Phosphorylierung (Jayakumar et al., 2008). Die PTN der GAPDH durch Peroxynitrit geht mit
einer Inaktivierung des Enzyms einher (Buchczyk et al., 2000). Wéahrend die PTN Enzyme wie die
Glutamin-Synthetase demnach inaktivieren kann (Gorg et al., 2007) und eine Hemmung der PTN mit
einer Verbesserung einer Ammoniak-Intoxikation assoziiert ist (Kosenko et al., 2004), scheint die PTN
Hepatozyten vor Apoptose zu schiitzen (Reinehr et al., 2004): Hier verhindert die CD95-Tyrosin-
Nitrierung die CD95L-induzierte CD95-Aktivierung in Hepatozyten und es wird keine Apoptose
eingeleitet, da sich CD95-Tyrosin-Nitrierung und CD95-Tyrosin-Phosphorylierung aus sterischen
Griinden gegenseitig ausschlieBen. In ruhenden hepatischen Sternzellen ist nach Stimulation mit
CD95L eine CD95-Tyrosin-Nitrierung zu detektieren, die die Zelle auch vor Apoptose schutzt; CD95L
fungiert hier sogar als Mitogen, die rHSZ proliferieren (Reinehr et al., 2008). Eine weitere Frage, die in
diesem Zusammenhang in dieser Arbeit untersucht werden soll, lautet: Kann durch CD95L-
Stimulation eine Protein-Tyrosin-Nitrierung, vielleicht sogar eine CD95-Tyrosin-Nitrierung

nachgewiesen werden?

1.3 Physiologie der Zellproliferation

Dass CD95L uber eine CD95-Tyrosin-Nitrierung in rHSZ als Mitogen funktioniert und zur
Zellproliferation fuhrt, wurde im vorherigen Kapitel 1.2 beschrieben. Fiihrt eine Stimulation mit dem
Todesrezeptorligand CD95L auch zu einer Proliferation von Astrozyten? Doch was genau

bedeutet Proliferation und welche Signalwege und Rezeptoren spielen dabei eine Rolle?

Der Begriff Proliferation stammt aus dem Latein und leitet sich von proles — Nachwuchs und ferre —
tragen ab. Die Zellproliferation spielt eine Rolle bei dem Ersatz von (Blut-)Zellen, der Entwicklung und
Wachstum von Zellen, der Regeneration und Wundheilung und der Kanzerogenese. Die prinzipielle
Aufgabe der Zellteilung versteht sich in der Replikation der chromosomalen DNS und die Verteilung
auf zwei genetisch identische Tochterzellen. Eine unkontrollierte und ungehemmte Zellproliferation
fuhrt zu einem Tumor; dies kann ausgelést werden durch virale Infektionen, Mutation von

Protoonkogenen oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen.

Wachstumsfaktoren, von denen stindig neue entdeckt werden, steuern die Proliferation.
Neurotrophine, nerve growth-factor (NGF), brain derived neurotrophic growth factor (BDGF), platelet
derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor (ILGF), epidermal growth factor (EGF), eine
ansteigende Anzahl von Zytokinen und Hormone wie Insulin, Thrombopoietin, Erythropoietin und

Somatotropin sind nur ein Ausschnitt der Stimuli, die die Proliferation regulieren.

Auch Calcium ist ein wichtiger intrazellularer Botenstoff, der die Proliferation beeinflusst: Eine
intrazelluldre Calcium-Erhéhung kann zur Zellproliferation fihren, wahrend eine Uberladung pro-

apoptotische Wirkung hat (Berridge et al., 2000).



Der Grolteil der Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren sind Transmembranproteine mit einer eigenen
Tyrosinkinaseaktivitat (Schlessinger and Ullrich, 1992). Der epidermal growth factor receptor (EGFR)
ist einer dieser Transmembranproteine und gehoért zur sogennanten ErbB-Familie, zu denen auch
HER2/c-neu (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) und HER4 (ErbB-4) zdhlen und kommt beim Menschen
ubiquitér vor. EGFR besteht aus einer intrazellularen Tyrosinkinasedomane, einer transmembranéren
Ankerstruktur und einer extrazellularen, glykosylierten Ligandenbindungsstelle (Schlessinger, 2002).

85 des EGFR st eine Zielstruktur der Src-Kinasen (Biscardi et al., 1999), der
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dient der Internalisierung und Tyr der Autophosphorylierung. Die Bindung des
Liganden EGF fiihrt zur Rezeptordimerisierung. Daraus resultiert eine Autophosphorylierung von
spezifischen Tyrosinresten in der intrazellularen Region des EGFR. Die nachgeschaltete
Signaltransduktion fihrt dazu, dass andere Proteine mit dem Rezeptor beispielsweise Uber die src
homology (SH)2-Domane interagieren kénnen. Diese Proteine kénnen dann weitere Signalwege, wie
den Mitogen-aktivierten-Proteinkinaseweg induzieren. Dessen Signalkaskade fuhrt dazu, dass das
Signal Uber Transkriptionsfaktoren in den Zellkern Ubermittelt wird und die Transkription von
Genabschnitten reguliert werden kann (Voldborg et al., 1997). Welche Kinasewege in dieser Arbeit

untersucht werden, wird in Kapitel 1.4 erlautert.

1.4 Pro- und anti-apoptotische Kinase-Wege

1.4.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Die Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen gehért zu den Serin-/Threoninkinasen und ist an
Signaltransduktionenwegen beteiligt, die fur die Regulation von Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Zelltod und inflammatorischen Prozessen mitverantwortlich sind. Sie transformieren extrazellulare in
intrazellulare Signalwege. Zellularer Stress, Wachstumsfaktoren und Zytokine gehdren zu den Stimuli,
die die Signalkaskade der MAPK induzieren kénnen (Herlaar and Brown, 1999). Diese Arbeit soll

analysieren, welche Signalwege durch CD95L-Stimulation in Astrozyten beeinflusst werden.

Eine Aktivierung der Kinasen erfolgt durch Phosphorylierungen an ihren Aminosaureresten. Es sind in
der Regel mehrere Kinasen hintereinander geschaltet, um eine Aktivierung des MAPK-Signalweges
zu erreichen (Errede et al., 1995; Gustin et al., 1998). Die Phosphorylierungskaskade beginnt mit
einer Aktivierung einer MAP-Kinase-Kinase-Kinase, die eine nachgeschaltete MAP-Kinase-Kinase
phosphoryliert und die wiederum die MAPK aktiviert. Die aktivierte MAPK ihrerseits kann nun
beispielsweise = Transkriptionsfaktoren  phosphorylieren und sie somit aktivieren. Die
Proteinphosphorylierungen der MAPK kénnen durch sogenannte Phosphatasen wieder entfernt und

die MAPK auf diese Weise inaktiviert werden. Man unterscheidet drei Untergruppen der MAPK:

- Extracellular-signal regulated kinase (Erk)
- c-Jun-N-terminale Kinase (JNK)

- p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK)



1.4.1.1 Extracellular-signal regulated kinase (Erk)

Zu dieser Gruppe gehoéren mindestens acht Isoformen (Erk-1 bis Erk-8) (Abe et al., 2002, p. 8), wobei
sich diese Arbeit mit der Charakterisierung von Erk-1 und Erk-2 beschéftigt, die entsprechend ihres
Molekulargewichtes auch als pa2" " bzw. p44“A"X bezeichnet werden (Sadoshima et al., 1995). Erk-
1 und Erk-2 gehoéren auBerdem zu den als erstes beschriebenen Kinasen dieser Familie und werden
sehr dhnlich reguliert. Eine Aktivierung dieser MAPK erfolgt durch Phosphorylierung ihrer Tyrosin- und
Threoninreste durch die Ubergeordnete MAP-Kinase-Kinase. Ausgeldst wird diese Signalkaskade
durch Wachstumsfaktoren, Proonkogene, die eine Zellproliferation férdern und in geringem Umfang

durch zellularen Stress (Widmann et al., 1999). Erk-1/-2 wirken demnach anti-apoptotisch.

1.4.1.2 C-Jun-N-terminale Kinase (JNK)

JNK ist eine Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK), da am Anfang der Signalkaskade Stressfaktoren
wie beispielsweise Zytokine, Ultraviolettstrahlung (Keyse, 1995) oder Hyperosmolaritat (Haussinger et
al., 1999) stehen. Mindestens zehn Isoformen werden von drei verschiedenen Genen (Jnk 1-3) kodiert
(Dérijard et al., 1994; Gupta et al., 1996; Kyriakis et al., 1994). Durch alternatives Spleil3en
unterscheidet man jeweils eine 46 kD und eine 54 kD Variante (Hibi et al., 1993). Eine JNK-
Aktivierung erfolgt ebenfalls durch die Phosphorylierung ihrer Tyrosin- und Threoninreste (Dérijard et
al., 1994). JUNK selbst phosphoryliert dann eine Vielzahl von Proteinen, wie z.B. den

Transkriptionsfaktor c¢-Jun. Eine Aktivierung von JNK und p38"APK

und eine gleichzeitige
Unterdriickung von Erk konnten bei der Apoptoseinduktion beobachtet werden (Xia et al., 1995), was
die Auffassung unterstreicht, dass deren Aktivitdten zentrale Rollen bei der Apoptoseregulation
zukommen. Liganden der Todesrezeptorfamilie kénnen eine JNK-vermittelte Apoptose auslésen.
AuBerdem ist JNK an der Translokation des CD95 zur Plasmamembran beteiligt (Reinehr et al.,

2003). JNK ist also eine pro-apoptotisch wirkende Kinase.

1.4.1.3 p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK)

Zu der Familie der p38"47¥

gehdren vier Isoformen (a, B, y, 6) (Hu et al., 1999). Sie bilden neben den
JNK eine weitere Gruppe der SAPK, die durch externe Stimuli wie Strahlung, Hitze, osmotischen
Stress (Schliess et al., 1996) oder inflammatorische Prozesse aktiviert werden (Raman et al., 2007).
Dies erfolgt ebenfalls durch Phosphorylierung an den Aminosaureresten durch Ubergeordnete
Kinasen. Die Aktivierung von p38VAPK

dient p38"*" der Zellzyklusregulation (Cobb, 1999).

hat eine pro-apoptotische und anti-proliferative Wirkung. Ferner



1.4.2 Proteinkinasen der Src-Familie

Zu den Proteinkinasen der Src-Familie gehéren neun Tyrosinkinasen (c-Src, Fyn, Lyn, c-Yes, Lck,
Hck, Fgr, Blk, Yrk), wobei sich diese Arbeit unter anderem auf die Analyse des Prototyps c-Src
konzentriert. C-Src findet sich ubiquitadr in fast jedem Zelltyp, allerdings sind hohe c-Src-Spiegel
Uberwiegend in neuronalem Gewebe und in Blutplattchen zu finden (Bolen et al., 1991). Sie zahlen zu
den Protoonkogenen, die eine wichtige Rolle in der Zellmorphologie, Proliferation und im Uberleben
der Zellen spielen (Brown and Cooper, 1996). Sie leiten extrazelluldre Signale u.a. von Zytokin- oder
Hormonrezeptoren weiter (Thomas and Brugge, 1997) und koénnen als Tyrosinkinasen weitere
Proteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren oder Adapterproteine, aktivieren und der intrazellularen

Signalweiterleitung dienen.

Die Regulation der c-Src-Aktivitat erfolgt Uber Phosphorylierung oder Dephosphorylierung an ihren
Tyrosinresten. Eine Phosphorylierung am Tyrosinrest 416 oder 418 der katalytischen
Tyrosinkinasedomane in der sogenannten SH1-Domane bedeutet eine Aktivierung, eine
Phosphorylierung am Tyrosinrest 527 oder 529 am C-terminalen Ende dagegen eine Inaktivierung von
c-Src (Brown and Cooper, 1996; Obergfell et al., 2002). Neben dem C-terminalen Ende und der SH1
Domaéane werden die Mitglieder dieser Kinasenfamilie durch 4 weitere Domanen strukturiert, Uber die
im Folgenden ein grober Uberblick folgt: Die SH4 Doméne dient der Membranbindungsfahigkeit, die
unique Domane besitzt Bindungspotential fiir Zielproteine und ist die Doméane, in der sich die neun
Mitglieder der Familie am starksten unterscheiden. Die SH3 und SH2 Domane dienen der

Substraterkennung.

1.4.3 Proteinkinase B (PKB, Akt)

Im Jahr 1991 wurde die PKB von drei unabhangigen Forschungsgruppen identifiziert (Bellacosa et al.,
1991; Coffer and Woodgett, 1991; Jones et al., 1991): Zwei von diesen Gruppen fielen eine groRe
Sequenzhomologie zu den Proteinkinasen A und C auf, wohingegen die andere Gruppe das Produkt
des retroviralen Onkogens Akt 8 identifizierte. Die Proteinkinase B (PKB) kommt in drei Isoformen vor
und wird von den Genen Akt 1-3 codiert. Sie gehéren zu den Onkogenen, da eine vermehrte Aktivitat
der PKB in Tumorzellen festgestellt wurde. Die PKB ist ubiquitar vorhanden und hat ihre Aufgabe

hauptsachlich in der Regulation von Zellproliferation, Wachstum, Apoptose und Zellstoffwechsel.

PKB gehort zu den Serin-/Threoninkinasen und besitzt eine Pleckstrin-homologe (PH) Domaéne, eine
Kinase- und eine regulatorische Domane (Franke et al., 1997). Eine Aktivierung von PKB erfolgt Gber
den sogenannten Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)/Akt-Signalweg. Nachdem PI3K entweder G-
Protein-gekoppelt oder Uber Rezeptorkinasen aktiviert worden sind, phosphorylieren sie
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat zum Membranlipid Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat.
Letzteres fuhrt dann uber die PH Domane zur Verankerung von Akt in der Zellmembran. Die 3-
Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase 1 bewirkt anschlieBend eine Phosphorylierung an den
Serin-/Threoinresten der PKB und somit die Aktivierung (Shelton et al., 2003). PKB selbst kann

weitere Proteine phosphorylieren.



1.5 Astrozyten
1.5.1 Charakterisierung von Astrozyten

Der Begriff Astrozyt, auch bekannt als Stern- oder Spinnenzelle, setzt sich aus dem griechischen
Kompositum astron — Stern und kytos — Zelle zusammen. Sie zéhlen zu den von Rudolf Virchow in der
Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckten Gliazellen des zentralen Nervensystems (ZNS), die dort
zehnmal haufiger als Neuronen vorkommen und u.a. das Stitzgewebe des ZNS bilden. Erst Ende des
19. Jahrhunderts gelang es den Wissenschaftlern Cajal, Hortega und Golgi mit Hilfe verschiedener
Farbungen die Gliazellen in verschiedene Typen zu klassifizieren (Makro- und Mikroglia). Astrozyten
zahlen neben Oligodendrozyten und Ependymzellen zur Makroglia und kommen mechanischen und
metabolischen Aufgaben nach. Die zu den Mikroglia gehérenden Zellen dienen hauptsachlich der

Immunabwehr.

