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1 Abkiirzungen

°C Grad Celcius

7-T™M Siebentransmembranrezeptoren

Abb. Abbildung

AS Aminosaure

AB Amyloid B

ATP Adenosintriphosphat

BAM22 Bovine adrenal medulla 22

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

C-Terminus Carboxy-Terminus

ca. circa

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
cm Zentimeter

CO; Kohlenstoffdioxid

d.h. das heif3t

DAG Diacylglycerol

dest. Destilliert

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EEP EDTA-extractable protein

FMLF N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin
g Gramm

GABA gamma-Aminobuttersdure

GAL Galanin

GDP Guanosindiphosphat

GHRP-6 Growth hormone releasing hexapeptide
Glc Glucose

GPCR G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

GRK G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen
GRP Gastrin Releasing Peptid

GSH y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin, Glutathtion
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde



H20: Wasserstoffperoxid

HO- Hydroxylradikal

IGF-I insulin-like growth factor I

IP; Inositoltriphosphat

KCl Kaliumchlorid

KH2PO,4 Kaliumdihydrogenphosphat

I Liter

Leu Leucin

LHRH luteinisierendes Hormon Releasing-Hormon
LPA Lysophosphatidsaure

LPC Lysophosphatidylcholin

m Meter

M Mol

MCB Monochlorobiman

mGIuR metabotroper Glutamatrezeptor

MIF melanocyte-stimulating hormone release-

inhibiting factor
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid

Na;HPO., Dinatriumhydrogenphosphat

NacCl Natriumchlorid

NPF Neuropeptid F

0, Superoxidanionradikal

oD optische Dichte

0.g. oben genannt(en)

PAMP Pathogen-associated molecular patterns
PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
PKA Proteinkinase A

PLD Phospholipase D

RGS Regulationsprotein G-gekoppelter Rezeptoren
Rho Ras homologue

ROS reaktive Sauerstoffspezies

s.u. siehe unten

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM standard error of the mean

SRE Serum-Antwort-Element

SRIF somatotropin release-inhibiting factor
Tab. Tabelle

TRH Thyreotropin Releasing Hormon
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u.a. unter anderem

UDP Uridindiphosphat

UDP-GIc-NAc Uridine diphosphate N-acetylglucosamine
uv ultraviolett

v.a. vor allem

X Cystin/Glutamat-Antiporter

z.B. zum Beispiel



2 Einleitung und theoretische Grundlagen

2.1 Oxidativer Stress

2.1.1 Reaktive Sauerstoffspezies und der Schutz vor oxidativem Stress

Oxidativer Stress flihrt zu einem Ungleichgewicht zwischen der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und deren Verstoffwechslung. Zu der Gruppe der reaktiven
Sauerstoffspezies zahlt man Superoxid-Anionenradikale (0O:-"), Wasserstoffperoxid (H.0;) und
Hydroxylradikale (HO-), die bei der Reduktion von Sauerstoff, z.B. als Nebenprodukte der
Komplexe I und III der mitochondrialen Atmungskette entstehen (Turrens and Boveris, 1980),
oder durch weitere metabolische Zellaktivitdaten, Zytokine, Umwelteinflisse, UV-Strahlung oder
Medikamente. Bei Akkumulation von ROS entsteht Schadigung u.a. von Proteinen, DNS und
die Zerstdérung von Zellmembranen durch Angriff auf ihre ungesattigten Fettsdauren
(Ubersichtsarbeit von Finkel & Holbrook, 2000).

Es gibt mehrere enzymatische und nichtenzymatische antioxidative Schutzmechanismen, um
die Gefahr der Schadigung durch reaktive Sauerstoffspezies zu verhindern. Hervorzuheben ist
die Rolle des Tripeptids Glutathion (GSH), das nichtenzymatisch Produkte wie Superoxid-
Anionenradikale und Hydroxyradikale reduziert (Ubersichtsarbeit von Schulz et al., 2000). Als
Tripeptid (Glutamat, Cystein, Glycin) ist GSH das kleinste zelluldre Antioxidans in der Abwehr
gegen oxidativen Stress. Das limitierende Substrat der GSH-Synthese ist die Aminosadure
Cystein, die entweder aus dem Cystathionin-Stoffwechsel (Finkelstein, 2000) oder durch
intrazellulare Reduktion von Cystin (Grifftith, 1999) synthetisiert wird. Cystin wird von
extrazellular durch den System X. genannten Cystin/Glutamat-Antiporter in den
Intrazellularraum transportiert (Murphy et al., 1989).

Die protektiven Signalwege, die durch chronischen oxidativen Stress ausgeldst werden, kénnen
zum Zelliberleben, aber auch zur Einleitung von Apoptose, also programmiertem Zelltod,
fihren (Martindale and Holbrook, 2002).

2.1.2 Oxidativer Stress und neurologische Erkrankungen

Oxidativer Stress spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener neurologischer
Erkrankungen wie der Alzheimer'schen Demenz, dem Morbus Parkinson, dem Morbus
Huntington, der Epilepsie und dem ischamischen Schlaganfall (Wiedau-Pazos et al., 1996;
Costello und Delanty, 2004; Browne und Beal, 2006; Steiner et al., 2006; Ilieva et al., 2007;
Wong und Crack, 2008). Das Gehirn ist empfindlich flir oxidative Prozesse (Behl, 1999). Es

bendétigt hohe Energieressourcen, die es durch vermehrte ATP-Synthese in der mitochondrialen



Atmungskette gewinnt, was gleichzeitig mit einer erhéhten Produktion von ROS einhergeht.
Auch ist die Menge der ungesattigten Fettsauren im zentralen Nervensystem hoch, die
Angriffspunkte flir Sauerstoffradikale darstellen.