Astrozyten haben ein kleines, 10-20 uym breites Soma. Mit

ihren radiar verlaufenden Fortsatzen (Abb. 3) bilden
Nudeolus Astrozyten Grenzmembranen zur Pia mater (Membrana
limitans gliae superfficialis) und zu BlutgefalRlen (Membrana
limitans gliae perivascularis). Morphologisch unterscheidet
man zwischen dem fibrillaren Typ (Astrocytus fibrosus) mit
Nucleus

zahlreichen, aber wenig verzweigten Dendriten und den

Dendriten

protoplasmatischen Astrozyten (Astrocytus protoplasmaticus),
Endfiichen

Abb. 3: Schematische Darstellung eines die verzweigte und dicke Fortsatze aufweisen. Wahrend der
Astrozyten fibrillare Typ der Astrozyten vor allem in der weiflen Substanz

Astrozyten besitzen ein 10-20 pm breites oo 7NS yvorkommt, ist die protoplasmatische Form fiir die

Soma mit Nucleus und Nucleolus. Mit ihren

r tanz charakteristisch.
sternformig verlaufenden Fortsatzen bilden graue Substanz charakteristisc

sie u.a. Grenzschichten zur Pia mater und zu  Nehen jhrer Funktion als Stiitzzellen unterstiitzen Astrozyten
Blutgefaen den Austausch von Nahrstoffen und
Stoffwechselendprodukten zwischen Neuronen und Blut und halten den Kalium-Haushalt und somit
den extrazellularen pH-Wert im Gehirn aufrecht. Dazu dienen sowohl ein aus Nexus bestehendes
enges Netzwerk als auch die mechanische Verknlipfung tber Puncta adhaerentia. Sie kdnnen weder
Aktionspotentiale noch postsynaptische Potenziale generieren und dienen somit nicht der
Informationsverwertung. Astrozyten sind an der Barrierefunktion der Blut-Hirn-Schranke beteiligt,
allerdings ist die wesentliche Barrierefunktion durch sogenannte Tight junctions des Kapillarendothels
bedingt (Paulsen and Lillmann-Rauch, 2012). Astrozyten schirmen mit ihren Fortsatzen synaptische
Regionen von der Umgebung ab und kénnen so die Wirkung der Transmitter auf den synaptischen
Spalt regulieren. Transmitter wie Glutamat, Gamma-Aminobuttersdure (GABA) und Serotonin kénnen
von Astrozyten aufgenommen werden, sodass diese nicht mehr an der Synapse wirken kdnnen.
Astrozyten besitzen auRerdem eine Glutamin-Synthetase (GS), was sie dazu befahigt einen groRen
Teil der Ammoniak-Detoxifikation zu bernehmen. Das entstandene Glutamin wird von den Astrozyten

freigesetzt und von Neuronen aufgenommen, die daraus wieder Glutamat bilden (Fahlke, 2008).
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Astrozyten besitzen eine Art Progenitor-/Stammzellfunktion: Unter in vitro Bedingungen konnte
beobachtet werden, dass kultivierte Astrozyten sich unter alleiniger Zugabe des Transkriptionsfaktors

Neurogenin zu Nervenzellen mit funktionsfahigen Synapsen transformieren (Heinrich et al., 2011).

Es konnte gezeigt werden, dass Astrozyten nicht nur diesbeziglich Ahnlichkeiten mit den
sogenannten hepatischen Sternzellen in der Leber besitzen: Ruhende hepatische Sternzellen (lto-
Zellen, Fettspeicherzellen, perisinusoidale Lipozyten) gehdéren zu den nicht-parenchymatdsen Zellen
des Lebergewebes und liegen im perisinusoidalem Disse’schen Raum, umgeben von Endothelzellen.
Sie sind allerdings nicht zu verwechseln mit den Kupffer'schen Sternzellen, die ebenfalls in der Leber
lokalisiert sind, aber zum mononuklear-phagozytarem System z&hlen. Hepatische Sternzellen wurden
kirzlich als mesenchymale Stammzellen charakterisiert: Neben ihrer Funktion in der extramedullaren
Hamatopoese, kdnnen sie sich je nach Stimulus in Adipozyten und Osteozyten differenzieren (Kordes
et al.,, 2013). AuRerdem dienen HSZ der Leberregeneration, da hepatische und pankreatische
Sternzellen sich nach Zytokinbehandlung zu Hepatozyten differenzieren (Kordes et al., 2012). Weitere
Gemeinsamkeiten zwischen Astrozyten und HSZ sind im Folgenden beschrieben. Als neuronaler und
somit astrozytarer Marker dient das Intermediarfilament Glial fibrillary acidic protein (GFAP), welches
eine zytoplasmatische Komponente darstellt und trotz neuronaler Herkunft auch bei hepatischen
Sternzellen exprimiert wird (Gard et al., 1985). Somit ist eine gemeinsame neuroektodermale Herkunft
der Astrozyten und HSZ naheliegend (Geerts, 2001). Interessanterweise weisen die sternférmigen
Astrozyten auch eine morphologische Ahnlichkeit mit HSZ auf (Abb. 4). Aus ruhenden hepatischen
Sternzellen ist auBerdem bekannt, dass nach Stimulation mit CD95L eine CD95-Tyrosin-Nitierung zu
detektieren ist und die Zellen so vor Apoptose geschitzt sind (Reinehr et al., 2008). Es liegt also
nahe, dass ein solcher molekularer Mechanismus auch in den als apoptoseresistent geltenden

Astrozyten aufzudecken ist.

B Abb. 4: Immunzytochemische Farbung von
GFAP in primaren HSZ nach 2 Tagen in
Kultur (aus Reinehr et al, 2008) und
Astrozyten

Primare HSZ (A) und Astrozyten (B) wurden
kultiviert, gewaschen, fixiert, permeabilisiert und
abgesattigt. Uber Nacht wurden die Zellen mit
GFAP inkubiert und fir weitere 60 min FITC

ausgesetzt. Eine mikroskopische Analyse

erfolgte Uber das LSM. Durch die ICC konnte die GFAP-Expression (griin) in Astrozyten und HSZ gezeigt werden. Zwischen
den Astrozyten und HSZ besteht eine morphologische Ahnlichkeit. MaRstabsbalken: 10 ym. VergréRerung 630x. (n = 3).

(HSZ: Hepatische Sternzellen; FITC: Fluoresceinisothiocyanat; GFAP: Glial fibrillary acidic protein; ICC: Immunzytochemie;
LSM: Laserscanning-Mikroskop)

Bei moderatem Hirninsult werden Astrozyten reaktiv und setzen neurodegenerative und pro-
inflammatorische Substanzen frei, die den Krankheitsprozess verschlimmern. Reaktive Astrozyten
wurden mit folgenden Krankheiten, die inflammatorische Komponenten in ihrer Pathogenese besitzen,
in Zusammenhang gebracht: HIV-assoziierte Demenz, Morbus Alzheimer, Multiple Sklerose und

Apoplex (Minagar et al., 2002; Stoll et al., 1998). Interessant ist die Tatsache, dass Astrozyten sich in
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Folge von Schlaganféllen, Traumen oder neurodegenerativen Erkrankungen regenerieren kénnen
(Pekny and Nilsson, 2005) und im Gegensatz zu Neuronen und Oligodendrozyten keine Apoptose
eingehen (Demjen et al., 2004). Astrozyten gelten gemeinhin als apoptoseresistente Zellen (Cassina
et al., 2002; Knorpp et al., 2006). Moglicherweise liegt der Grund in der astrozytdren Modulation von

pro- und anti-inflammatorischen Effekten im Todesrezeptorsystem (Dietrich et al., 2003).

1.5.2 Klinische Integration am Beispiel der hepatischen Enzephalopathie (HE)
1.5.2.1 Definition und Klassifizierung der HE

Auch bei der hepatischen Enzephalopathie besitzen Astrozyten eine Schlisselrolle. Die hepatische
Enzephalopathie ist ein haufiges, komplexes, metabolisch bedingtes, neuropsychiatrisches
Krankheitsbild mit potentiell reversibler Schadigung des ZNS auf der Basis einer akuten oder
chronischen Lebererkrankung. Die HE ist hinsichtlich ihrer Symptomatik und Therapie bei akutem
Leberversagen von der bei chronischen Lebererkrankungen zu unterscheiden. Je nach Atiologie der
HE wird zwischen drei verschiedenen Typen differenziert (Ferenci et al., 2002):

Beim akuten Leberversagen (Typ A) fihrt die unzureichende Elimination von toxischen Metaboliten
aus dem Blut u.a. zu einer Hyperammonamie, die die im Vordergrund stehende Hirndruckproblematik
bedingt. Folgen sind zytotoxische Odeme der Astrozyten, ein erhdhter intrakranieller Druck und ein
daraus resultierendes Hirnédem. Seltener tritt eine HE bei therapeutisch angelegten
portosystemischen Shunts ohne parenchymatése Lebererkrankung auf (Typ B), bei denen ein Teil des
im Darm resorbierten Ammoniaks der Entgiftung in der Leber entgeht. Im Rahmen von chronischen
Lebererkrankungen mit Ausbildung portokavaler Anastomosen (Typ C) kommt es wiederum haufig zu
dem Krankheitsbild der HE, einem geringgradigen Gliabdem und einer Anflutung neurotopischer
Subststanzen. Neben Ammoniak weisen Mercaptane, GABA, kurzkettige Fettsduren und aromatische
Aminosauren Konzentrationsanstiege auf. Die HE Typ C kann wiederum in die episodisch auftretende
(spontan, rekurrent oder durch auslésende Faktoren), die manifeste und die minimale Subform
unterteilt werden. Der manifesten Form geht haufig das Stadium der minimalen HE (MHE, bisher:
subklinische oder latente HE) voraus: Ein Stadium mit pathologischer Neuropsychometrie, aber ohne
offensichtliche klinisch-neurologische Symptome (Ferenci et al., 2002). Die minimale Form der HE
fuhrt bei einem Grofteil der Patienten schon zu einer Einschrankung der Leistungsfahigkeit und
Beeintrachtigung der Lebensqualitat (Groeneweg et al., 1998).

Die Diagnose der manifesten HE wird klinisch gestellt, wobei das gleichzeitige Vorliegen einer
Leberfunktionsstérung und einer Funktionsstdrung des ZNS vorausgesetzt wird; neurologische und
psychiatrische Erkrankungen anderer Genese mussen im Vorfeld ausgeschlossen werden. Erganzend
kénnen Labordiagnostik, bildgebende Verfahren und neurophysiologische Untersuchungen zur

Diagnostik hinzugezogen werden.

Klinisch unterscheidet man nach der West-Haven-Klassifikation vier Schweregrade der manifesten
HE, von leichten Persénlichkeitsveranderungen bis zum tiefen Koma reichend (Tabelle 1):
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Tabelle 1: Stadieneinteilung der hepatischen Enzephalopathie unter Beriicksichtigung der West-Haven-Kriterien

und der minimalen hepatischen Enzephalopathie (Modifiziert nach Conn and Bircher, 1993; Haussinger, 2006)

Bewusstseinslage

Neuropsychiatrische

Symptome

Neurologische

Symptome

Grad 0 = MHE normal

Grad | Leichtgradige mentale
Verlangsamung

Grad Il Verstarkte Mudigkeit,
Apathie, Lethargie

Grad lll Somnolenz

Grad IV Koma

Stérungen nur durch
psychometrische Tests

erfassbar

Eu-/Dysphorie,
Reizbarkeit, Angst,

reduzierte Aufmerksamkeit

Leichte
Personlichkeitsstérung,
minimale Desorientiertheit
bzgl. Ort/Zeit

Aggressivitat, ausgepragte
Desorientiertheit bzgl.
Ort/Zeit

Gestorte Feinmotorik
(beeintrachtigtes
Schreibvermdgen, geringgradige HE
Fingertremor)

Asterixis, Ataxie,

verwaschene Sprache

Rigor, Krampfe,

Asterixis
hochgradige HE

Hirndruckzeichen

(HE: Hepatische Enzephalopathie; MHE: Minimale hepatische Enzephalopathie)

Die International Society of Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism (ISHEN) teilt die HE bei
Zirrhosepatienten in die Kategorien “geringgradig” und “hochgradig” ein: Dabei werden die MHE, Grad
| und Grad Il als geringgradige HE bezeichnet, bei denen eine Hospitalisierung nicht notwendig ist;
Patienten mit der hochgradigen Form der HE (Grad lll, IV) bedirfen einen Krankenhausaufenthalt
(Haussinger, 2006).

Die sogenannte kritische Flimmerfrequenz dient der klinischen Objektivierung der HE und der
Graduierung der MHE (Kircheis et al., 2002). Hierbei schaut der Patient auf ein spezielles Licht, das
mit einer hohen Frequenz als kontinuierlich brennendes Licht wahrgenommen wird. Die Frequenz wird

reduziert und der Patient gibt an, wann er ein Flimmern wahrnimmt.

Da 50-70 % (Gerok, 2007) der an Leberzirrhose erkrankien Patienten von der hepatischen
Enzephalopathie unterschiedlicher Schweregrade betroffen sind, stellt die HE eine der wichtigsten
Komplikationen chronischer Lebererkrankungen dar.

1.5.2.2 Pathophysiologie der HE

Relativ am Anfang der Pathogenese der HE steht das Abbauprodukt Ammoniak, dessen
Neurotoxizitat hauptsachlich auf Astrozyten abzielt. Der physiologische Ammoniakspiegel betragt etwa
25-35 pmol/l im Serum (Haussinger, 1990). Da hohe Ammoniakkonzentrationen toxisch wirken und
nicht in die systemische Zirkulation gelangen sollen, existieren unter physiologischen Bedingungen
diverse Eliminationsmechanismen: So wird Ammoniak primar in den periportalen Leberzellen ber

den Harnstoffzyklus in ungiftigen, wasserléslichen Harnstoff metabolisiert und renal ausgeschieden.
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Die Glutaminsynthese durch azinusnahe, perivenése Scavenger-Zellen (Haussinger, 1987) ist der
Harnstoffsynthese nachgeschaltet und macht etwa 5-10 % der Ammoniumentgiftung aus. Bei akuten
oder chronischen Leberfunktionsstérungen oder portosystemischen Shunts sind diese Funktionen
beeintrachtigt. Die Ammoniak entgiftende Leberzellmasse ist reduziert, kann aber durch Stimulation
des Harnstoffzyklus kompensiert werden. Von entscheidender Bedeutung ist die verminderte Funktion
der perivendsen Glutamin synthetisierenden Scavenger-Zellen, sodass Ammoniak die Leber
passieren kann (Haussinger, 1987). Dies resultiert in einer Uberwiegend extrahepatischen
Metabolisierung durch Gehirn und Muskulatur (Cooper and Plum, 1987). Bei Patienten mit MHE
konnte eine Akkumulation von Ammoniak im Gehirn mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
direkt gezeigt werden (Lockwood et al.,, 1991). Charakteristisch ist auch eine ansteigende
Ammoniakkonzentration im Blut. Die Ammoniakkonzentration im Gehirn setzt sich zum einen aus der
Diffusion aus dem Blut, zum anderen aus Produkten endogener Signalwege zusammen. Zum
letzteren zahlen Glutamin, Glutamat und Aspartat. Eine groBe Menge an Ammoniak wird auch in

Neuronen produziert.

Interessanterweise sind Astrozyten die einzigen Zellen im Gehirn, die das Enzym Glutamin-
Synthetase (GS) besitzen und so den gréRten Teil der Ammoniak-Detoxifikation Ubernehmen
(Martinez-Hernandez et al., 1977). Sofern also Astrozyten zwischen Blutkapillaren und Neuronen
geschaltet sind, wirken diese als ,enzymatische Barriere” fir Ammoniak (Cooper and Plum, 1987). Bei
einem Uberangebot von Ammoniak im Gehirn wird Ammoniak in einer energieabhangigen Reaktion
unter Bildung von Glutamin an Glutamat gebunden. Demzufolge steigt der intrazelluléare
Glutaminspiegel der Astrozyten. Durch die osmotische Wirkung des intrazellularen Glutamins kommt
es zu einer Astrozytenschwellung. Die funktionellen Folgen sind abhéngig von der Atiologie der HE:
Bei akutem Leberversagen fuhrt die ausgepragte Astrozytenschwellung zu einer charakteristischen
Hirndrucksymptomatik (Vaquero et al., 2003), wahrend das chronische Leberversagen durch ein
geringgradiges Gliabdem ohne Kklinisch erfassbare Hirndrucksymptomatik gekennzeichnet ist
(Haussinger et al., 2000). AuRerdem zeigt sich die Kausalitadt zwischen Leberfunktionsstérungen und
Hirnddem ebenfalls dadurch, dass Hirnédem und Kkognitive Beeintrachtigungen durch eine
Lebertransplantation reversibel sind (Zhan and Stremmel, 2012). Auf Zellebene fihrt die
Astrozytenschwellung zu einer Aktivierung der mitogen-activated protein kinases (MAPK) Erk und
p38YA7K (Schliess et al., 1996; Sinning et al., 1997; Xu et al, 2001). Um das urspriingliche
Zellvolumen der Astrozyten wiederherzustellen, kommt es kompensatorisch zur Freisetzung von
Osmolyten wie myo-Inositol, Aminosauren und Ascorbaten (Chamberlin and Strange, 1989; O’Connor
and Kimelberg, 1993; Ordaz et al., 2004; Siushansian et al., 1996).

Die durch die Dysfunktion von Astrozyten verursachte Hyperammonamie stellt eine zentrale
pathophysiologische Ursache zur Entstehung der MHE dar (Dhiman et al., 2010; Zhan and Stremmel,
2012). Folgen der Gliaschwellung sind gliale Funktionsanderungen und eine gestorte glioneuronale
Kommunikation (Norenberg, 1996). Auch Veranderungen an der Blut-Hirn-Schranke stellen mdégliche
Konsequenzen dar. Aufgrund der beeintrachtigten Astrozytenfunktion wird die HE auch als primére
Gliopathie mit neurologischen Schaden als Folge betrachtet (Norenberg et al., 1992).
Charakteristischerweise zeigt sich morphologisch eine Alzheimer-Typ-lI-Degeneration der Astrozyten
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(Norenberg, 1987), die sich durch groRRe, helle Zellkerne mit prominenten Nucleoli und marginalem
Chromatinmuster auszeichnet (Felipo and Butterworth, 2002).

Aber auch klinisch relevante Faktoren wie Agonisten des peripheren Benzodiazepinrezeptors (Bender
and Norenberg, 1998), pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a (Chang et al., 2001), extrazellulares
Glutamat (Bender et al., 1998) oder Elektrolytstérungen wie Hyponatriamie (Cérdoba et al., 1999)
kénnen eine Astrozytenschwellung auslésen und so eine HE bedingen. Dies erklart, weshalb
beispielsweise = gastrointestinale  Blutungen, eine erhéhte Proteinaufnahme, Infektionen,
Elektrolytentgleisungen, Obstipation, Traumata, Dehydratation, Urdmie oder Medikamente (Sedativa,
Diuretika) bei Zirrhosepatienten eine HE hervorrufen kénnen (Haussinger and Schliess, 2008). Nicht-
Zirrhotiker tolerieren scheinbar die genannten prazipitierenden Faktoren ohne HE-typische Symptome

zu entwickeln, da der Osmolyte-Pool der Astrozyten nicht ausgeschopft ist (Haussinger et al., 2000).

Studien aus den letzten Jahrzehnten beschéaftigten sich weiter mit der Frage nach dem
Pathomechanismus der Neurotoxizitdt von Ammoniak: Dabei wurde in Ammoniak ausgesetzten
Astrozyten eine erhohte Bildung von ROS detektiert (Murthy et al., 2001). Auch bei Patienten mit HE
konnte eine erhdhte Konzentration freier Sauerstoffradikale im Blut nachgewiesen werden (Negru et
al,, 1999). Unter akuter Ammoniakintoxikation konnte sogar ein Aktivitatsverlust von antioxidativ
wirkenden Enzymen, wie Glutathion-Peroxidase, Mangan-Superoxiddismutase (Mn-SOD) oder
Katalase und eine gesteigerte Superoxidbildung beschrieben werden (Kosenko et al., 1999), was die

Rolle des oxidativen Stress in der Pathogenese bei Ammoniak-Vergiftung unterstreicht.

Weitere Literatur bringt die HE nicht nur mit oxidativem, sondern auch mit nitrosativem Stress in
Verbindung: Dabei sind Tyrosin-Nitrierungen von Proteinen ein bekannter Marker fur den Nachweis
von Peroxynitrit und anderen reaktiven Stickstoffspezies (RNS). So konnte in kultivierten Astrozyten
eine durch Ammoniak (Schliess et al., 2002) oder durch Benzodiazepine (Goérg et al., 2003) induzierte
Protein-Tyrosin-Nitrierung (PTN) detektiert werden, was im Folgenden noch im Detail erklart wird.
Nitrosativer Stress fuhrt zu einer Zinkmobilisation (Schliess et al., 2009) und folglich zu einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Spezifitdtsprotein-1  (Sp1), die wiederum zu einer
Heraufregulation des peripheren Benzodiazepinrezeptors (PBR) fiihrt (Kruczek et al., 2009). Des
Weiteren wurden bei HE-Patienten bilaterale Mangan-Ablagerungen im Globus pallidus beschrieben
(Rose et al., 1999). Sowohl Mangan als auch Ammonium fiihren zu einer vermehrten Expression der
peripheren Benzodiazepinrezeptoren in Astrozyten, die die Synthese von Neurosteroiden regulieren
(Ahboucha and Butterworth, 2008). Die verstarkte Neurosteroidsynthese und die GABA-erge Wirkung
der Substanzen filhren zu einer potenten Neurodepression. Dies kénnte den bei HE-Patienten

beobachteten erhéhten GABA-ergen Tonus erklaren (Butterworth, 2000).

Die Bildung von ROS/RNS erfolgt N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor-vermittelt: Die Bindung von
Glutamat an den NMDA-Rezeptor resultiert nach Aufldésung des Magnesium-Blocks in einem Anstieg
der intrazelluldaren Calciumkonzentration (Schliess et al., 2002), einer Prostanoid-vermittelten
Glutamat-Freisetzung (Kimelberg et al., 1990; Rose et al., 2005) und fuhrt durch Aktivierung der
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatoxidase (NADPH-Oxidase) (Reinehr et al., 2007) und der
NO (nitric oxide, Stickstoff)-Synthetase (Kruczek et al., 2009) zu einer Bildung von oxidativem und

nitrosativem Stress.
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Verschiedene Studien zeigen, dass Astrozytenschwellung oxidativen Stress induziert (Reinehr et al.,
2007; Schliess et al., 2004) und oxidativer Stress selbst eine Astrozytenschwellung bedingt
(Norenberg et al.,, 2007; Zielihska et al., 2003). Dies deutet auf eine sich selbst verstarkende
Signalschleife zwischen osmotischem und oxidativem Stress (Haussinger, 2006; Haussinger and
Schliess, 2005), wie im Folgenden (Abb. 5) grafisch dargestellt wird. Auch friihere Studien zeigten,
dass bei Ratten, die vermehrt Ammoniak ausgesetzt waren, ein Anstieg der NO-Produktion zu
beobachten war, der durch die Astrozytenschwellung zu erkléren sein kénnte (Master et al., 1999).

Die beschriebenen morphologischen Verédnderungen konnten bei Neuronen nicht beobachtet werden.

Ammoniak Benzodiazepine Zytokine Hyponatridmie

Astrozyt Schwellung

A
NMDA-R, Glutamat, Ca%,
PBR, Osmolytdepletion
-

ROS/RNS

Genexpression « Protein-Tyrosin-Nitrierung «~» RNA-Modifikation « Signaltransduktion

Astrozytare/neuronale Dysfunktion
Beeintrachtigte synaptische Plastizitat
Glioneuronale Kommunikation

et

Symptome der HE

Abb. 5: Pathophysiologie der HE bei chronischer Lebererkrankung (in Anlehnung an Haussinger und Schliess,
2008)

Prazipitierende Faktoren der HE wie Ammoniak, Benzodiazepine, Zytokine oder Hyponatriamie kénnen zu einer
Hydratationsstérung der Astrozyten fiihren. Die Astrozytenschwellung impliziert die Aktivierung des NMDA-R und
die Bildung von oxidativem/nitrosativem Stress, die wiederum eine Schwellung der Gliazellen férdern. Dies resultiert
insgesamt in einer Veranderung der glioneuronalen Kommunikation, einer Stérung der synaptischen Plastizitat und
bedingt so die Symptome der HE.

(Ca®™: Calcium; HE: Hepatische Enzephalopathie; NMDA-R: N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor; RNA:
Ribonukleinsdure; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies; RNS: Reaktive Stickstoffspezies; PBR: Peripherer
Benzodiazepinrezeptor)

Funktionelle Konsequenzen der Astrozytenschwellung und des oxidativen Stress sind u.a. eine
intrazellulare Freisetzung von Zink aus Proteinen, die Oxidation astrozytarer und neuronaler RNA oder
kovalente, posttranslationale Protein- und Nukleinsduremodifikationen, wie die Phosphorylierung oder
Nitrierung von Tyrosinresten: So konnte eine Zunahme von PTN in Astrozyten durch Ammoniak-
Stimulation (Schliess et al., 2002), Benzodiazepine (Goérg et al., 2003), durch Hypoosmolaritat
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(Schliess et al., 2004) oder inflammatorische Zytokine (Gorg et al., 2006) detektiert werden.
Insbesondere an perivaskularen Astrozyten wurden PTN detektiert, was die
Permeabilititsveranderungen an der Blut-Hirn-Schranke bei HE erklaren kann (Lockwood et al.,
1984). Eine weitere Konsequenz der Astrozytenschwellung im Rahmen der HE ist die zerebrale RNA-
Oxidation. Gorg et al. konnten eine mitochondriale RNA (mRNA)- und eine ribosomale RNA (rRNA)-
Oxidation durch akuten Ammoniak-Uberschuss sowohl in kultivierten Astrozyten als auch im
Rattenhirn in vivo und in vitalen Mausehirnschnitten detektieren; diese RNA-Oxidation ist durch
Elimination des Ammoniaks reversibel, was die Reversibilitdt der HE unterstreicht. Aber auch
hypoosmolare Bedingungen, Benzodiazepine oder TNF-a kénnen in kultivierten Astrozyten und in
Mausehirnschnitten eine RNA-Oxidation induzieren (Gorg et al., 2008). Die PTN und auch die RNA-
Oxidation gelten als gut etablierte Marker fir oxidativen Stress. Von besonderer Bedeutung war
demnach der Nachweis eines signifikanten Anstiegs dieser Marker bei Menschen mit HE, jedoch nicht
bei Leberzirrhotikern ohne HE (Gérg et al., 2010b). Die HE beim Menschen geht also ebenfalls mit

einer oxidativen Stressantwort, Tyrosin-Nitrierung und RNA-Oxidation einher.

In der Pathogenese der HE spielen also sowohl die Bildung von ROS/RNS als auch die PTN eine
zentrale Rolle. Dabei scheinen Astrozyten aber resistent gegeniiber ROS/RNS zu sein (Cassina et al.,
2002; Knorpp et al., 2006). Nun ergibt sich die Frage: Ist der moégliche Mechanismus der
Reversibilitit der hepatischen Enzephalopathie moéglicherweise unter anderem in der
Apoptoseresistenz der Astrozyten begriindet? Auf welchem molekularen Mechanismus kénnte

diese Apoptoseresistenz basieren?

Zusammenfassend ein Zitat des Hepatologen Herrn Professor Dr. D. Haussinger: “Es ist allgemein
anerkannt, dass der HE eine primare Stérung der Gliazellfunktion als Folge der astrozytaren
Zellschwellung und des oxidativen/nitrosativen Stress zugrunde liegt, was sowohl die astrozytare und
neuronale Kommunikation als auch die synaptische Plastizitat und die oszillatorische Hirnaktivitat stort
und somit zum klinischen Symptome der HE fihrt.” (Haussinger und Gérg, 2010; Haussinger und
Schliess, 2008; Zemtsova et al., 2011)
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Der CD95 (Fas/Apo-1)-Todesrezeptor gehdrt neben TNF-a- und den TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 zur
TNF-Superfamilie und induziert nach Bindung seines Liganden (CD95L) oder eines agonistischen
Antikdrpers einen primar apoptotischen Signalweg. Voraussetzung dafiir ist, dass CD95 an zwei
seiner drei Tyrosinreste phosphoryliert wird. In Hepatozyten vermittelt CD95L beispielsweise einen
programmierten Zelltod, indem CD95 an Tyrosinresten innerhalb der Todesdomane phosphoryliert
und somit aktiviert wird. In ruhenden hepatischen Sternzellen hingegen, die ein Stamm-
/Progenitorzell-Kompartiment der Leber darstellen, wird durch CD95L eine Tyrosin-Nitrierung
induziert. Hier kann keine CD95-Tyrosin-Phosphorylierung mehr erfolgen, da sich CD95-Tyrosin-
Nitrierung und Tyrosin-Phosphorylierung aus sterischen Griinden gegenseitig ausschlieen. Die Zelle

ist also vor Apoptose geschiitzt.

Astrozyten sind Gliazellen im Gehirn und spielen neben metabolischen und mechanischen Funktionen
eine wichtige Rolle bei der hepatischen Enzephalopathie. Ein wesentliches und interessantes
Merkmal dieses Krankheitsbildes ist seine Reversibilitét, die jedoch noch unzureichend erforscht ist.
Astrozyten sind Zellen mit Stammzellcharakter und gelten als apoptoseresistent. Ist der mdgliche
Mechanismus der Reversibilitat der hepatischen Enzephalopathie unter anderem mdglicherweise in

der Apoptoseresistenz der Astrozyten begriindet?

Da Astrozyten ebenso wie HSZ einen Stammzellcharakter besitzen, sie morphologische und
funktionelle Ahnlichkeiten aufweisen, stellt sich die Frage, ob auch in Astrozyten eine CD95 Ligand-
induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung nachzuweisen ist, die die Zellen vor der CD95L-induzierten

Apoptose schiitzt.

Das Ziel dieser Arbeit ist daher, eine etwaige CD95-Tyrosin-Nitrierung aufzudecken und die

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen nach CD95L-Stimulation in Astrozyten zu analysieren.

Als Modellsystem wurde die CD95 Ligand-induzierte Apoptose in isolierten und kultivierten Astrozyten

der Ratte gewahilt.
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2 Methoden und Material

2.1 Methoden

2.1.1 Isolierung und Kultivierung von Astrozyten

Primare Astrozyten wurden freundlicherweise routinemafig durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von
Herrn Professor Dr. Haussinger (Aktenzeichen O78/08) aus den Gro3hirnhemispharen neugeborener
Wistarratten isoliert und kultiviert. Nach Erhalt dieser Zellen, 2-3 woéchiger Kultivierung im Brutschrank
bei 37 °C, 5 % CO, —Begasung und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit und nach Erreichen einer 90 %-
igen Konfluenz wurden die Zellen zur Stimulation auf neue Zellkulturflaschen bzw. —schalen (& 6 oder
10 cm) passagiert (Splitvorgang). Dazu diente Trypsin, das extrazellulare Proteine spaltet, sodass die
Zellen von den Zellkulturflaschen gelést werden kénnen. Das Zellkulturmedium wurde sowohl am 1.
Tag nach Aussaat als auch alle darauffolgenden 2-3 Tage ausgetauscht. Als Medium diente
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit einem fetal calf serum (FCS)-Anteil von 10 % und
einem 5 %-igen Anteil von Penicillin, Streptomycin, Neomycin (PSN) gegen bakterielle Kontamination.
Passage 0 war die der Isolation, Passagen 2-4 Zeitpunkte der Stimulation. Einen Tag vor den
Stimulationen wurden die Astrozyten iber Nacht mit FCS-freiem Medium kultiviert, damit die Zellen in
die sogenannte GO0-Phase des Zellzyklus Ubergehen und zyklusunabhangige Stimulationseffekte
erzielt werden kénnen. Das Wachstum der Zellen wurde regelmaflig unter einem Lichtmikroskop
kontrolliert.