Man geht davon aus, dassoft auch eine exzessive Glutamatausschiittung an
neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt ist, welche zu massivem Kalziumeinstrom und als
Folge zum Zelltod flihren kann (Choi, 1987). Dieser Mechanismus der exzessiven neuronalen
Glutamatausschiittung mit konsekutivem Zelltod wird auch als Exzitotoxizitat bezeichnet
(Bruno et al., 1995). Glutamat ist ein wichtiger zentraler Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem (Ubersichtsarbeit von Fonnum, 1984) und ist an vielen verschiedenen
Stoffwechselvorgangen beteiligt. Neben Exzitotoxizitdt kénnen erhdhte extrazellulare
Glutamatkonzentrationen neurotoxische Effekte bedingen, indem der Konzentrationsgradient
zum Intrazelluldrraum eine Blockade des Cystin/Glutamat-Antiporters System X. zur Folge

hat, was in Folge zu einem Erliegen der Glutathion-Synthese flhrt.

2.1.3 Oxidative Glutamattoxizitat als Modell fir neuronalen Zelltod in Abhangigkeit

von oxidativem Stress

Als in-vitro Modell fir endogenen oxidativen Stress eignet sich das Modell der oxidativen
Glutamattoxizitat an der gut untersuchten hippokampalen HT22-Zelllinie der Maus. Da diese
Zellen keine ionotropen Glutamatrezeptoren exprimieren, kommt es nicht zu Exzitotoxizitat.
Oxidativer Stress wird hier durch die Zugabe von Glutamat in das Zellkultur-Medium induziert
(Davis & Maher, 1994). Dabei resultiert die Glutamattoxizitat aus der hohen extrazellularen
Glutamatkonzentration, welche durch den transmembrandren Konzentrationsgradienten den
Cystin/Glutamat-Antiporter X blockiert und somit zu einer Erniedrigung der intrazelluléren
Cystinkonzentration flihrt (Lewerenz et al., 2003). Der Mangel an intrazellularem Cystin fihrt
zu einer verminderten Produktion von Glutathion, sodass die Verstoffwechslung von reaktiven
Sauerstoffspezies nicht mehr gewahrleistet ist. Es akkumulieren reaktive Sauerstoffspezies und
fihren schlieBlich zum Zelltod (Tan et al., 1998).

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits in vorherigen Arbeiten dieses in-vitro Modell fir
endogenen oxidativen Stress verwendet (Lewerenz et al., 2003; Sahin et al., 2006; Dittmer et
al., 2008). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine Sammlung 54 verschiedener
endogener, putativer extrazellularer Liganden von Rezeptoren auf ihre Wirkung im Modell der
oxidativen Glutamattoxizitdt untersucht werden, um so neuroprotektive oder neurotoxische

Substanzen zu identifizieren.
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Abb. 1: Glutathionsynthese und die Darstellung des Cystin/Glutamat-Antiporter X. sowie seine Funktion in
Abhiingigkeit von Glutamat. Uber den Cystin/Glutamat-Antiporter X~ wird Zystin im Austausch von Glutamat in den

Intrazelluldrraum aufgenommen und steht der Glutathionsynthese zur Verfiigung, wodurch dann Peroxide und freie
Radikale abgebaut werden kénnen (Lewerenz & Methner, 2006).
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2.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) gehéren mit Gber 1000 verschiedenen Subtypen zu
einer der gréBten Familien membranstandiger Oberflachenrezeptoren und machen einen Anteil
von 2% aller humanen Proteine aus (Ubersichtsarbeit von Howard et al., 2001). Der GroBteil
der derzeit verwendeten Medikamente modifizieren die Signalwege von GPCRs (Drews, 2000).
Daher kommt GPCRs bei der Suche nach neuroprotektiven Substanzen eine wichtige Rolle zu.
Entdeckt wurden GPCRs in den 1980er Jahren, als in Untersuchungen der visuellen
Signallbertragung in der Retina und der hormonellen Signaliibertragung in anderen Geweben
Analogien festgestellt wurden (Lefkowitz, 2000). Man identifizierte in beiden Prozessen einen
membranstandigen Rezeptor, ein G-Protein und ein Effektorprotein. Die
Réntgenstrukturanalyse des retinalen Sehpigments Rhodopsin ermdéglichte eine Darstellung der
molekularen Struktur von GPCRs. Dabei erkannte man eine Polypeptidkette, die die Lipid-
Doppelschicht der Zellmembran siebenfach durchspannte (Palczewski et al., 2000). Die
meisten dieser Siebentransmembranrezeptoren (7-TM) werden als G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren bezeichnet, da sie ein Guaninnukleotid-regulierendes Protein aktivieren.

Die Aktivierung der Signalwege Uber GPCRs kann durch extrazellulare Moleklle
(Ubersichtsarbeit von Bockaert & Pin, 1999) ausgelést werden. Dies ist ein grundlegender
Mechanismus vieler physiologischer Prozesse, wie der Neurotransmission und des

Metabolismus, der Sekretion und des Zellwachstums.

2.2.1 Struktur von GPCRs

Wie oben dargelegt, gehdren die GPCRs zur Familie der Siebentransmembranrezeptoren (7-
TM). Sie bestehen aus 7 hydrophoben, die Zellmembran durchspannenden Untereinheiten,
sogenannten a-Helices. Diese 7 a-Helices sind miteinander durch drei extra- und drei
intrazellularen Schleifen miteinander verbunden, wobei die N-terminale Sequenz extrazellular
und die C-terminale Sequenz intrazelluldr liegt (Ubersichtsarbeit von Howard et al., 2001).
Dabei besitzen die GPCRs eine extrazelluldare oder transmembrandse Bindungsstelle flr
Liganden, wahrend das G-Protein intrazelluldar am Rezeptor gebunden ist. Die meisten der 7-
TM-Rezeptoren lassen sich in drei Hauptklassen (A, B und C) einteilen (Ubersichtsarbeit von
Gether, 2000). Zur Rezeptorfamilie A gehéren Rhodopsin, Rhodopsin-verwandte Rezeptoren
und auch B-Adrenorezeptoren. Diese bilden die groBte Untergruppe und zeichnen sich
strukturell durch bis zu 20 konservierte Aminosauren (AS) und eine Palmitoylierungsgruppe
am C-Terminus aus. Durch diesen strukturellen Aufbau wird die Ausbildung einer zusatzlichen,
vierten intrazellularen Schleife ermdglicht, die sogenannte Helix 8, die durch ihre
Palmitoylierungsgruppe in der Zytoplasmamembran verankert ist (Ubersichtsarbeit von Qanbar