2.1.2 Gewinnung von Proteinlysaten

Das Medium wurde nach erfolgter Stimulation und Ablauf der Inkubationszeit entfernt, die Zellen
vorsichtig mit 3 ml gekuhltem phosphate buffered saline (PBS)-Puffer gewaschen und das Proteinlysat
mit Lysis-Puffer auf Eis gewonnen. Nach Zentrifugation (5 min, 4 °C, 8000 rpm) wurden die
Ubersténde der Zelllysate bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

2.1.3 Proteinmengenbestimmung

Zur Quantifizierung des Proteingehalts diente die photometrische Methode nach Bradford (Bradford,
1976). Durch den Trimethylenfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250, der sich an die basischen
Seitenketten der Aminosauren lagert und somit Proteine unspezifisch anfarbt, verschiebt sich das
Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm. Je starker die Absorptionsrate, desto mehr Protein ist
vorhanden. Je 3 pl Zelllysat wurden auf einer 96-Well-Platte mit jeweils 300 ul Bradford Reagenz (Bio-
Rad-Protein-Assay, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) erganzt. Der Proteingehalt wurde fiir jede Probe
dreimal mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Reader bei 570 nm Wellenlange
gemessen. Mit Hilfe einer Eichgeraden wurden die Werte standardisiert.
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2.1.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nachdem die Zelllysate mit je 20 yl von dem 2x Auftragspuffer versetzt worden sind, wurden sie in
einem Wasserbad 3 min bei 95 °C denaturiert. Durch die Hitze wird eine Entfaltung der Proteine
erzielt, wobei ihre Primarstruktur unverandert bleibt. Auf 10 %-igem Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid (SDS-PAA)-Gel wurden die Proben aufgetragen und nach ihrem Molekulargewicht
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Abschatzung der Lauflangen wurde der
StandardproteingréBenmarker All Blue (Bio-Rad, Munchen, Deutschland) mit Proteinen bekannten
Molekulargewichts aufgetragen. Zur optimalen elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden
240 V und unterschiedliche Lauflangen je nach Antikdrper genutzt. Gleiche Molekiile, die sich in einer
Zone sammeln, werden als Banden bezeichnet. Als Modell diente ein diskontinuierliches

Puffersystem.

2.1.5 Proteintransfer

Als Western Blot bezeichnet man den Proteintransfer auf eine Tragermembran, der mittels Diffusion,
Kapillarwirkung oder Elektrophorese durchgefiihrt werden kann. In dieser Arbeit wurde die
Elektrophorese genutzt, um die Proteine von dem SDS-PAA-Gel auf eine Nitrozellulose-Transfer-
Membran wandern zu lassen. Dabei bleibt die Morphologie der elektrophoretischen Auftrennung die
gleiche. Somit wurden nach Abschluss der SDS-PAGE die aufgetrennten Proteine 2 h bei einer
Stromstarke von 1,25 mA/cm® mittels einer Hofer semi dry transfer unit (Amersham Biotech,
GrolRbritannien) auf eine Nitrozellulose-Transfer-Membran tbertragen.

Es folgte die Inkubation der Membran mit Ponceau-Rot-Farbeldsung, um die Transferqualitat zu
kontrollieren. AnschlieBend wurde die Membran mit Tris-buffered saline with Tween (TBS-T)

gewaschen.

2.1.6 Western Blot-Hybridisierung und Detektion

Freie Proteinbindungsstellen auf der Nitrozellulose-Transfer-Membran wurden unter Schitteln fir 1 h
bei Raumtemperatur (RT) in 5 % BSA (bovine serum albumin) abgesattigt und anschlieend mit dem

verdiinnten primaren Antikorpern ebenfalls unter Schitteln (iber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nach Entfernen des Erstantikérpers und dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran mit
einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (1:5000) fir 2 h bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden die nicht gebundenen Antikérper durch dreimaliges Waschen mit TBS-T
entfernt und die Antikdrperkonjugate mittels Chemilumineszenz (ECL, Amersham Biotech,
GroRbritannien) auf Roéntgenfilmen (Amersham Biotech, GroRbritannien) detektiert. Die Intensitat der

Banden dient als quantitatives Mal} fiir das zu detektierende Protein.

Eine densitometrische Analyse der detektierten Banden erfolgte durch Lablmage Software.
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2.1.7 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation (IP) dient als eine molekularbiologische Methode der selektiven Isolation von
Proteinen aus Zelllysaten mittels im Uberschuss verwendeter spezifischer Antikérper. Mit Hilfe dieser
Methode kénnen posttranslationale Modifikationen an Proteinen, wie beispielsweise Protein-Tyrosin-

Nitrierungen, nachgewiesen und untersucht werden.

Nach Herstellung des Zelllysats und Aliquotieren gleicher Proteinmengen wurden diese mit Lysispuffer
auf identische Probenvolumina gebracht, mit den gegen das Zielprotein gerichteten spezifischen
Antikérpern versetzt und fur 2 h bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Nach Zugabe von je 15 pl

Agarose A/G wurden die Proben tber Nacht bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert.

Agarose A/G enthélt die sogenannten Proteine A und G, welche aus der Zellwand der Bakterien
Staphylococcus aureus bzw. Streptococcus stammen und mit hoher Spezifitdt an die Fc-Region der
Immunglobuline binden. Diese Proteine sind bei der Immunprazipitation an Sepharose-Kigelchen
gebunden, die nach Bildung des Antikérper-Protein-Komplexes Gber Zentrifugation abgetrennt werden
kénnen. Nach dreimaligem, vorsichtigem Waschen mit je 200 pul Lysispuffer und anschlieRender
Zentrifugation (3 min, 4 °C, 5000 g) wurden unspezifische Proteine entfernt und die Komplexe konnten
isoliert werden. Der Nachweis des Prazipitats erfolgte nach dreimindtiger Denaturierung bei 95 °C und

nach Erganzung mit je 20 pl von dem 2x Auftragspuffer tiber SDS-PAGE und Western Blot.

2.1.8 Immunzytochemische Farbung

In der Immunzytochemie (ICC) wird die Antigen-Antikdrper-Reaktion genutzt, um gewiinschte
Zellkomponenten anzufarben. Bei der Immunfluoreszenz sind diese Antikbrper mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Dabei handelt es sich um eine indirekte Farbung, da ein sekundarer
Antikoérper, der mit einem fluoreszierenden Marker gekoppelt ist, gegen die Fc-Region des priméaren

Antikdrpers gerichtet ist.

Astrozyten wurden auf Glas-Cover Slips (g 12 mm, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
ausgesat. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschlielend mit 4 % Paraformaldehyd
(PFA) far 20 min bei RT fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Astrozyten fir weitere 2
min mit 0,1 % Triton X-100 in PBS auf Eis permeabilisiert. Die Zellen wurden dreimal gewaschen und
unspezifische Bindungen wurden mit 5 % FCS in PBS 30 min bei RT abgesattigt. Es folgte die
Inkubation mit den entsprechenden Primarantikdrpern CD95 (1:100 in PBS) und GFAP (1:250 in PBS)
Uber Nacht bei 4 °C. Anschlielend wurden die Zellen erneut dreimal gewaschen und mit einem
Carbocyanin-3 (Cy-3)- bzw. Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierten Sekundarantikérper (1:500
in PBS) fur weitere 60 min bei RT inkubiert. Das an den Sekundarantikdrper gebundene Cy3 diente
als roter Fluoreszenzmarker fur CD95, das an den Sekundérantikérper konjugierte FITC lieR GFAP
grin fluoreszieren. Nach drei Waschschritten wurden die Zellen in Vectashield Mounting Medium mit
4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) eingedeckt. DAPI ist ebenfalls ein Fluoreszenzmarker. Er farbt die

Zellkerne blau an, indem er adeninreiche Regionen der DNS bindet.
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Die mikroskopische Analyse wurde mit Hilfe eines Laserscanning-Mikroskops (LSM 510, Zeiss, Jena,
Deutschland) und der Software LSM 5 Image (Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefiihrt.

2.1.9 Proliferationstest mittels BrdU-ELISA

Der Proliferationstest mittels 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin  (BrdU)-ELISA wird zur Markierung
proliferierender Zellen verwendet. Dabei wird BrdU, ein chemisches Analogon des Nucleosids
Thymidin bzw. Desoxyuridin, in die zellulare DNS eingebaut und die erfolgte DNS-Synthese mit Hilfe

eines spezifischen Antikdrpers gegen BrdU spektrophotometrisch nachgewiesen.

Die Astrozyten wurden nach zweimaligem Waschen mit FCS-freiem Medium fir 48 h in 96-Well-
Platten stimuliert und mit BrdU inkubiert. Mit jeweils 200 pyl Methanol wurden die Zellen 30 min bei RT
lang permeabilisiert, denaturiert und fixiert. AnschlieBend wurden sie dem Antikérper gegen BrdU
(1:100) 2 h bei RT ausgesetzt. Nach mehrmaligem Waschen mit Waschpuffer wurde Uber einen
Tetramethyl-Benzidin (TMB)-Substratumsatz die Menge an eingebautem BrdU mittels ELISA-Reader
bei 450 nm bestimmt. Durchgefiihrt wurde dieser Test gemall des Herstellerprotokolls (Roche,

Mannheim, Deutschland).

2.1.10 Apoptosequantifizierung mittels TUNEL-Markierung

Als Apoptosecharakteristikum von Zellen gilt die DNS-Fragmentierung, die durch Endonucleasen
induziert wird. Die Detektion dieser DNS-Strangbriiche macht sich die terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL)-Methode zu nutze, die dem Nachweis des

apoptotischen Zelltods dient.

Die bei den Strangbriichen durch die Endonucleasen entstandenen freien 3'-OH-Enden wurden durch
das Enzym Terminale-Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) mit modifizierten Nucleotiden versehen.
In dem verwendeten Assay dient das fluoreszierende Desoxyuridintriphosphat als Substrat fir die

TdT. Der Anteil der apoptotischen Zellen wurde unter dem LSM ermittelt.

Dieser Test wurde gemafl des Herstellerprotokolls durchgefiihrt (In situ cell death detection kit, Roche,

Mannheim, Deutschland).

2.1.11 Statistische Methoden

Die statistischen Auswertungen erfolgten nach den densitometrischen Analysen der Bandenintensitat.
Jeder Versuch wurde mindestens in 3 voneinander unabhangigen Ansatzen (n = Anzahl der Ansatze)
durchgefiihrt.

In den abgebildeten Diagrammen sind die Daten als Mittelwerte + SEM (Standard Error of the Mean)
dargestellt. Die  Signifikanzen wurden mit dem  Student t-Test errechnet. Eine
Irtumswahrscheinlichkeit von a = 5 % mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde festgelegt (* p
< 0,05).
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2.21

2.2 Material
Medien und Lésungen in der Zellkultur
DMEM
1 g/l D-Glucose
L-Glutamine
Pyruvate
+10 % FCS
+5 % PSN

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

FCS

PAA, Pasching, Osterreich

PSN 100x
5 mg/ml Penicillin
5 mg/ml Streptomycin
10 mg/ml Neomycin

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

PBS 1x
pH 7,4
[-] CaCl;
[-1MgCl,

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 0,05 %

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
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2.2.2 Liganden fiir die Stimulation

CD95L Alexis, Grinberg, Deutschland
TRAIL Alexis, Griinberg, Deutschland
TNF-a Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland

2.2.3 Losungen zur Proteinanalytik
Lysispuffer
20 mM Tris pH 7,4
140 mM Natriumchlorid
10 mM Natriumfluorid
10 mM Natrium-Pyrophosphat
1 % Triton X-100

1 mM EDTA

1 mM Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether)-N,N,N’,N’-Tetraacetat (EGTA)

1 mM Natrium-Vanadat

20 mM R-Glycerolphosphat

20 Tabl./L Proteaseinhibitor (CompleteTM, Boehringer)

Auftragspuffer (2x)
220 mM Tris/HCI pH 6,8
9 % SDS
40 % Glycerin
0,125 % Bromphenolblau

1 M Dithiothreitol (DTT)

Sammelgel

1 M Tris/HCI pH 6,8

Trenngel

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
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Polyacrylamid/SDS Sammelgel (5 ml)
3,4 ml H,O
0,83 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
0,63 ml Sammelgelpuffer
0,05 ml 10 % SDS
0,05 ml 10 % Ammoniumpersulfat

0,005 ml N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

10 % Polyacrylamid/SDS Trenngel (25 ml)
9,9 ml H,O
8,3 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
6,3 ml Trenngelpuffer
0,25 ml 10 % SDS
0,25 ml 10 % Ammoniumpersulfat

0,01 ml TEMED

Elektrophoresepuffer
5 g/l SDS
15,1 g/l Tris

95 g/l Glycin

Transferpuffer
40 mM SDS
10 mM Glyzin
10 mM Tris

25 % Methanol

TBS-T
20 mM Tris pH 7,4
150 mM Natriumchlorid

0,1 % Tween 20



Als Lésungsmittel diente vollentsalztes oder destilliertes Wasser (NANOpure).

2.2.4 Antikérper zur Proteinanalytik

rabbit anti-Phospho-JNK-1/-2

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

mouse anti-JNK-1/-2

Cell Signaling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-CD95 (C-20)

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-Nitrotyrosin (Klon 1A6)

Millipore, Billerica, MA, USA

rabbit anti-CD95 (M-20)

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-Phospho-Erk-1/-2

Cell Signaling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-Erk-1/-2

Millipore, Billerica, MA, USA

rabbit anti-Phospho-p38™""

Cell Signaling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-p38™"

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

rabbit anti-Phospho-Akt

Cell Signaling, Beverly, MA, USA

rabbit anti-Akt

Cell Signaling, Beverly, MA, USA

mouse anti-Phospho-Src-Y*™

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

rabbit anti-Src

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Meerrettich-konj. mouse 1gG

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Meerrettich-konj. rabbit

Dako, Hamburg, Deutschland

2.2.5 Loésungen fur die Inmunzytochemie

PBS

137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM NaH2PO4

1,8 mM KH2PO4

PFA 4 % (wlv)

45 ml H,O auf 60 °C erhitzen

2 g PFA + 1 Tropfen NaOH (1 M) zugeben, filtrieren

5 ml 10 x PBS; mit H,O auf 50 ml aufflllen
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2.2.6 Antikorper fiir die Immunzytochemie

rabbit anti-CD95

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

mouse anti-GFAP

Millipore, Billerica, MA, USA

Cy-3-konj. donkey anti-rabbit 1IgG

Millipore, Billerica, MA, USA

FITC-konj. donkey anti-mouse 1gG

Millipore, Billerica, MA, USA

2.2.7 Inhibitoren

Indomethacin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

EGTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
BAPTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Harnsaure Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
L-NMMA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thiouracil Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Apocynin Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Katalase Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
SOD Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2.2.8 Reagenzien

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Agarose A/G

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

All Blue Protein Marker

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bradford-Assay

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bromphenolblau

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

BSA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell proliferation ELISA, BrdU

Roche, Mannheim, Deutschland

Enhanced Chemiluminescent Substrate

GE Healthcare, Braunschweig, Deutschland

Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Braunschweig, Deutschland

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

Prolong Gold Antifade Reagent mit DAPI

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

In situ cell death detection kit

Roche, Mannheim, Deutschland
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von Astrozyten

Eine CD95-Expression in kultivierten Astrozyten konnte mit Hilfe immunzytochemischer Farbungen
gezeigt werden (Abb. 6). Wie bereits gezeigt wurde, exprimieren auch humane Astrozyten CD95
(Becher et al., 1998). Die CD95-Expression in Astrozyten wurde in der Literatur bereits ausreichend

dokumentiert, die physiologische Rolle des Rezeptors aber sollte noch genauer analysiert werden.