& Bouvier, 2003). Zu der Rezeptorfamilie B gehéren die Glucagonrezeptor-ahnlichen



Rezeptoren, die sich durch konservierte AS sowie einen langen N-Terminus (>100 AS) mit
sechs konservierten AS und einen kurzen C-Terminus ohne Palmitoylierungsgruppe
auszeichnen. SchlieBlich ist flir die Rezeptorfamilie C, zu der metabotrope Neurotransmitter
wie zum Beispiel GABA-Rezeptoren gehdren, ein sehr langer N-Terminus (500-600 AS) mit bis

zu 20 konservierten AS und einen C-Terminus ohne Palmitoylierungsgruppe charakteristisch.

2.2.2 Aktivierung der Signalwege von GPCRs

Die Aktivierung der Signalwege von GPCRs koénnen durch extrazellulare Molekile wie
Aminosduren, Peptide, Lipide, Kalzium und Photonen (Ubersichtsarbeit von Bockaert & Pin,
1999) ausgelést werden. Die extrazelluldre Bindung von Liganden kann zu einer
Konformationsdanderung des Rezeptors flhren (Farrens et al., 1996). Diese
Konformationsanderung bewirkt, dass neben der Bindung eines heterotrimeren G-Proteins
weitere Adaptermolekile interagieren kénnen, die an der Signalweiterleitung und eventuellen
Internalisierung des Rezeptors beteiligt sind. Rodbell und Kollegen entdeckten schon in den
1970er Jahren das G-Protein, welches im inaktiven Zustand aus der a-, B - und y-Untereinheit
und einem gebundenen Guanosindiphosphat (GDP) besteht (Rodbell et al., 1971). Bei
Aktivierung des Rezeptors tritt das G-Protein mit GDP in Wechselwirkung und es kommt zu
einem Austausch von dem an der Untereinheit gebundenen GDP zu GTP. Dieser Austausch wird
durch den Guaninnukleotid-Austauschfaktor Rho (RhoGEF) induziert und bewirkt den aktiven
Zustand des G-Proteins (Ubersichtsarbeit von Bourne et al., 1991). In diesem aktivierten
Zustand des G-Proteins dissoziieren die a-Untereinheit mit GTP und der B/y-Dimerkomplex
auseinander und fihren unabhangig voneinander zur Regulierung von membrangebundenen
Zielproteinen, welche Enzyme (Adenylatzyklase, Phospholipase C, cGMP-Phosphodiesterase)
oder Ionenkanale sein kénnen. Die unterschiedlichen Signalkaskaden sind von der Spezifitat
der a-Untereinheit des G-Proteins abhangig. Es existieren 16 verschiedene a-Untereinheiten,
die wiederum in vier Unterfamilien von G-Proteinen, Gas, Gai, Gaq und Gai/13 unterteilt werden
(Hamm, 2001). Je nach a-Untereinheit werden Zell- bzw. Membranproteine aktiviert oder
deaktiviert. Eine Aktivierung der a-Untereinheit von Gas-Proteinen flhrt beispielsweise zu einer
Aktivierung der Adenylatzyklase, die den sekunddren Botenstoff zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) produziert, der weiter die cAMP-abhdngige Proteinkinase A
(PKA) aktiviert (Rodbell et al., 1971). Die aktivierte PKA phosphoryliert Serin/Threoninreste
von Zielproteinen. Im Gegensatz dazu fihrt eine Aktivierung von Ga; -Proteinen zu einer
Inhibierung der Adenylatzyklase und somit in Folge auch zu einer verminderten Bildung von
cAMP. Wird bei einer SignallUbertragung das Gaq -Protein aktiviert, werden die sekundaren
Botenstoffe Inositoltriphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) Uber die Aktivierung der
Phospholipase C produziert. IPs bewirkt die Offnung von Kalziumkanalen, wahrend DAG die

Phospholipase C aktiviert. Bei einer Aktivierung der Gai,,i3-Proteinen werden sowohl die



Phospholipase D (PLD) und Thyrosinkinasen, als auch RhoGEF und mehrere Rho-Proteine
aktiviert (Ubersichtsarbeit von Liebmann, 2004). Abhangig von Aktivierung oder Inhibierung
der Zielproteine durch die verschiedenen G-Proteine kénnen also die Konzentrationen von
sekundaren Botenstoffen oder Liganden reguliert werden, was wiederum den Metabolismus der

Zelle veréndern kann (Ubersichtsarbeit von Howard et al., 2001).

2.2.3 Regulation und Modulation der GPCR-Signalkaskade

Zur Regulation zelluldrer Erregbarkeit, z.B. in Abhdngigkeit von extrazelluldaren Signalen,
stehen den GPCRs verschiedene Mechanismen wie die Desensitisierung, die Internalisierung,
der lysosomale Abbau und viele mehr zur Verfigung (Klaasse et al., 2008). Durch die
Aktivierung der GPCRs durch extrazelluldre Liganden kann eine Desensitisierung eintreten. Das
bedeutet, dass der Rezeptor nach mehrmaliger repetitiver Stimulation durch den Liganden
einen Verlust der erneuten Aktivierbarkeit erfahrt, indem seine Reizschwelle U(berschritten
wurde. Darauf folgt eine Internalisierung des Rezeptors. Diese Desensitisierung kann durch
einen Ruckkopplungsmechanismus ausgelést werden, indem die verschiedenen G-Protein-
gekoppelten Rezeptorkinasen (GRKs) oder cAMP-abhdngige Kinasen den Rezeptor selbst
phosphorylieren, durch den sie zuvor aktiviert wurden (Ubersichtsarbeit von Hausdorff et al.,
1990). Durch die Phosphorylierung des Rezeptors im Rahmen der Desensitisierung kann
gleichzeitig die Bindung mit einem G-Protein verhindert werden und auch die Interaktion
anderer Proteine geférdert werden.