Abb. 6: CD95-Expression in kultivierten
Astrozyten

Kultivierte Astrozyten wurden gewaschen,
fixiert, permeabilisiet und abgesattigt.
AnschlieBend wurden die Zellen tber Nacht
mit CD95 (rot) und GFAP (gruin) inkubiert
und dann weitere 60 min Cy-3 und FITC
ausgesetzt. Die Zellkernfarbung wurde mit
DAPI (blau) durchgefiihrt. Eine
mikroskopische Analyse erfolgte mit Hilfe
des LSM. Durch die ICC konnte eine CD95-
Expression in Astrozyten gezeigt werden.
MaRstabsbalken: 100 pm. VergréRerung

400x. (n = 3).
(Cy-3: Carbocyanin-3; DAPI: 4’,6-Diamidin-
2-phenylindol, FITC:

Fluoresceinisothiocyanat; GFAP: Glial
fibrillary acidic protein; ICC:
Immunzytochemie; LSM: Laserscanning-
Mikroskop)

100 pm

3.2 Fehlende Apoptose-Induktion in Astrozyten nach CD95L-Stimulation

Es ist bekannt, dass nach CD95L-Bindung ein primar apoptotischer Signalweg eingeleitet wird. Um zu
untersuchen, ob CD95L in Astrozyten Apoptose ausldst, wurde mittels TUNEL-Technik unter Zugabe
von CD95L, TNF-a oder TRAIL der Anteil apoptotischer Zellen dargestellt (Abb. 7). Interessanterweise
induzierte CD95L in Astrozyten keine Apoptose. Auch TNF-a oder TRAIL, weitere Liganden der TNF-
Superfamilie, konnten keine Apoptose in den Zellen auslésen. In der Positivkontrolle erscheinen die

apoptotischen Astrozyten griin fluoreszierend.
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Negativkontrolle Positivkontrolle.

TRAIL TNF-c (10 ng/ml) TNF-a (1 pg/ml)

Abb. 7: Fehlende Apoptose-Induktion nach Todesrezeptorstimuli in kultivierten Astrozyten

Astrozyten wurden isoliert, kultiviert und Uber einen Zeitraum von 18 h mit CD95L (100 ng/ml), TRAIL (100 ng/ml),
TNF-o (10 ng/ml) oder TNF-a (1 pg/ml) stimuliert. Als Positivkontrolle diente die Zugabe von Desoxyribonuklease.
Die Zellen wurden mittels TUNEL-Assay bearbeitet und der Anteil der apoptotischen Zellen (griin) wurde mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskops dargestellt. Weder CD95L, noch TRAIL oder TNF-o konnten eine Apoptose-Induktion
in den Astrozyten auslésen. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. MaRstabsbalken: 100 pm.
VergréRBerung: 200x. (n = 3).

(CD95L: CD95 Ligand; h: Stunde; DAPI: 4’,6-Diamidin-2-phenylindol; TNF-a: Tumor-Nekrose-Faktor-a; TRAIL:
Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand; TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated X-

dUTP nick end labeling)

3.3 CD95L-induzierte JNK-Aktivierung und p38“APX.Aktivierung

Die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) ist als Stresskinase bekannt, die bei apoptotischen (Guo et al.,
1998) oder inflammatorischen Signalwegen (Whitmarsh and Davis, 1996) aktiviert wird. Da, wie
bereits mittels TUNEL-Methode beschrieben, CD95L keine Apoptose ausldst, liegt es nahe, dass auch
JNK unter CD95L-Zugabe nicht aktiviert wird.

Um diesen Sachverhalt zu analysieren, wurden Zeit- und Konzentrationsreihen mit CD95L an
Astrozyten durchgefiihrt und Gber SDS/PAGE und Western Blot mit spezifischem Antikérper fir die
phosphorylierte (P) JNK dargestellt. Wider Erwarten fihrte CD95L nach 120 min oder ab 50 ng/ml zu
einer signifikanten Aktivierung und vermehrten Phosphorylierung von JNK-2 (Abb. 8). Obwohl
demnach unter CD95L eine Aktivierung der pro-apoptotischen Kinase JNK stattfindet, wird in

Astrozyten keine Apoptose eingeleitet.

JNK wird durch drei Gene kodiert: JNK-1/-2 kommen ubiquitar vor, wohingegen JNK-3 gréftenteils im
Gehirn und auch im Herzen und Hoden exprimiert wird (Davis, 2000). JNK-1/-2 werden gleich reguliert

und aktiviert, fur die Auswertung wurde JNK-2 ausgewahlt.
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Abb. 8: CD95L-induzierte Aktivierung von JNK-2
Astrozyten wurden isoliert, kultiviert und Gber einen Zeitraum von 0-180 min mit CD95L (100 ng/ml) (A) oder 3 h mit
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verschiedenen Konzentrationen von CD95L (0-100 ng/ml) stimuliert (C). Die Phosphorylierung wurde mittels
Western Blot analysiert. Gesamt JNK diente als Beladungskontrolle. Abbildung (B) und (D) zeigen die

densitometrischen Auswertungen von P-JNK-2 unter Stimulation mit CD95L. CD95L fuhrte innerhalb von 120 min

oder ab 50 ng/ml zu einer signifikanten Zunahme von P-JNK-2. (n = 3).

(CD95L: CD95 Ligand; h: Stunden; JNK: c-Jun-N-terminale Kinase; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter;

P: Phosphorylierung)

Neben JNK-1/-2 und Erk-1/-2 gehdrt die p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38MAPK) zu den MAPK.
Um zu priifen, wie CD95L p38""* beeinflusst, wurde eine SDS/PAGE- und Western Blot-Analyse der
mit CD95L behandelten Astrozyten durchgefuhrt (Abb. 9). In der Zeitreihe ist innerhalb von 120 min

eine signifikante p38"™«

ng/ml zeigen ebenfalls eine signifikante p38

MAPK

-Aktivierung/Phosphorylierung.

-Phosphorylierung/Aktivierung zu beobachten; CD95L-Konzentrationen ab 50
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Abb. 9: CD95L-induzierte Aktivierung von p38"4"*
Astrozyten wurden kultiviert und mit CD95L (100 ng/ml) Uber einen Zeitraum von 0-180 min (A) oder 3 h mit

VAPK wurde mittels

MAPK

Konzentrationen von 0-100 ng/ml (C) stimuliert. Die Aktivierung/Phosphorylierung von p38

MAPK

Western Blots analysiert. Gesamt-p38 diente als Beladungskontrolle. Die Aktivierung von p38 wurde

densitometrisch ausgewertet (B, D). Es konnte innerhalb von 120 min nach CD95L-Stimulation eine signifikante

p38"A"_Aktivierung beobachtet werden. CD95L-Konzentrationen ab 50 ng/ml zeigten eine signifikante p38"A™-

Aktivierung. (n = 3).
(CD95L: CD95 Ligand; MAPK: Mitogen-activated protein kinases; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter;
p38"4"¥: p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase)

3.4 CD95L-induzierte Protein-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten

Uber Hepatozyten ist bekannt, dass eine CD95-Tyrosin-Phosphorylierung als Voraussetzung fir die
CD95-Aktivierung, die DISC-Bildung und die Apoptoseeinleitung gilt (Reinehr et al., 2003). Diese
Tyrosin-Phosphorylierung wird durch eine Tyrosin-Nitrierung gehemmt, eine CD95-Aktivierung kann
nicht mehr ausgeldst werden und die Zelle ist so vor CD95L-induzierter Apoptose geschitzt. Diese
beiden Vorgange, CD95-Tyrosin-Phosphorylierung und CD95-Tyrosin-Nitrierung, schlieRen sich
gegenseitig aus (Reinehr et al., 2004). Erstaunlicherweise induzierte CD95L in ruhenden HSZ

innerhalb von 15 min eine CD95-Tyrosin-Nitrierung (Reinehr et al., 2008).
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Ist diese aus den Hepatozyten und rHSZ bekannte Nitrierung moglicherweise auch fir die

Todesrezeptor-Liganden-induzierte Apopotoseresistenz in Astrozyten verantwortlich?

Um zu untersuchen, ob uberhaupt Proteine in Astrozyten als Reaktion auf CD95L tyrosin-nitriert
werden, wurde nach Zugabe von CD95L mit Hilfe der Immunprazipitation, SDS/PAGE und Western
Blot eine Gesamt-Protein-Tyrosin-Nitrierung dargestellt. Astrozyten wurden CD95L in unterschiedlich

langen Inkubationszeiten (0-180 min) oder verschiedenen Konzentrationen (0-100 ng/ml) ausgesetzt

(Abb. 10).
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Abb. 10: CD95L-induzierte Protein-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten

Astrozyten wurden kultiviert und entweder mit CD95L (100 ng/ml) Gber einen Zeitraum von 0-180 min (A) oder 3 h
mit Konzentrationen von 0-100 ng/ml (B) stimuliert. Die Proteine wurden immunprazipitiert und eine Protein-Tyrosin-
Nitrierung mittels Western Blot dargestellt. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Bei etwa 50 kD konnte nach
CD95L-Stimulation entweder nach 15 min (100 ng/ml) oder nach 50 ng/ml (3 h) eine Protein-Tyrosin-Nitrierung

detektiert werden. (n = 3)
(CD95L: CD95 Ligand; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphodehydrogenase; h: Stunden; kD: Kilodalton; min:

Minuten; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter; Protein-Y-NO,: Protein-Tyrosin-Nitrierung )

Tatsachlich konnte in Abhangigkeit von CD95L eine Bande bei ca. 50 kD detektiert werden; diese
Bande spiegelt wahrscheinlich CD95 wider, was im Folgenden durch Immunprazipitation getestet
werden sollte. Stimulationszeiten von 15 min oder CD95L-Konzentrationen von 50 ng/ml waren schon

ausreichend, um eine Protein-Tyrosin-Nitrierung bei 50 kD nachzuweisen.

3.5 CD95L-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten

Ob CD95L in Astrozyten eine CD95-Tyrosin-Nitrierung hervorruft, wurde mittels Immunprazipitation,
SDS/PAGE und Western Blot untersucht. Die Zellen wurden mit CD95L stimuliert und eine zeit- und

konzentrationsabhangige CD95-Y-NO, wurde gezeigt: Inkubationszeiten ab 30 min mit CD95L oder
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Konzentrationen ab 25 ng/ml genugten fir eine signifikante Zunahme der CD95-Y-NO2 (Abb. 11).
Aullerdem zeigten Proteinsequenzierungen, dass es sich bei der 50 kD schweren Bande (Abb. 10)

um CD95 handelt (nicht gezeigt).
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Abb. 11: CD95L-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung

Astrozyten wurden kultiviert und Uber einen Zeitraum von 0-180 min mit CD95L (100 ng/ml) (A) oder 3 h mit
unterschiedlichen CD95L-Konzentrationen (0-100 ng/ml) (C) stimuliert. CD95 wurde immunprazipitiert und die
CD95-Tyrosin-Nitrierung mittels Western Blot analysiert. CD95 diente als Beladungskontrolle. Die CD95-Tyrosin-
Nitrierung unter Stimulation mit CD95L wurde densitometrisch ausgewertet (B, D). Bereits nach 30 min oder nach
10 ng/ml konnte eine CD95L-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung detektiert werden. (n = 4).

(CD95L: CD95 Ligand; CD95-Y-NO,: CD95-Tyrosin-Nitrierung; h: Stunden; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro
Milliliter; Tyr: Tyrosinrest)

3.6 Todesrezeptor-Liganden-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung

Auch weitere Todesrezeptorliganden aus der TNF-Superfamilie, wie TRAIL oder TNF-a, induzieren in
rHSZ eine CD95-Y-NO, (Reinehr et al., 2008). Nun ergibt sich die Frage, ob in Astrozyten ebenfalls
eine Todesrezeptor-Liganden-induzierte CD95-Y-Nitrierung zu beobachten ist. Dazu wurden die

Zellen 60 min mit CD95L, TRAIL oder TNF-a stimuliert, CD95 immunprazipitiert und per Western Blot
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detektiert und analysiert (Abb. 12). Dieser Versuch wurde analog zur Todesrezeptorreihe bei
ruhenden HSZ durchgeflhrt (Reinehr et al., 2008).

Auch in Astrozyten induzierten CD95L, TRAIL und TNF-a eine signifikante Zunahme der CD95-Y-

NO,, was eine mogliche Verbindung zwischen den Todesrezeptorsystemen nahelegt.
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Abb. 12: CD95L-, TRAIL- und TNF-a-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten

Astrozyten wurden isoliert, kultiviert und 60 min mit CD95L (100 ng/ml), TRAIL (100 ng/ml) oder TNF-a (10 ng/ml
oder 1 pg/ml) stimuliert. (A) CD95 wurde immunprazipitiert und per Western Blot-Analyse detektiert. Gesamt-CD95
diente als Beladungskontrolle. (B) Das Balkendiagramm zeigt die densitometrische Analyse der CD95-Tyrosin-
Nitrierung im Vergleich zu Kontrollexperimenten (gleich 1 gesetzt). CD95L, TRAIL und TNF-a induzierten eine
signifikante Zunahme der CD95-Tyrosin-Nitrierung. (n = 5).

(CD95L: CD95 Ligand; CD95-Y-NO,: CD95-Tyrosin-Nitrierung; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter; TNF-a: Tumor-

Nekrose-Faktor-a; TRAIL: Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand; Tyr: Tyrosinrest)

3.7 Mechanismus der CD95L-induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung

Um den molekularen Mechanismus der CD95L-induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten zu
analysieren, wurde ein Inhibitorprofil mit neun Hemmstoffen erstellt (Abb. 13), die bereits in der

Literatur in Zusammenhang mit Protein-Tyrosin-Nitrierungen in Astrozyten gebracht werden.

Die hoéchst zu verzeichnende und siginifikante Hemmung wurde mit Thiouracil, einem Hemmstoff der
dualen Oxidase (Duox) als NADPH-Oxidasen (Nox)-Untereinheit, erreicht. Apocynin, ein Inhibitor der
katalytischen Untereinheit der NADPH-Oxidase, verzeichnete eine ahnlich hohe und signifikante
Hemmung der CD95-Y-NO,. Die NADPH-Oxidase katalysiert die Reduktion von Sauerstoff zum
Hyperoxid-Anion.

In Anwesenheit von Harnsaure, einem potenten Peroxynitrit-Radikalfanger (Whiteman and Halliwell,
1996), konnte eine Inhibierung der CD95L-induzierten CD95-Y-NO, beobachtet werden. Unter
experimentellen HE-Bedingungen wurden eine erhdhte Aktivitat der NO-Synthetase (NOS) und eine
vermehrte Genexpression gefunden (Rao et al.,, 1997, 1995). Um die Aktivitdt der NOS bei der
CD95L-induzierten CD95-Y-NO, zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit der weit verbreitete NOS-
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Inhibitor N(G)-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) (Knowles and Moncada, 1994) verwendet. L-NMMA
fuhrte zu einer Reduzierung der CD95-Y-NO,. Ferner konnte durch die Zugabe von Katalase, die
Wasserstoffperoxid (H20,) zu Sauerstoff und Wasser umsetzt, eine Hemmung der Nitrierung erreicht
werden. Die Superoxiddismutase (SOD), die Hyperoxid-Anionen zu H,O, umwandelt, zeigte ebenfalls
eine Hemmung der Tyrosin-Nitrierung. Doch weder die Kombination aus Katalase/SOD noch der
nichtselektive Cyclooxygenase (COX)-Hemmer Indomethacin konnten eine Hemmung der CD95L-
induzierten CD95-Y-NO, erreichen.

Der extrazelluldre Ca®*-Chelator EGTA konnte zu keiner Inhibierung der CD95L-induzierten CD95-Y-
NO, fuhren. Im Gegensatz dazu fand unter Hinzugabe des intrazellularen Ca”"-Chelators 1,2-bis(o-
Aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-Tetraessigsdaure (BAPTA) eine Hemmung der CD95-Y-NO, statt,
deren statistischer Wert im Student t-Test mit 0,078 knapp Uber der festgelegten Signifikanz (p < 0,05)

lag.
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Abb. 13: Charakterisierung der CD95L-induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten

Astrozyten wurden isoliert und kultiviert. CD95 wurde immunprazipitiert, die CD95-Tyrosin-Nitrierung mittels
Western Blot detektiert (B) und anschlieRend densitometrisch ausgewertet (A), wobei die CD95-Tyrosin-Nitrierung
unter Kontrollbedingungen gleich 1 gesetzt wurde. Gesamt-CD95 diente als Beladungskontrolle. Astrozyten wurden
3 h mit CD95L (50 ng/ml) stimuliert. Indomethacin (10 uM), BAPTA (20 yM), Harnsaure (200 uM), L-NMMA (1 mM),
Thiouracil (1 mM), Apocynin (300 uM), Katalase (8000 U/ml), SOD (6000 U/ml) oder Katalase/SOD (8000/6000
U/ml) wurden 30 min vorinkubiert. EGTA (3 mM) wurde 3 min vorinkubiert. Eine signifikante Hemmung der CD95L-
induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung konnte durch Thiouracil und Apocynin erreicht werden. BAPTA konnte mit p =
0,078 die Tyrosin-Nitrierung inhibieren. Die Nitrierung wurde ebenfalls durch Harnsaure, L-NMMA, Katalase oder
SOD gehemmt. (n = 5).

(BAPTA: 1,2-bis(o-Aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure; CD95L: CD95 Ligand; CD95-Y-NO,: CD95-
Tyrosin-Nitrierung; EGTA: Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether)-N,N,N’,N’-Tetraacetat; h: Stunden; L-NMMA: N(G)-
Monomethyl-L-Arginin; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter; mM: Millimolar; pM: Mikromolar; n.s.: nicht

signifikant; SOD: Superoxiddismutase; U/ml: Units pro Milliliter)

35



3.8 CD95L stimuliert die Proliferation von Astrozyten

Um zu analysieren, ob Astrozyten unter Zugabe von Todesrezeptor-Liganden nicht nur vor Apoptose
geschitzt sind, sondern moglicherweise sogar proliferieren, wurde der BrdU-Einbau nach Stimulation
mit CD95L, TRAIL oder TNF-a gemessen.

Tatséachlich fuhrte die Stimulation mit CD95L (100 ng/ml) oder TNF-a (1 pg/ml) zu einer signifikanten
BrdU-Zunahme (Abb. 14). Aus der Literatur ist bekannt, dass rHSZ unter Zugabe verschiedener
Todesstimuli ebenso proliferieren (Reinehr et al., 2008). Dies unterstutzt die Annahme, dass rHSZ und
Astrozyten ahnliche Charakteristika teilen.
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Abb. 14: BrdU-Einbau in Astrozyten nach Todesrezeptor-Liganden-Stimulation

Astrozyten wurden isoliert, kultiviert und 48 h mit CD95L (100 ng/ml), TRAIL (100 ng/ml), TNF-o (10 ng/ml) oder
TNF-a (1 pg/ml) stimuliert. FCS fungierte als Positivkontrolle und erreichte eine relative Zunahme an BrdU von 2,23.
CD95L und TNF-a fuhrten zu einer signifikanten BrdU-Zunahme. (n = 8).

(BrdU: 5-Bromo-2’-desoxy-Uridin; CD95L: CD95 Ligand; FCS: fetal calf serum; h: Stunden; ng/ml: Nanogramm pro

Milliliter; TNF-a: Tumor-Nekrose-Faktor-a;; TRAIL: Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand)

Nun stellt sich die Frage, ob in Astrozyten nach CD95L-Stimulation wachstumsférdernde Wege, wie
z.B. die Erk-1/-2-Aktivierung, eingeschaltet werden. Dazu wurden Western Blot-Analysen mit
spezifischem Antikérper fir die phosphoryliete Form von Erk-1/-2 anhand von Zeit- und
Konzentrationsreihen von CD95L untersucht und anschlielend densitometrisch ausgewertet (Abb.
15). Die Zugabe von CD95L flhrte spatestens nach 180 min oder ab einer Konzentration von 50 ng/ml
zu einer signifikanten Erk-1/-2-Phoshporylierung. Eine Erk-1/-2-Phosphorylierung bedeutet eine Erk-
1/-2-Aktivierung.
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Abb. 15: CD95L-induzierte Aktivierung von Erk-1/-2

Astrozyten wurden isoliert, kultiviert und mit CD95L entweder (ber einen Zeitraum von 0-180 min (100 ng/ml) (A)
oder 3 h mit unterschiedlichen Konzentrationen (0-100 ng/ml) (C) stimuliert. P-Erk-1/-2 wurde mittels Western Blot
detektiert. Gesamt Erk-1/-2 diente als Beladungskontrolle. Es folgte eine densitometrische Auswertung von P-Erk-1
unter Stimulation mit CD95L (B, D). CD95L fiihrte nach 180 min oder ab 50 ng/ml zu einer signifikanten Erk-1-
Phosphorylierung. (n = 3).

(CD95L: CD95 Ligand; Erk: Extracellular-signal regulated kinase; h: Stunden; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro
Milliliter; P: Phosphorylierung)

Die Proteinkinase B (PKB, Akt) wird mit anti-apoptotischen Signalwegen assoziiert. In
Ubereinstimmung mit der fehlenden Apoptose und der Zunahme von BrdU zeigten die Western Blot-
Ergebnisse eine signifikante CD95L-induzierte Akt-Phosphorylierung/Aktivierung innerhalb von 180

min oder ab einer Konzentration von 50 ng/ml (Abb. 16).
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Abb. 16: CD95L-induzierte Aktivierung von Akt

Nach Isolation und Kultivierung von Astrozyten wurden diese Uber einen Zeitraum von 180 min mit CD95L (100
ng/ml) (A) oder 3 h mit verschiedenen CD95L-Konzentrationen (0-100 ng/ml) stimuliert (C). P-Akt wurde anhand
von Western Blots detektiert, gesamt-Akt diente als Beladungskontrolle. Die Akt-Aktivierung wurde densitometrisch
ausgewertet (B, D). Innerhalb von 180 min konnte unter CD95L-Stimulation eine signifikante Akt-Phosphorylierung
beobachtet werden. Eine konzentrationsabhangige signifikante Akt-Aktivierung konnte ab 50 ng/ml detektiert
werden. (n = 3).

(Akt: Proteinkinase B; CD95L: CD95 Ligand; h: Stunden; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter; P:
Phosphorylierung)

Die als anti-apoptotische geltende Proteinkinase c-Src (Akronym aus cellular und sarcoma Kinase) als

Prototyp der Kinasen der Src-Familie stellt einen weiteren Kinasesignalweg dar.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Angiotensin Il in Astrozyten eine Src-Phosphorylierung induziert
und folglich Gber Erk-1/-2-Aktivierung das Zellwachstum angeregt wird (Clark and Gonzalez, 2007).

Daraus kénnte man suggerieren, dass CD95L auch Einfluss auf diesen Mechanismus haben kénnte.

Um zu prifen, ob CD95L Einfluss auf ¢c-Src hat, wurden Western Blots mit Hilfe phosphospezifischer
Antikdrper durchgefiihrt (Abb. 17). Unter CD95L-Stimulation kommt es innerhalb von 120 min zu einer

signifikanten c-Src-Aktivierung am Tyrosinrest 418. Um zu analysieren, ob dabei eine
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Konzentrationsabhangigkeit besteht, wurden Astrozyten mit CD95L-Konzentrationen von 0-100 ng/ml
stimuliert. Eine signifikante c-Src-Aktivierung wurde ab 50 ng/ml detektiert. Als Kinase mit anti-
apoptotischen Eigenschaften unterstiitzen diese Ergebnisse der c-Src-Aktivierung die durch CD95L-

induzierte, fehlende Apoptose.
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Abb. 17: CD95L-induzierte c-Src-Aktivierung

Astrozyten wurden isoliert, kultiviert und mit CD95L (100 ng/ml) Gber einen Zeitraum von 0-180 min (A) oder 3 h mit
verschiedenen Konzentrationen von CD95L (0-100 ng/ml) stimuliert (C). Die c-Src-Phosphorylierung wurde mittels
Western Blot analysiert. Gesamt Src diente als Beladungskontrolle. Abbildung (B) und (D) zeigen die
densitometrischen Auswertungen von P-Src unter CD95L-Stimulation. CD95L fiihrte nach 120 min oder 50 ng/ml zu
einem signifikanten Anstieg von P-Src. (n = 3).

(CD95L: CD95 Ligand; h: Stunden; min: Minuten; ng/ml: Nanogramm pro Milliliter; P:Phosphorylierung; c-Src:

cellular sarcoma Kinase)
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4 Diskussion

4.1 CD95L als mitogenes, anti-apoptotisches Signal in Astrozyten

Eine CD95 Ligand-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten konnte in dieser Arbeit erstmals
nachgewiesen werden. Durch Inhibitorstudien gelang eine Analyse der hierfir zugrundeliegenden

molekularen Mechanismen.

Interessanterweise leitet die Stimulation mit CD95L in Astrozyten nicht nur keine Apoptose ein,
sondern fungiert sogar als mitogenes, anti-apoptotisches Signal. Auch die Stimulation mit anderen
Liganden der TNF-Rezeptorfamilie resultierte in Astrozyten in einem erhéhten Einbau von BrdU. Diese
Uberraschenden Ergebnisse als Antworten auf die Todesrezeptor-Liganden missen im Kontext
kirzlich erschienener Literatur gesehen werden. Erstaunlicherweise kénnen sich Astrozyten allein
unter Zugabe des Transkriptionsfaktors Neurogenin zu Nervenzellen mit funktionsfahigens Synapsen
differenzieren (Heinrich et al., 2011), was den Stammzellcharakter dieser Zellen unterstreicht. In einer
anderen Studie wurden Astrozyten als multipotente Zellen beschrieben, die in verletzten
Gehirnregionen neuronale Reparaturmechanismen hervorrufen kénnen (Buffo et al., 2008). Astrozyten
haben auflerdem eine wichtige Funktion in der Neurogenese; sie kénnen die Stammzellen in
bestimmten Hirnregionen anregen, sich zu Nervenzellen auszudifferenzieren (Song et al., 2002).
Demnach kénnten Astrozyten eine Rolle bei der Regeneration neurologischer Erkrankungen spielen.
Ausgehend von Astrozyten kénnen sich neuroepitheliale Hirntumoren, sogenannte Astrozytome
bilden, die man nach WHO in vier Grade differenziert. WHO Grad | enstpricht dem heilbaren
pilozytische Astrozytom, WHO Grad IV einem Glioblastom mit infauster Prognose. Aus der Literatur ist
bekannt, dass eine Aktivierung des Todesrezeptors CD95 wider Erwarten auch nicht zu einer

Regression, sondern zur Progression des Glioblastoms fihrt (Kleber et al., 2008a).

Wahrend Neurone und Oligodendrozyten nach CD95L-Stimulation einen apoptotischen Signalweg
eingehen, gelten Astrozyten gegentiber CD95L als apoptoseresistent (Choi et al., 1999; D’Souza et
al., 1996; Le-Niculescu et al., 1999), wie auch die Ergebnisse dieser Arbeit mithilfe der TUNEL-
Technik zeigen. In Ubereinstimmung damit zeigten Lee et al. ebenfalls eine fehlende
Apoptoseinduktion nach CD95L-Stimulation in Astrozyten, obwohl die Zellen CD95 exprimieren, und
beschrieben zusatzlich eine inflammatorische Signalantwort durch CD95L (Lee et al., 2000). Die zur
Makroglia gehérenden Astrozyten scheinen sich bedeutend von den Eigenschaften der Mikroglia zu
unterscheiden: So konnte in Mikroglia ein CD95L-induzierter zytotoxischer Signalweg nachgewiesen
werden (Lee et al., 2000). Die Aktivierung von p38Y4"¢ spielt im Rahmen inflammatorischer
Krankheitsprozesse eine zentrale Rolle (Herlaar and Brown, 1999). Wie bereits in anderen Zelltypen

beschrieben wurde, steht p38"™«

auch mit CD95L-induziertem Zelltod in Verbindung (Chen et al.,
1998; Davidson et al., 2002). Ubereinstimmend mit der oben beschriebenen Beobachtung konnte hier
eine CD95L-induzierte p38MAPK—PhosphoryIierung detektiert werden. Durch die Stimulation der
Astrozyten mit CD95L wird in dieser Arbeit somit wahrscheinlich auch ein inflammatorischer

Signalweg ausgelst.

Dass Astrozyten resistent gegeniiber ROS/RNS sind, ist aus der Literatur bekannt (Cassina et al.,
2002; Knorpp et al., 2006). Ahnlich wie die Astrozyten sterben auch HSZ unter milden ROS-
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Bedingungen nicht; es konnte gezeigt werden, dass ROS die Proliferation der HSZ beguinstigt (Lee et
al., 1995). Hepatozyten hingegen leiten im Gegensatz zu Astrozyten und HSZ unter dem Einfluss von
ROS eine CD95-abhangige Apoptose ein (Reinehr et al., 2006). Dies legt nahe, dass Ahnlichkeiten

zwischen HSZ und Astrozyten bestehen kdnnten.

Auch wenn die Griinde fir die Apoptoseresistenz der Astrozyten nach CD95L-Stimulation nicht
komplett verstanden werden, liegt es nahe, dass die hier nachgewiesene CD95-Tyrosin-Nitrierung
dafir mitverantwortlich sein kénnte. Wie im Folgenden ausfiihrlich beschrieben, schitzt die CD95L-
induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung HSZ vor Apoptose und CD95L fungiert sogar als mitogenes

Signal, was eine wichtige Bedeutung fiir die Leberregeneration darstellen kdnnte.

Interessant war auflerdem die Erkenntnis, dass Todesrezeptoren nicht nur den Zelltod, sondern auch
Zellproliferation vermitteln kdnnen (Budd, 2002). Die ersten Ansatze dazu lieferten bereits Lipsky et
al., die nach TNF-a-Stimulation in T- und B-Lymphozyten ein Zellwachstum detektierten (Jelinek and
Lipsky, 1987; Yokota et al., 1988). Publikationen aus den letzten Jahren zeigen, dass nach CD95L-
Stimulation der MAPK-Signalweg (p38""¢, JNK, Erk) aktiviert wird (Barnhart et al., 2004; Desbarats
et al., 2003; Lenczowski et al., 1997; Tourian et al., 2004; Toyoshima et al., 1997). Ubereinstimmend
mit diesen Ergebnissen 16st CD95L auch in Astrozyten eine Phosphorylierung und somit Aktivierung
der wachstumsférdernden Kinase Erk aus, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Eine JNK-
Aktivierung hingegen scheint ein entscheidender Ausldser fir Apoptose bei verschiedenen Stimuli zu
sein (Guo et al.,, 1998). So wurde in Hepatozyten ein CD95L-induziertes oxidatives Stresssignal
beschrieben, das zu einer JNK-Aktivierung, einer EGFR/CD95-Assoziation, einer EGFR-katalysierten
CD95-Tyrosin-Phosphorylierung und somit zu einer DISC-Bildung und Apoptoseeinleitung flhrt
(Eberle et al., 2005; Reinehr et al., 2005a, 2003). In ruhenden und aktivierten HSZ wird nach CD95L-
Stimulation keine JNK-Aktivierung induziert; erst die simultane Stimulation mit CD95L/Cycloheximid
(CHX), einem Translationshemmer, fiihrt in aktivierten, nicht aber in ruhenden HSZ, zu einer CD95L-
induzierten kontinuierlichen JNK-Aktivierung, EGFR/CD95-Assoziation und Apoptose-Induktion
(Reinehr et al., 2008). In ruhenden HSZ war sowohl nach Stimulation mit CD95L als auch nach
simultaner CHX-Stimulation keine CD95-Tyrosin-Phosphorylierung, sondern eine CD95-Tyrosin-
Nitrierung zu beobachten, die den pro-apoptotischen Signalweg hemmt (Reinehr et al., 2008).
Gleichzeitig flhrte die Stimulation mit CD95L in ruhenden HSZ Uber einen Src- und
Matrixmetalloproteinasen (MMP)-abhangigen Mechanismus zu einer liganden-abhangigen EGFR-
Aktivierung, die den mitogenen Signalweg einleitet (Reinehr et al., 2008). Diese CD95L-induzierte
CD95-Y-NO; konnte hier auch in Astrozyten nachgewiesen werden und kdnnte ein Grund fir die
Apoptoseresistenz der Zellen sein. CD95L I6st sogar in Astrozyten eine Proliferation der Zellen aus,
wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Ob eine EGFR-Aktivierung fir den mitogenen Signalweg
Voraussetzung ist und somit eine weitere Gemeinsamkeit mit ruhenden HSZ darstellt, missen weitere
Studien zeigen. Abb. 18 stellt nach CD95L-Stimulation die verschiedenen Signalkaskaden von
Astrozyten, ruhenden HSZ, aktivierten HSZ wund Hepatozyten schematisch gegeniber.
Paradoxerweise wird in der vorliegenden Arbeit nach CD95L-Stimulation auch die Stresskinase JNK
aktiviert, obwohl keine Apoptose durch CD95L ausgelést wurde, sondern im Gegensatz dazu sogar
eine Proliferation der Astrozyten zu verzeichnen war. Mdglicherweise wird der pro-apoptotische

Signalweg durch simultan aktivierte anti-apoptotische Signalwege, wie beispielsweise der Erk- und
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Akt-Aktivierung, unterdrickt (Davis, 2000). Eine andere Mdglichkeit liegt in einer evtl. transienten und
damit nicht kontinuierlichen JNK-Aktivierung. BekanntermalRen verursachen verschiedene Zytokine
eine transiente JNK-Aktivierung, die aber keine Apoptose auslost (Liu et al., 1996). Eine kirzlich
erschienene Publikation bringt die JNK-Aktivierung sogar in Zusammenhang mit Zellproliferation (Ma
etal.,, 2012).