Eine weitere wichtige Rolle in der Signalweiterleitung spielen sogenannte Regulationsproteine
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (RGS, ,Regulators of G-protein Signaling™). Diese
Regulationsproteine zeichnen sich durch ihre intrinsische GTPase-Aktivitat gegeniber aktiven
Ga-Untereinheiten aus, besonders gegenliber Ga; - und Gag -Proteinen. Diese RGSs kénnen den
inaktiven Zustand der Rezeptoren beschleunigen, wodurch keine weitere Signaltransduktion
ausgelost werden kann (Gilman et al., 1987). Als ein wichtiger Vertreter der RGSs ist das
RGS16 zu nennen. RGS16 inhibiert die Gais-vermittelte Signalweiterleitung und damit die
Serum-Antwort-Element- (SRE, ,Serum Response Element") vermittelte Transkription
(Johnson et al., 2003). Ohne solche Regulationsmechanismen kénnte die Zelle nicht auf stets
neue extrazelluldre Signale reagieren. Dies wirde schlieBlich zu unkontrolliertem Zellwachstum
fihren. Ein solches unkontrolliertes Zellwachstum kénnte letztendlich zur Entstehung von

Tumorzellen fuhren.



2.2.4 Opioidrezeptoren

Auch Opioidrezeptoren gehéren zu der Rezeptorfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.
Opioide wirken v.a. analgetisch, sedierend und euphorisierend. Es gibt sowohl endogene
Opioide als auch exogene Narkoanalgetika, die an Opioidrezeptoren binden. Zu den
kérpereigenen Liganden gehdéren z.B. Endorphin, Enkephalin und Dynorphin.

Es gibt verschiedene G-Protein gekoppelte Opioidrezeptoren. Die bekanntesten sind die y-,k-
und 0O-Rezeptoren. Allen drei Rezeptorgruppen gemeinsam ist die Aktivierung eines Ga;
-Proteins, welches somit zur Senkung der intrazelullaren cAMP-Konzentration flhrt
(Ubersichtsarbeit von Kelly, 2013).

2.2.5 GPCRs als Ziel flir Medikamente

GPCRs sind in vielen Zellprozessen wie z.B. Zellwachstum, Zellproliferation,
Neurotransmission, Metabolismus, Sekretion und vielen weiteren Ablaufen beteiligt. So kdnnen
Defekte und Stérungen in der Signalkaskade zur Ausbildung von Tumoren und anderen
Krankheiten flhren. Daher sind GPCRs wichtige Regulations- und Angriffspunkte fir
Medikamente. Etwa 50% der auf dem Markt verschreibungspflichtigen Medikamente wirken auf
verschiedenen Ebenen der GPCRs (Ubersichtsarbeit von Howard et al., 2001). Die meisten
dieser Medikamente sind inverse Agonisten (Ubersichtsarbeit von Wilson et al., 1998). Als
Beispiel flir diese inversen Agonisten sind der Histamin-Rezeptorantagonist Fexofenadine
(Telfast (R)) und die Serotonin-Rezeptoragonisten Sumatriptan (Imigran (R)) oder Ergotamin
zur Vasokonstriktion zu nennen (Ubersichtsarbeit von Jacoby et al., 2006).

Anhand von bioinformatischen Analysen und der Sequenz des menschlichen Genoms konnten
bis zu 500 Waisen-GPCRs (Orphan-GPCRs) entdeckt werden. Unbekannt in diesem
Zusammenhang sind die Liganden der jeweiligen Waisen-GPCRs (Ubersichtsarbeit von
Shaaban & Benton, 2001; Ubersichtsarbeit von Menzaghi et al., 2002). Somit besteht ein
hohes Aufklédrungspotenzial zur Identifizierung von Liganden und deren Funktion, was
wissenschaftlich weitere Einblicke in die physiologische Rolle dieser Rezeptoren und das Design
pharmakologisch aktiver Agonisten, Antagonisten oder inverser Agonisten erlaubt (Joost &
Methner, 2002).

Aus diesem Grund spielen GPCRs in der pharmazeutischen Forschung eine zentrale Rolle. Ziel
der Aufklarung zelluldrer Mechanismen, beteiligter Rezeptoren und Liganden ist die
Identifizierung neuer Zielstrukturen und Angriffspunkte zur medikamentdsen
Therapieentwicklung. Die Identifizierung neuer Zielstrukturen sollen Angriffspunkte fir

pharmakologische Anséatze (,drug targets"™) unterschiedlicher Krankheiten sein.



2.2.6 GPCRs und ihre Rolle bei oxidativer Glutamattoxizitat

Zwei wichtige Beispiele zeigen die Bedeutung von GPCRs bei oxidativer Glutamattoxizitat. Zur
Familie der GPCRs gehdren die metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR). Zur Zeit sind acht
mGIuR bekannt und werden in Abhangigkeit ihrer Struktur und ihren pharmakologischen
Eigenschaften in drei Gruppen eingeteilt. Die Rezeptoren der Gruppe I sind Ga,-gekoppelte
Rezeptoren und aktivieren somit die Phopholipase C. Gruppe II und III hemmen die
Aktivierung der Adenylatzyklase durch Kopplung an Gaj-Proteine.

In vergangenen Studien zeigte sich u.a. durch die Aktivierung der Proteinkinase C eine
Inhibition glutamatinduzierter Zytoxizitdt (Davis und Maher, 1994). Sagara und Schubert
zeigten 1998 in ihrer Arbeit die protektive Wirkung von metabotropen
Glutamatrezeptoragonisten an mGIuR I im Modell der HT22-Zellen.