Weitere Griinde fir die Apoptoseresistenz der Astrozyten gegeniiber CD95L werden im Folgenden
diskutiert. In anderen Studien konnte gezeigt werden, warum humane Astrozyten einen apoptotischen,
CD95L- oder TRAIL-vermittelten Insult Uberleben: Das cellular Fas-associated death domain-like
interleukin-1B-converting enzyme-inhibitory protein (c-FLIP) wird in diesen Zellen exprimiert und
phosphoryliert, inhibiert die Caspase-8 und verhindert so die CD95L-induzierte Apoptose (Song et al.,
2006). In einer anderen Studie wird FLIP als Modulator zwischen apoptotischem und proliferativen
Signalweg nach CD95L-Stimulation beschrieben: Durch FLIP wird nicht nur die DISC-Bildung
unterdrickt, sondern Uber eine Erk-Aktivierung Proliferation ausgel6ést (Budd, 2002). Eine weitere,
kirzlich erschienene Studie beschreibt neonatale Astrozyten aufgrund der noch inaktivierten
Caspase-8 als resistent gegeniiber CD95L-induzierter Apoptose (Barca et al., 2010). Wahrscheinlich
exprimieren Astrozyten eine hohe Dichte an FLIP, sodass kein Zelltod, sondern ein proliferativer
Signalweg uber Erk eingeleitet wird. Allerdings ist zu betonen, dass es sich in dieser Studie um
neonatale (1-5 Tage alte) Astrozyten handelt, die in dieser Arbeit verwendeten Astrozyten aber

maximal ein Tag alt waren.

In Ubereinstimmung damit konnte kiirzlich gezeigt werden, dass die Erk-Aktivierung als notwendige
Voraussetzung fiur die CD95L-induzierte Proliferation von Astrozyten gilt (Barca et al., 2013).
Allerdings beschreibt die gleiche Studie, dass die Erk-Phosphorylierung und die Zellproliferation eine
aktivierte Caspase-8 voraussetzt. Dem Gedanken entsprechend konnte diese Arbeitsgruppe in
neonatalen Astrozyten, die eine inaktivierte Caspase-8 besitzen, nach CD95L-Stimulation kein
Wachstum verzeichnen (Barca et al., 2013). Die Arbeitsgruppe von Barca et al. vergleichen allerdings
embryonale und neonatale Astrozyten aus Ratten. Wie bereits beschrieben, wurden in der
vorliegenden Arbeit maximal einen Tag alte Astrozyten analysiert. Durch die Hemmung der Caspase-
8 konnte eine CD95L-induzierte Proliferation sowohl in myeloiden Progenitorzellen (Pellegrini et al.,
2005) als auch in T-Zellen (Kennedy et al., 1999) verhindert werden. Die Rolle der Caspase-8
bezuglich der CD95L-induzierten Astrozytenproliferation sollte demnach weiter analysiert werden,

moglicherweise gibt es Unterschiede in der Caspase-8-Aktivierung innerhalb des DISC.

Ein weiterer Grund fur die Apoptoseresistenz kénnte in der mdglichen Anwesenheit der Fas-
associated protein phosphatase-1 (FAP-1) liegen: So wurde bereits eine fehlende CD95L-induzierte
Apoptose in Ovarialkarzinom-Zellen (Meinhold-Heerlein et al., 2001) und in myeloiden

Progenitorzellen (Huang et al., 2013) detektiert, die auf FAP-1 zurtckzufihren ist.

Der PI3K/Akt-Signalweg ist ein anderer zentraler Mechanismus, der in anti-apoptotische Funktionen
im Rahmen des CD95-Systems involviert ist. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte,
fuhrt die Stimulation mit CD95L zu einer signifikanten Akt-Phosphorylierung und somit zur Aktivierung
des PI3K/Akt-Signalwegs, der bei Zellwachstum von Bedeutung ist, aber noch nicht vollstandig
verstanden wird. Die Proteinkinase B (Akt) ist dafir bekannt pro-apoptotische Proteine zu inhibieren
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und die Proliferation zu enthemmen: Akt wirkt somit anti-apoptotisch und indirekt stimulierend. PI3K
wurde aullerdem als wichtiger Mediator des CD95-Systems in Gliomazellen identifiziert (Kleber et al.,
2008b). In rHSZ konnte CD95L jedoch keine Akt-Aktivierung auslésen (Reinehr et al., 2008). In der
Studie von Barca et al. konnte ebenfalls keine Akt-Phosphorylierung nach CD95L-Stimulation in
Astrozyten nachgewiesen werden (Barca et al., 2013), was aber méglicherweise an der zu geringen
Konzentration des Liganden lag (5 ng/ml). Allerdings demonstrierten sie, dass die Blockade des PI3K-

Signalwegs die CD95L-induzierte Astrozytenproliferation hemmt.

Auch das proliferative Signal nach CD95L-Stimulation in Astrozyten scheint dosisabhangig
aufzutreten: Niedrige (5 pg/ml) Konzentrationen induzieren eine Proliferation, bei hohen Ligand-
Konzentrationen (10 pg/ml) ist dagegen eine Apoptose zu verzeichnen (Barca et al., 2013). Eine
ahnliche Dosisabhangigkeit wurde bereits in T- und B-Lymphozyten beschrieben (Lavrik et al., 2007;
Paulsen and Janssen, 2011). Ob die CD95-Tyrosin-Nitrierung bei hdheren als in dieser Arbeit
verwendeten Konzentrationen (> 100 ng/ml) wieder rucklaufig ist, kénnen weitere Studien
untersuchen. Allerdings ist es fraglich, ob so hohe Konzentrationen unter physiologischen oder
speziellen pathologischen Bedingungen Uberhaupt vorkommen und die Ergebnisse so von

physiologischer Relevanz sind.

Die zur Src-Kinase-Familie gehérenden Kinasen c-Src, Fyn und Yes sind als vor- oder
nachgeschaltete Elemente der EGFR-Signaltransduktion bekannt (Carpenter, 1992; Werneburg et al.,
2003). In rHSZ fuhrt die Stimulation mit CD95L, TNF-a und TRAIL zu einer Phosphorylierung von c-
Src; diese Aktivierung scheint ein vorgeschaltetes Ereignis der EGFR-Phosphorylierung zu sein und
stellt so ein wichtiges Element im mitogenen Signalweg dar (Reinehr et al., 2008). Auch in dieser
Arbeit resultierte eine CD95L-Stimulation der Astrozyten in einer c-Src-Aktivierung. Die antiapoptische
Wirkung von c¢-Src scheint demnach auch hier in der mitogenenen Signalkaskade eine Rolle zu
spielen. AuRerdem ist der Tyrosinrest 845 (Tyr845
(Biscardi et al., 1999). Welche Rolle EGFR in der CD95L-Stimulation spielt, sollte in ergdnzenden

Studien unbedingt untersucht werden.

) des EGFR eine Zielstruktur der Src-Kinasen

Erwahnenswert ist zudem die Tatsache, dass Astrozyten zwar generell als apoptoseresistent gelten,
sie sich aber innerhalb von Krankheitsprozessen durch inflammatorische Mediatoren in reaktive
Astrozyten umwandeln kénnen und inflammatorische Zytokine bei reaktiven Astrozyten die
Apoptoseresistenz brechen kénnen (Falsig et al., 2004). Bei verschiedenen Pathologien wird sowohl
die Expression von CD95L als auch von CD95 in Astrozyten heraufreguliert (Bechmann et al., 2000),
so auch bei jenen, die mit einem Zytokingemisch (CCM, complete cytokine mix) vorbehandelt wurden
(Falsig et al., 2004). Diese Heraufregulation von CD95 konnte allerdings durch gleichzeitige Gabe von
CHX gehemmt werden (Falsig et al., 2004). Andere Studien hingegen konnten eine Heraufregulation
von CD95 durch Zytokine nicht bestatigen (Becher et al., 1998; D’Souza et al., 1996; Lee et al., 2000),
ebenso konnte eine Aufhebung der Apoptoseresistenz durch alleinige Vorbehandlung mit Interferon-y
und CD95L-Stimulation nicht detektiert werden (Lee et al., 2000). Die Zugabe von CHX/CD95L zu
CCM-vorbehandelten und dadurch aktivierten Astrozyten fuhrt zur Auflésung der Apoptoseresistenz
und induziert den programmierten Zelltod; dies deutet darauf hin, dass protektive Prozesse in

aktivierten Astrozyten in Abhangigkeit von der Proteinsynthese vorliegen (Falsig et al., 2004) und man
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vielleicht ebenso wie bei HSZ zwischen ruhenden und aktivierten Astrozyten unterscheiden muss.
Dass keine CD95-Tyrosin-Nitrierung in aktivierten Astrozyten, die mit CCM vorbehandelt werden,

nachzuweisen ist, liegt nahe, muss aber durch weitere Studien untersucht werden.

Astrozyten ruhende HSZ
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Abb. 18: CD95L-induzierte Signalwege in Astrozyten, ruhenden HSZ, aktivierten HSZ und in Hepatozyten
(Modifiziert nach Reinehr et al., 2008)

Astrozyten: CD95L-Stimulation resultiert nicht in einem apoptotischen Signalweg, da CD95 Tyrosin-nitriert und eine
pro-apoptotische Signaltransduktion verhindert wird. Gleichzeitig wird eine mitogene Signalkaskade ausgelost, da
die wachstumsférdernden Proteinkinasen Erk-1/-2 und die anti-apoptotisch wirkenden Kinasen c-Src und Akt

MAPK

aktiviert werden. Die Aktivierung von p38 deutet darauf hin, dass auRerdem ein inflammatorischer Signalweg
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eingeleitet wird. Ruhende HSZ: CD95L induziert tber einen c-Src- und MMP-vermittelten Mechanismus eine EGFR-
Aktivierung, die einen mitogenen Signalweg einleitet. Uber eine gleichzeitig induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung wird
die pro-apoptotische Signaltransduktion gehemmt. Aktivierte HSZ: Die Stimulation mit CD95L induziert wie in
ruhenden HSZ eine EGFR-Aktivierung und leitet einen proliferativen Signalweg ein. Eine simultan induzierte
inaktivierende CD95-Tyrosin-Nitrierung hingegen konnte in aktivierten HSZ nicht nachgewiesen werden. Erst die
gleichzeitige Zugabe von CHX induziert die fehlende JNK-Aktivierung, sodass CD95 nach einer Assoziation von
EGFR/CD95 tyrosin-phosphoryliert und eine Apoptose ausgeldst wird. Hepatozyten: CD95L induziert eine ROS-
Bildung und Yes-vermittelt eine EGFR-Phosphorylierung. Die gleichzeitige JNK-Aktivierung fuhrt dazu, dass EGFR
und CD95 assoziieren, CD95 tyrosin-phosphoryliert wird und tber die DISC-Bildung ein apoptotischer Signalweg
eingeleitet wird.

(Akt: Proteinkinase B; CD95L: CD95 Ligand; CD95-Y-NO,: CD95-Tyrosin-Nitrierung; CD95-Y-P: CD95-Tyrosin-
Phosphorylierung; CHX: Cycloheximid; c-Src: cellular sarcoma Kinase; DISC: Death-inducing signaling complex;
Duox: Duale Oxidase; EGF: epidermal growth factor; EGFR: epidermal growth factor receptor; Erk: Extracellular-

signal  regulated kinase; HSZ: Hepatische Sternzellen; JNK: c-Jun-N-terminale Kinase; MMP:

Matrixmetalloproteinasen; Nox: Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatoxidase; P: Phosphorylierung; p38“A™:

p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies)

4.2 Mechanismus der CD95L-induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung

Bislang sind die Mechanismen, die der CD95L-induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten
zugrunde liegen, noch nicht vollstdndig aufgedeckt. Die Inhibitorstudien suggerien, dass die NADPH-
Oxidase an diesem Prozess beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden, dass kultivierte Astrozyten mRNA
fiir folgende Untereinheiten der NADPH-Oxidase exprimieren: Nox 1, 2 und 4, Duox 1 und 2, p47°">
(Reinehr et al., 2007). Die Bildung von ROS konnte in hypoosmolar behandelteten Astrozyten durch
den NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin gehemmt werden, sodass angenommen werden kann, dass
die NADPH-Oxidase in Astrozyten bei der ROS-Bildung eine Rolle spielt (Reinehr et al., 2007). Die
NADPH-Oxidase-vermittelte ROS-Bildung kdénnte unter HE-Bedingungen zur kovalenten Modifikation
von Proteinen in Astrozyten beitragen. Es ist also naheliegend, dass die NADPH-Oxidase fur die
CD95L-induzierten CD95-Y-NO, mitverantwortlich ist. Ubereinstimmend mit dieser Vermutung
reduzieren die Hemmstoffe Thiouracil (Duox-Inhibitor) und Apocynin (Nox-Inhibitor) die CD95-Y-NO,
signifikant, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, auch wenn die Spezifitat des Thyreostatikums
Thiouracil nicht sehr hoch ist. In HSZ konnte Thiouracil ebenfalls die CD95L-induzierte CD95-Y-NO,
signifikant verringern (Reinehr et al., 2008), was auf einen &hnlichen Mechanismus der CD95L-
induzierten CD95-Y-NO; bei HSZ und Astrozyten schlielen Iasst.

Der Peroxynitrit-Radikalfanger Harnsaure verhindert eine Ammoniak-induzierte (Schliess et al., 2002),
TNF-a-induzierte (Goérg et al., 2006) oder eine hypoosmolar-bedingte PTN in Astrozyten (Schliess et
al., 2004), nicht jedoch die Benzodiazepin-induzierte PTN (Gérg et al., 2003). Freies Peroxynitrit, ein
sehr potenter RNS (Ischiropoulos, 1998), kénnte mdglicherweise fur die CD95-Y-NO, in Astrozyten
verantwortlich sein. In dieser Arbeit konnte namlich gezeigt werden, dass Harnsaure eine CD95L-
induzierte CD95-Y-NO, reduziert. Dies wurde bereits in Hepatozyten beschrieben (Reinehr et al.,
2004).