AuBerdem zeigte die Stimulation von Dopamin D4-Rezeptoren durch Blockierung des
intrazellularen Kalziumeinstroms durch Regulation von intrazelluldarem cGMP eine
zellprotektive Wirkung (Ishige et al., 2001). Sie zeigten zu welchem Zeitpunkt der oxidativen
Glutamattoxizitdt Dopaminagonisten neuroprotektiv wirken. Die Aktivierung von D4-
Rezeptoren bewirkte eine Erniedrigung der intrazelluldren cGMP-Konzentration, sodass
schlussgefolgert wurde, dass dies der entscheidende Mechanismus fir die Zellprotektion vor
Glutamat ist. Durch eine Erniedrigung der intrazelluldren cGMP-Konzentration werden weniger
cGMP-abhéangige Kalziumkanale gedffnet und der intrazellulare Kalziumeinstrom sinkt, der zum
Zelltod fuhren wirde.

2003 erarbeitete die Arbeitsgruppe von Lewerenz et al., dass die Aktivierung von Gas-Proteine
HT22-Zellen vor oxidativer Glutamattoxizitat schitzt. In dieser Studie wurde gezeigt, dass
Choleratoxin Gas-Proteine aktiviert und somit die Synthese der Adenylatzyklase fordert, was
eine Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration und eine Aktivierung der Proteinkinase A
zur Folge hat. In Zellen, die mit Choleratoxin behandelt wurden, wurde eine erhdhte
Konzentration von intrazelluldarem Glutathion gemessen.

Eine zentrale Rolle der GPCRs zum Schutz vor oxidativen Stress zeigte die Wirkung von Bcl-2,
einem Protoonkogen (Sahin et al., 2006). Auch die Uberexpression von Bcl-2 bewirkt eine

Erhéhung der intrazelluléaren Glutathionkonzentration.



2.3 Die untersuchten Liganden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Peptide und kleine Molekile
untersucht, bei denen eine Wirkung als extrazelluldre Liganden bereits bekannt war oder
moglich erschien. Diese Liganden waren ein Geschenk von Prof. Chica Schaller (Institut flr
Entwicklungs-Neurobiologie der Universitat Hamburg), die mit Hilfe dieser Ligandenbibliothek
verschiedene GPCRs deorphanisieren wollte. Die untersuchten Liganden unterscheiden sich in
verschiedenen Aspekten. Um die Gesamtzahl der Liganden Ubersichtlich zu gestalten, werden
diese in funktional gemeinsame Gruppen eingeteilt.

Der GroBteil der Substanzen sind bekannte extrazelluldre Liganden, die Uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren verschiedene Signalkaskaden primar auslésen. Zu den Liganden, die
das Gas-Protein und somit die Adenylatzyklase aktivieren, gehéren: Amylin, Forskolin,
Lysophosphatidsdure (LPA), Lysophosphatidylcholin (LPC), Progesteron, Relaxin und Secreton.
Einige dieser Substanzen kdénnen zusatzlich auch (ber andere G-Proteine, je nach ihren
Rezeptoren, Signalwege aktivieren. Apelin, Chemerin, Galanin (GAL), Galanin 1-16 (Gal 1-16),
HOE14B, Kallidin, LPA, Neuropeptid Y (NPY), Neuropeptid F (NPF), Relaxin, Somatostatin,
Somatotropin release-inhibiting Factor (SRIF), Uridindiphosphat-Glucose (UDP-GIc) und Uridine
diphosphate N-acetylglucosamine (UDP-Glc-NAc) senken die Konzentration von cAMP durch die
Inhibierung der Adenylatzyklase Uber das Ga;-Protein. Der GrofBteil der untersuchten Liganden
erhéhen die Aktivitat der Phospholipase C Uber das Gaq-Protein: Amyloid B (AB), Amylin,
Chemerin, EDTA-extractable-Protein (EEP), Endothelin, N-Formylmethionyl-Leucyl-
Phenylalanin (FMLF), GAL, GAL 1-16, Gastrin Tetrapeptid, Growth hormone releasing
hexapeptide (GHRP-6), Gastrin Releasing Peptid (GRP), HOE14B, Kallidin, luteinisierendes
Hormon Releasing-Hormon (LHRH), LHRH 1-5, LHRH II, LPA, LPC, Motilin, Neurokinin A,
Neuromedin B, Neuromedin U, Prokinetin, Relaxin, Gastron, Substanz K, Substanz P,
Thyreotropin Releasing Hormon (TRH), Uridindiphosphat (UDP) und Urotensin. AuBerdem
untersuchten wir auch bekannte intrazelluldre second messenger, die wir in der vorliegenden
Arbeit jedoch als extrazelluldare Substanzen einsetzten. Hierzu zdhlen zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP). Beide
Moleklile spielen eine wichtige Rolle bei Signaltransduktionen nach Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren, welche cAMP- bzw. cGMP-abhdngige Proteinkinasen aktivieren.
SchlieBlich zahlen die Liganden p-Endorphin, Endomorphin, Leu-Enkephalin, Tyr-MIF-I,
Morphiceptin und Substanz P zu der Gruppe der Opioide. Diese Substanzen koppeln an p- ,k-
und d0-Rezeptoren, die als Opiodrezeptoren bekannt sind (Waldhoer et al., 2004). Diese Opioid-
Rezeptoren gehoéren ebenfalls zu der Gruppe der GPCRs.

Insulin-like growth factor I (IGF-1), Pathogen-associated molecular patterns (PAMP) und
Nocistatin kédnnen nicht zu den o.g. Gruppierungen gezahlt werden. Der Rezeptor von IGF-1 ist
ein transmembrandrer Tyrosinkinaserezeptor. Tyrosinkinaserezeptoren kénnen nach Bindung

ihrer Liganden Molekiile phosphorylieren, indem sie eine Phosphatgruppe von ATP abspalten



(LeRoith et al., 1995; Hanks et al., 1988). PAMP wirkt Uber Waisen-G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (Creagh & O'Neill, 2006). Der Rezeptor von Nocistatin, u.a. ein Derivat des
Prapronociceptinproteins neben Nociceptin und Nocll, konnte bislang noch nicht identifiziert
werden (Johnson & Connor, 2007).

Die folgende Tabelle fasst alle in dieser Arbeit untersuchten Liganden, ihre im
Glutamattoxizitatstest verwendeten Konzentrationen und, soweit bekannt, ihre priméren

Signaltransduktionen zusammen.

Ligand Primadre Signaltransduktion | Konzentrationen im
Glutamattoxizitdtstest
AB Ga, (Le et al., 2001) 1uM, 1nM
Amylin Gas, Gaq (Morfis et al., 2998) |10 nM, 1nM
Apelin Gai (Lee et al., 2001) 1uM, 10 nM
BAM22 Opiodrezeptoren p 8 k (Breit |1 uM, 10 nM
et al., 2006)
B-Endorphin Opiodrezeptor p (Li, 1976) 100 nM, 10 nM
cAMP second messenger 1 puM, 100 nM
cGMP second messenger 0,1 mM, 10 uM
Chemerin Ga,, Ga; (Wittamer et al.,|1 pM, 100 nM
2003)
Dynorphin Opiodrezeptor p (Merg et al., |10 nM, 100 nM
2006)
EEP Gaq (Kobayashi et al., 1990) 1 puM, 100 nM
Endomorphin Opiodrezeptor p (Zadina et 1puM, 100 nM
al., 1999)
Endothelin Gaq (Mizoqushi et al., 2000) 1 puM, 100 nM
FMLF Gaq (Zhang etal., 2003) 100 nM, 10 nM
Forskolin Gas (Insel et al., 2003) 1 puM, 100 nM
GAL Ga;, Gaq(Kelli et al., 1998) 1 uM, 100 nM
GAL1-16 Ga;, Gaq (Kelli et al., 1998) 1uM, 1 nM
Gastrin Tetrapeptid Gaq (Nagata et al., 1996) 1uM, 10 nM
Gastrin Gaq (Nagata et al., 1996) 1 puM, 100 nM
GHRP-6 Gagq (Yan et al., 2004) 1uM, 1 nM
GRP Gaq (Benya et al., 1995) 1 puM, 100 nM
Hemorphin Opiodrezeptoren p o (Lee et 1uM, 0,1 uM
al., 2003)
HOE140 Ga;, Gaq (Liebmann et al.,|1 uM, 100 nM
1993)
IGF-1 Tyrosinkinaserezeptor 1 puM, 100 nM
(LeRoith et al., 1995)




Kallidin Ga;, Gaq (Boels, 2003) 1 uM, 100 nM
Leu-Enkephalin Opioidrezeptoren p 6 (Rapaka, |1 uM
1986)
LHRH Gaq (Naor et al., 2000) 1 uM
LHRH1-5 Gaq (Naor et al., 2000) 1 puM, 100 nM
LHRHII Gag (Naor et al., 2000) 1 uM, 100 nM
LPA Gas, Ga, Gaq (Hla et al.,/10 uM, 1 uM
2001)
LPC Gas, Gaq(Flavahan, 1993) 1 uM, 100 nM
MIF-1 Opiodrezeptor p (Gergen et 10 uM, 1 pM
al., 1996)
Morphiceptin Opiodrezeptor p (Chang, 1 puM, 100 nM
1982)
Motilin Gaq (Depoortere, 2001) 100 nM, 10 nM
Neurokinin A Gaq (Winter, 2005) 1 puM, 100 nM
Neuromedin B Gaq (Benya et al., 1995) 1 puM, 100 nM
Neuromedin U Gaq (Brighton, 2004) 1 uM, 100 nM
Neuropeptid Y Ga; (Michel et al., 1998) 1 uM, 100 nM
Nocistatin unbekannter Rezeptor 1 uM, 100 nM
(Johnson & Connor, 2007)
NPF Ga; (Reale et al., 2004) 100 nM, 10 nM
PAMP Waisen-GPCR (Nicaise, 2009) (100 nM, 0,1 pM
Progesteron Gas (Gadkar-Sabke, 2005) 1 uM, 100 nM
Prokinetin Gaq (Lin et al., 2002) 100 nM, 10 nM
Relaxin Gas, Ga;, Gaq (Bathgate et al.,| 100 nM, 10 nM
2006)
Secreton Gas (Dong & Miller, 2002) 100 nM, 10 nM
Somatostatin Ga; (Hoyer et al., 1995) 1uM, 0,1 nM
SRIF Gai(Yamada et al., 1993) 1 puM, 100 nM
Substanz K Gaq (Norma et al., 1990) 1 uM, 100 nM
Substanz P Gaq (Gerard et al., 1991) 1 uM, 100 nM
TRH Gaq (Gershengorn, 1993) 100 nM, 10 nM
UDP Gaq (Abbracchio et al., 2006) |1 uM, 1 nM
UDP-Glc Ga; (Abbracchio et al., 2003) 100 pM, 10 pM
UDP-GIc-NAc Gai(Abbracchio et al., 2003) 1uM, 1 nM
Urotensin Gaq (Douglas et al., 2004) 100 nM, 10 nM

Tab. 1: Alle untersuchten Liganden im Glutamattoxizitatstest, ihre eingesetzten Konzentrationen und ihre

nach Rezeptorbindung ausgeldsten G-Proteine (soweit bekannt).




3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders im Text angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Roche
(Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim), Fluka Chemie

GmbH (Buchs) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

3.1.2 Nahrmedium flr die Zelllinie HT22

Far die Zelllinie HT22 wurde das Zellkulturmedium DMEM High Glucose (PAA, Paschin, Austria),
versetzt mit 5% fetalem Kalbserum (Hyclone, Vienna, Austria) und 1% Penicillin/Streptomycin

(Gibco, Karlsruhe), verwendet.

3.1.3 Puffer und Lésungen

MTT-Solubilisierungspuffer, pH 4

Dimethylformamid 20%
Natriumdodecylsulfat (SDS) 20%
Essigsaure 10%
Aqua dest.

PBS (Phosphat gepufferte Kochsalzlésung), pH 7,4

NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
KH,PO4 1,4 mM
Na,HPO4 100 mM
Aqua dest.