In Ubereinstimmung damit konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Kombination
von SOD/Katalase sowohl eine Peroxynitrit-Bildung als auch eine Ammoniak-induzierte PTN in

Astrozyten verhindern kann (Brunelli et al., 2001; Schliess et al., 2002). Auch eine hyposmolar-
45



bedingte PTN kann durch SOD/Katalase inhibiert werden (Schliess et al., 2004). In der vorliegenden
Arbeit hingegen ist unter Zugabe von SOD/Katalase keine Hemmung der CD95L-induzierten CD95-Y-

NO, zu verzeichnen, was gegen freies Peroxynitrit als Nitrierungsquelle spricht.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, flihrt die Zugabe von Katalase zu einer herabgesetzten
CD95L-induzierten CD95-Y-NO,. Demzufolge scheint die Anwesenheit von H,O, oder das Fehlen von
O, bei der CD95L-induzierten CD95-Y-NO, eine Rolle zu spielen. Gegen die erste Vermutung spricht
allerdings die Tatsache, dass der CD95-Nitrierungsprozess auch durch Hinzugabe von SOD gehemmt
wird, obwohl die SOD die Bildung von H,0, katalysiert. Ubereinstimmend mit der Vermutung, dass
sauerstofffreie Bedingungen fiir die CD95L-induzierten CD95-Y-NO, notwendig sein kénnten, entsteht
auch bei der durch SOD katalysierten Reaktion Sauerstoff. Allerdings scheinen Sauerstoffradikale fir
den Nitrierungsprozess notwendig zu sein, wie die durch SOD gehemmte CD95-Y-NO, hier zeigt.
Paradoxerweise ist bei simultaner Anwesenheit von Katalase/SOD keine Inhibierung der CD95-Y-NO,

zu detektieren. Dafir kénnte aber die hohe Standardabweichung verantwortlich sein.

L-NMMA (NOS-Inhibitor) konnte sowohl eine NH4Cl-induzierte PTN (Schliess et al., 2002) als auch
eine durch hypoosmolare Bedingungen verursachte (Schliess et al., 2004) und eine durch TNF-a
bedingte PTN (Gorg et al., 2006) in Astrozyten reduzieren. Im Gegensatz dazu fiuhrte L-NMMA zu
keiner Inhibierung der Benzodiazepin-induzierten PTN (Gorg et al., 2003). Die der Ammoniak-,
Hypoosmolaritat-, Zytokin- und Benzodiazepin-induzierten PTN zugrundeliegenden Nitrierungswege
scheinen sich also zu unterscheiden. Die CD95L-induzierte CD95-Y-NO,, die in dieser Arbeit
analysiert wurde, scheint Ubereinstimmungen mit dem Ammoniak-, dem durch hypoosmolare
Bedingungen bzw. dem TNF-a-induzierten Nitrierungsweg zu haben: So fuhrt L-NMMA auch hier zu
einer Hemmung der Tyrosin-Nitrierung. NO scheint demnach eine Rolle bei der CD95-Y-NO; zu

spielen.

Eine NO-induzierte Glutamat-Freisetzung in Astrozyten konnte entweder durch BAPTA oder EGTA
verhindert werden, sodass es naheliegt, dass die Glutamat-Freisetzung calciumabhangig erfolgt (Bal-
Price et al., 2002). Eine mdégliche Calciumabhangigkeit der CD95L-induzierten CD95-Y-NO, wurde in

dieser Arbeit untersucht, wie im Folgenden beschrieben wird.

Durch den intrazelluldren Ca®*-Chelator BAPTA konnte in kultivierten Astrozyten die Diazepam-
induzierte Bildung von oxidativem Stress verhindert werden (Gorg et al., 2003). AulRerdem wurde eine
NH,4CI- (Schliess et al., 2002), Benzodiazepin-induzierte (Goérg et al., 2003), Zytokin- (Goérg et al.,
2006) oder hypoosmolar-bedingte PTN (Schliess et al., 2004) in Astrozyten durch BAPTA verhindert.
In den Studien wurde auRerdem gezeigt, dass in NH,Cl- bzw. Diazepam-ausgesetzten Astrozyten ein
intrazellularer Ca®-Anstieg zu detektieren ist. Dies spricht dafiir, dass auch unter
hyperammonamischen Bedingungen in der Pathogenese der HE ein erhohter intrazellularer Ca®*-
Anstieg fur die PTN und somit fur die CD95-Y-NO, in Astrozyten verantwortlich sein kdénnte. Es stellte
sich die Frage, ob BAPTA Einfluss auf die CD95L-induzierte CD95-Y-NO, nehmen kann. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine Hemmung der CD95-Y-NO, (p = 0,078) durch BAPTA erreicht
werden, sodass intrazelluldres Ca®* fir den vorliegenden Nitrierungsprozess eine Rolle spielen

konnte.
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Die Rolle des extrazelluldren Ca®* in der CD95L-induzierten CD95-Y-NO, wurde hier durch den
extrazellularen Ca®*-Chelator EGTA untersucht. Allerdings fuhrte EGTA zu keiner Hemmung der
CD95-Y-NO,. Eine hypoosmolar-bedingte PTN konnte durch EGTA allerdings gehemmt werden
(Schliess et al., 2004).

Des Weiteren gilt ein septischer Zustand als prazipitierender Faktor fir die Entwicklung der HE. So
kdnnten zusatzlich auftretende Inflammationen und Prostanoide, die bei entziindlichen Prozessen als
Immunmodulatoren wirken, unter hyperammonamischen Bedingungen eine Rolle bei der HE-
Pathogenese spielen (Shawcross and Jalan, 2005). Ferner ist die Glutamatfreisetzung bei der HE von
Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass der unspezifische COX-Inhibitor Indomethacin die NH,ClI-
induzierte Glutamatfreisetzung herabsetzt (Gorg et al., 2010a). Allerdings konnte Indomethacin eine
NO-induzierte Glutamat-Freisetzung nicht verhindern (Bal-Price et al., 2002). In Ubereinstimmung mit
letzterem Ergebnis zeigte Indomethacin auch in dieser Arbeit keinen hemmenden Effekt auf die
CD95L-induzierte CD95-Y-NO,. Indomethacin gilt zwar als unselektiver COX-Inhibitor, es konnte aber
gezeigt werden, dass die Affinitat zu COX-1 hoéher ist als zu COX-2 (Warner et al., 2006) und reaktive
Astrozyten Uberwiegend COX-2 exprimieren (Maslinska et al., 1999). Hierzu sind weitere Studien mit
einem selektiven COX-2-Inhibitor notwendig, um den mdglichen Effekt von Prostanoiden auf die
CD95L-vermittelte CD95-Y-NO; zu untersuchen.

In verschiedenen Studien konnte durch die Hemmung der Glutamin-Synthetase mittels Methionin-
Sulfoximin (MSO) sowohl eine Ammoniak-induzierte PTN (Schliess et al., 2002), eine
Astrozytenschwellung (Tanigami et al., 2005) als auch die NO-Produktion (Master et al., 1999) nahezu
verhindert werden. Interessant ware die Analyse, ob die Glutamin-Synthetase die CD95L-induzierten
CD95-Y-NO; beeinflusst und welche Rolle ihr gegebenenfalls zukommt. Dies kénnte in weiteren

Inhibitorstudien untersucht werden.

AuBerdem konnte bei akuter Ammoniakvergiftung ein Aktivitadtsverlust von antioxidativ wirkenden
Enzymen wie Glutathion-Peroxidase, Mn-SOD oder Katalase und eine gesteigerte Superoxidbildung
beschrieben werden; dies konnte durch MK-801, einem NMDA-Rezeptor-Antagonisten, verhindert
werden. Diese Ergebnisse weisen auf, dass der durch Ammoniak-induzierte oxidative Stress im
Gehirn durch eine Aktivierung des NMDA-Rezeptors vermittelt wird und oxidativer Stress eine wichtige
Rolle bei Ammoniakintoxikationen spielt (Kosenko et al., 1999). Astrozyten exprimieren NMDA-
Rezeptoren, wie sowohl in kultivierten Astrozyten (Gorg et al., 2003) als auch in vivo (Schipke et al.,
2001) nachgewiesen werden konnte. Eine NMDA-Rezeptor-Aktivierung wurde als vorgeschaltetes
Ereignis in der durch Diazepam- (Gorg et al., 2003), der Ammoniak-induzierten (Schliess et al., 2002)
und der hypoosmolar-bedingten (Schliess et al., 2004) PTN in Astrozyten identifiziert. Um zu
untersuchen, ob der CD95L-induzierten CD95-Y-NO, ebenfalls eine NMDA-Rezeptor-Aktivierung
vorausgeht, sind weitere Studien notwendig.

Ferner kdénnte von Interesse sein, an welchem der drei Tyrosinreste die CD95-Tyrosin-Nitrierung

Uberhaupt stattfindet. Die Tyrosin-Phosphorylierung der Tyrosinreste Tyr232 und Tyr291, die intrazellular
innerhalb der Todesdomane lokalisiert sind, ist fiur die Apoptoseinduktion eine notwendige

Voraussetzung (Eberle et al., 2005).
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Welche Rolle die Tyrosin-Nitrierung in Zellen spielen kann, wurde unter anderem auch durch Franco
et al. untersucht: Heat-shock protein (Hsp)-90-Tyrosin-Nitrierung induziert eine P2X7 Rezeptor-
vermittelte Aktivierung des CD95-Signalwegs und fiihrt zum Untergang von Motoneuronen. Dabei
erhalt das nitrierte Hsp-90 eine toxische Funktion, sodass angenommen werden kann, dass die

Nitrierung eines einzelnen Proteins den Zelltod triggert (Franco et al., 2013).

Eine Inhibierung der Tyrosin-Nitrierung in Motoneuronen und PC12-Zellen verhindert auRerdem eine
Peroxynitrit-induzierte Apoptose (Ye et al.,, 2007). Dass die CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten
keine Apoptose einleitet, sondern sie sogar davor schitzt, scheint eine Besonderheit in diesen Zellen
darzustellen. Kamisaki et al. haben beschrieben, dass Denitrasen Protein-Tyrosin-Nitrierungen
reduzieren kénnen (Kamisaki et al., 1998), sodass Denitrasen fir die Reversibilitdt einer Nitrierung
verantwortlich waren. Méglicherweise ist die CD95L-induzierte CD95-Y-NO, in Astrozyten auch

reversibel.

Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit der mitogene und anti-apoptotische Signalweg nach CD95L-
Stimulation in Astrozyten untersucht. Welchen Ausblick diese Ergebnisse fiir Folgeprojekte geben,

wird im anschlieBenden Teil der Schlussfolgerung erlautert.
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4.3 Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine CD95L-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten

nachgewiesen und der dafiir zugrundeliegende Mechanismus analysiert werden.

Wie aus der Literatur bekannt, kommt es innerhalb der HE zur Astrozytenschwellung (Haussinger,
1998). Prazipitierende Faktoren wie beispielsweise Infektionen verstarken dies oder induzieren selbst
ein Gliaddem (Haussinger and Schliess, 2008). Biochemische Folgen der Astrozytenschwellung sind
neben oxidativem Stress auch Protein-Tyrosin-Nitrierungen (Schliess et al., 2002). Doch es ist unklar,
welches Mal} die astrogliale PTN zur Apoptoseresistenz von Astrozyten beitragt. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass nach CD95L-Stimulation in Astrozyten eine CD95-Tyrosin-Nitrierung
nachzuweisen ist, die die Zellen vor Apoptose schitzt. Es koénnte also sein, dass die
Astrozytenschwellung im Rahmen der HE zu einer CD95-Tyrosin-Nitrierung fuhrt und diese der Grund
daflr ist, dass Astrozyten in der HE keine Apoptose durchlaufen, was wiederum unter anderem zur
Reversibilitat des Krankheitsbildes beitragen kénnte. Ein weiterer Grund fiir die Reversibilitdt der HE
kénnte sein, dass die Neurone an der Pathogenese nicht beteiligt sind. Denn im Gegensatz zu den
Astrozyten kénnen sich Neurone in Folge von Schlaganfallen, Traumen oder neurodegenerativen
Erkrankungen nicht regenerieren (Demjen et al., 2004; Pekny and Nilsson, 2005), sie gelten nicht als
apoptoseresistent. Nach ischamischen Gehirnschaden wird vermehrt CD95L freigesetzt, was erklaren
kénnte, warum Neurone einen apoptotischen Zelltod sterben, Astrozyten aber nicht (Martin-Villalba et
al., 1999). Die Apoptoseresistenz der Astrozyten kénnte demnach einen weiteren Grund fir die

Reversibilitat der HE darstellen.

Als wichtiges Signaltransduktionselement fur die CD95L-induzierte CD95-Tyrosin-Nitrierung in
Astrozyten kommt die NADPH-Oxidase in Frage, die mdglicherweise die CD95-Tyrosin-Nitrierung
vermittelt und so den pro-apoptotischen Signalweg hemmt. Diese Vermutung basiert auf der
Annahme, dass ein ahnlicher molekularer Mechanismus der CD95L-induzierten CD95-Y-NO,; in
Astrozyten und ruhenden HSZ vorliegt (Reinehr et al.,, 2008). Des Weiteren ist bekannt, dass
Astrozyten den NMDA-Rezeptor exprimieren (Gérg et al., 2003) und dessen Aktivierung als
vorgeschaltetes Ereignis in der durch Benzodiazepine-, Ammoniak- und der hypoosmolar-bedingten
Protein-Tyrosin-Nitrierung in Astrozyten identifiziert werden konnte. Ob eine NMDA-Rezeptor-
Aktivierung der CD95L-induzierten CD95-Tyrosin-Nitrierung vorausgeht, kann in Folgestudien
analysiert werden.

Interessant ist auch die Analyse, an welchem Tyrosinrest die CD95-Tyrosin-Nitrierung stattfindet.

232 291

CD95 bestitzt drei Tyrosinreste, wobei die Phosphorylierung der Tyr™ und Tyr® innerhalb der

Todesdomane fir die CD95-Aktivierung und Apoptoseeinleitung essentiell ist.

Gleichzeitig konnte die Aktivierung eines mitogenen Signalweges nach CD95L-Stimulation in
Astrozyten nachgewiesen werden, dessen Analyse fiir weitere Studien von Bedeutung sein kénnte. Es
stellt sich die Frage, ob eine Liganden-abhadngige EGFR-Aktivierung fir die proliferative
Signalkaskade verantwortlich ist, wie es in hepatischen Sternzellen bereits nachgewiesen werden

konnte (Reinehr et al., 2008). Es ist zumindest naheliegend, da das in HSZ vorgeschaltete Ereignis
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der c-Src-Aktivierung bereits in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte und eine Zielstruktur der
Src-Kinasen der Tyrosinrest 845 (Tyr**®) des EGFR ist.

Eine Studie zeigt, dass niedrige Konzentrationen von CD95L zwar proliferativ wirken, hdhere
hingegen Apoptose in Astrozyten einleiten (Barca et al., 2013). Es stellt sich die Frage, ob eine CD95-
Tyrosin-Nitrierung bei héheren als in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von CD95L auch
noch auftritt, allerdings ist es fraglich, ob so hohe CD95L-Konzentrationen unter pathologischen
Bedingungen Uberhaupt vorkommen, sodass die medizinische Relevanz unter Umstinden nicht

gegeben ist.

Die CD95-Tyrosin-Nitrierung scheint ein Schutzmechanismus der Zellen vor dem apoptotischen
Zelltod zu sein. Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass Todesrezeptor-Liganden wie CD95L in
Astrozyten als Mitogene wirken und gleichzeitig den apoptotischen Signalweg inaktivieren. Dies
kénnte im Hinblick auf neurologische Erkrankungen mit regenerierenden Potential von Bedeutung sein

und die Rolle der Astrozyten als Zellen mit Stammzellcharakter untermauern.
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