3.1.4 Zelllinie HT22

Die Experimente zur oxidativen Glutamattoxizitat wurden an der neuronalen, hippokampalen

Zelllinie HT22 der Maus durchgefihrt. Diese Zellen reprasentieren einen modifizierten Subklon
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der murinen, hippokampalen Zelllinie HT4 mit erhdhter selektiver Sensitivitat gegenlber
Glutamat und wurden der Arbeitsgruppe durch Dave Schubert zur Verfligung gestellt
(Morimoto und Koshland, 1990; Maher und Davis, 1996).

3.1.5 Gerate

Gergt Hersteller

FluoroGenios Pro Tecan, Mannedorf
Heracell 150 Inkubator Kendro, Schwerte
Herasafe Sterilbank Kendro, Schwerte
IX81-Fluoreszenz Mikroskop Olympus, Hamburg
Tischzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg
Thermomixer kompakt Eppendorf, Hamburg
pH-Meter Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Grobwaage Kern EW

Wasserbad Memmert, Schwabach

3.1.6 Programme

Microsoft Office
GraphPad Prism 5

Magellan Software (Proprietdre Software des Luminometers von Tecan)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Erhaltung

Die Erhaltung der murinen, hippokampalen Zelllinie HT22 erfolgte im Brutschrank bei 37°C und
5% CO,. Die Zellen wurden mit Nahrmedium in 10 cm Platten kultiviert. Abhdngig von
Wachstumsgeschwindigkeit und Zelldichte wurden sie nach 2 bis 4 Tagen passagiert. Bei einer
70 bis 80%-igen Konfluenz erfolgte das Waschen mit PBS. Zur Ablésung der Zellen diente
0,5% Trypsin (Gibco) mit 0,2% EDTA (Gibco). AnschlieBend wurde Trypsin mit einer Menge
von mindestens dem 10-fachem an Na&hrmedium (inkl. 5% Serum) inaktiviert. Nach
Inaktivierung wurden die Zellen von der Kulturplatte gesplilt, in frischem Nahrmedium auf

Zellplatten aufgenommen und je nach gewiinschter Zellzahl zur weiteren Kultur ausplattiert.

3.2.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl nach Ablésung von den Zellplatten erfolgte mittels
Neubauer Zahlkammer. Durch die Zugabe von Trypanblau wurde die farbliche Differenzierung
metabolisch aktiver von toten Zellen ermdéglicht. Erkenntlich wurden die nicht mehr lebenden
Zellen durch die farbliche Markierung, da diese den Farbstoff Trypanblau annehmen. Zu
diesem Zweck erfolgte eine 1:4 Verdlinnung mit Trypanblau, wovon 10 pl in die Neubauer
Zahlkammer gegeben wurden. Bei 10-facher mikroskopischer VergréBerung wurden die
ungefarbten, metabolisch aktiven Zellen gezahlt und die Zellkonzentration mit Hilfe folgender

Formel ermittelt:

c = Anzahl gezahlter Zellen pro Zahlkammerquadrat x Verdinnungsfaktor (1:4) x 10*

Zellen/ml

3.2.2 Modell der Glutamattoxizitat

3.2.2.1 Glutamattoxizitatstest

Nach Ablésung der Zellen von den 10 cm Kulturplatten wurden 5000 Zellen pro 96-Well,
entsprechend 50 x 10% Zellen/ml und 100 pl pro Well, in 96-Well-Platten ausgeséat und 24h im
Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
Glutamat (2,5 mM, 5 mM) fir 24h inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen in
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Nahrmedium. Unter Exposition mit Glutamat wurden die Zellen erneut fir 24h im Brutschrank
inkubiert. Nach dieser 24h Glutamat-Inkubation wurde die Zellvitalitdat mit Hilfe des MTT-

Assays im Zytotoxizitatstest (s.u.) ausgewertet und mit Kontrollzellen verglichen.

3.2.2.2 Liganden

Zur Uberprifung der Wirksamkeit der verschiedenen biochemischen Substanzen gegeniiber
der oxidativen Glutamattoxizitat wurden die HT22-Zellen bei Aussaat in 96-Well Platten mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Liganden fir 24h im Brutschrank inkubiert. Daraufhin
erfolgte der Glutamattoxizitatstest (s.u.). Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit einem
Liganden, jedoch mit der gleichen Konzentration von Glutamat und Vehikel (Lé6sungsmittel der

Liganden) inkubiert wurden.

3.2.2.3 Zytotoxizitatstest

Zur Auswertung der Zellvitalitét nach Glutamatexposition diente der MTT-Assay, bei dem in
metabolisch aktiven Zellen durch intrazelluldare Reduktion mittels Reduktionsaquivalenten das
gelbe wasserldsliche Tetrazoliumsalz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) (MTT, Sigma) zu schwarzem Formazan reduziert wird. Somit ist
die Menge des gebildeten Formazans linear proportional zur Anzahl vitaler (metabolisch
aktiver) Zellen (Ubersichtsarbeit von Berridge & Tan, 1993).

Jedem Well einer Zellkulturplatte wurden 25 pl MTT mit einer Konzentration von 5 mg/ml
hinzugeftigt und fir 2h im Brutschrank inkubiert wahrend die Reduktionsreaktion stattfand.
Um die Reaktion abzustoppen, wurden die Zellen mit jeweils 100 pl pro Well eines
Solubilisierungspuffers (20% SDS, 20% Essigsdure, 10% DMF) lysiert. Daraufhin wurden die
Zellkulturplatten 24h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und anschlieBend durch ein
Mikrotiterplatten-Lesegerat (FluoroGenios, Tecan) ausgewertet. Die Absorption (OD) wurde bei
einer Wellenldange von 562 nm gemessen (OD562) und die prozentuale Zellvitalitdt wie folgt

berechnet:

Sowohl die mit den Liganden behandelten Zellen (Probe) [OD562] als auch die unbehandelten
Kontrollzellen (Zellkontrolle) [OD562] wurden durch Subtraktion der Hintergrundkontrolle
[OD562] korrigiert.

Das prozentuale Uberleben wurde wie folgt normalisiert:
0% wurde definiert als Y = 0,0 fir alle Daten.

100% wurde definiert als der gréBte Wert aller Daten.

Die Zellkontrolle aus der [OD562] wurde von unbehandelten HT22S-Zellen mit Medium und die
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Hintergrundkontrolle aus der [OD562] von zellfreiem Medium gebildet.

3.2.2.4 GSH-Messung mittels Monochlorobiman

Die Wirkung einzelner Liganden auf die intrazelluldare GSH-Konzentration wurde mittels
Monochlorobiman (MCB) bestimmt. Das Prinzip dieser Bestimmung beruht auf die Bindung des
Monochlorobimans an reduziertes, intrazellulares Glutathion, katalysiert durch das Enzym
Glutathion-S-Transferase. Dieses Produkt konnte fluoreszenzmikroskopisch bei 550 nm
Wellenlange mit dem Mikrotiterplatten-Lesegerat gemessen werden.

Neben der fluoreszenzmikroskopischen Messung von GSH wurde die GSH-Messung mittels
Monochlorobiman auch Uber die Durchflusszytometrie (FACS) gemessen. Die Zellen wurden
mit MCB gefarbt und die Emission der Zellen bei 485 nm mit einer Anregungswellenlange von

393 nm gemessen.

3.2.2.5 Enzymatische GSH-Messung

Die enzymatische GSH-Messung wurde nach dem Prinzip von Tietze, modifziert von Griffith
(Griffith, 1980; Tietze 1969) gemessen. Dabei wurden die mit Liganden und Glutamat
inkubierten Zellen mit 1,5 %-iger Sulfosalicylsdure lysiert und Triethanolamin neutralisiert. Der
Zelllbsung wurden dann 0,3 mMol Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)
und 6 mMol 5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DNTB) zugefligt. Nach Zugabe von 50
Einheiten GSH-Reduktase wurde die Zellabsorption bei einer Wellenldnge von 405 nm

gemessen.
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3.3 Statistische Analyse

Die Versuche wurden in Dreifachansatzen durchgefiihrt und mindestens dreimal wiederholt. Die
statistische Analyse erfolgte mit Hilfe von GraphPad Prism 5 (GraphPad). Es wurde bei
Baseline und den unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen der Mittelwert und sein
Standardfehler ermittelt (£ SEM, Standard Error of the Mean). Die statistische Signifikanz
zwischen den Proben und der Vehikelkontrolle wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA, analysis
of variance) ermittelt (fir den oxidativen Glutamattoxizitdtsassay two-way ANOVA mit
Bonferroni post hoc test, fir die GSH-Messungen one way ANOVA mit Dunnett's Post-Hoc-
Test). Als signifikant gilt ein p-Wert < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Glutamat induziert konzentrationsabhdngigen Zelltod von HT22-Zellen

Zunachst wurde das Uberleben von HT22-Zellen nach Glutamatexposition untersucht. Hier
zeigte sich ein dosisabhangiges Zelllberleben. Bei einer Konzentration von 2,5 mM Glutamat
zeigte sich eine Zellvitalitdt von ca. 10%, 5 mM Glutamat fihrten zum fast vollstédndigen
Zelltod.

—a— HT22-Zellen

Zellvitalitat [%]

'10 | | | | | | ] | 1
0 1 2 3 4 5 6

Glutamatkonzentration [mM]

Abb. 2: Glutamattoxizititstest an unbehandelten HT22-Zellen. 5000 Zellen wurden pro 96-Well-Platten
ausgesat und fur 24h inkubiert, danach erfolgte die 24h Inkubation mit 2,5 mM und 5 mM Glutamat, Kontrollzellen
wurden nicht mit Glutamat exponiert. Es erfolgte die Auszahlung der Uberlebten Zellen mittels MTT-Assay. Hier wird
die prozentuale Zellvitalitat von HT22-Zellen in Abhangigkeit der Glutamatkonzentration nach 24h dargestellt. Aus

mindestens drei Wiederholungen des Glutamattoxizitatstest wurde der Mittelwert und sein Standardfehler ermittelt
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4.2 Screening aller Liganden im Glutamattoxizitatstest

Im Modell der oxidativen Glutamattoxizitét an der hippokampalen, murinen Zelllinie HT22
wurden 54 biogene, endogene, putativ extrazellular wirksame Substanzen auf ihre Wirkung auf
HT22-Zellen gegenluber Glutamat untersucht. Gemessen wurde die prozentuale Veranderung
des Zelliberlebens mit und ohne Liganden im Glutamattoxizitatstest, d.h. ob sich das
Zelliberleben im Vergleich zu den Kontrollzellen durch Inkubation mit den einzelnen Liganden
erhdhte, erniedrigte oder ob keine signifikante Verdnderung des Zell-Uberlebens eintrat. Hier
wurde eine arbitrdare Schwelle von 15% eingefiihrt. So lieBen sich die Liganden drei Gruppen
zuordnen. Zum einen gab es die Gruppe der Liganden, die keinen Effekt auf die Zellvitalitat im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen zeigten bzw. durch das Zell-Uberleben weder
um 15% erhoht noch erniedrigt wurde. Zum anderen gab es die Gruppe der Liganden, die das
Zell-Uberleben um mindestens 15% erniedrigten und somit eine erhéhte Glutamattoxizitat
bedingten. SchlieBlich fokussierten wir uns auf die dritte Gruppe von Liganden, die zu einem
um mehr als 15% erhéhtem Zell-Uberleben im Vergleich zu Kontrollzellen und somit zu einem
neuroprotektiven Effekt fihrten.

Die Zelldichte der HT22 Zellen in ihren Zellkulturplatten hat einen wesentlichen Einfluss auf die
oxidative Glutamattoxizitat. Je héher die Zelldichte, umso resistenter sind die Zellen gegen
Glutamat. Umgekehrt verstarkte sich die Glutamattoxizitatswirkung, wenn die Zelldichte zu
gering war. Daher schlossen wir flinf Substanzen, bei denen wir eine zellproliferative Wirkung
wahrend der Prainkubationsphase beobachteten (>10%
da die Zellvitalitat

gegeniuber unbehandelten
Kontrollzellen) von der Analyse aus, im Glutamattoxizitatstest mit
Kontrollzellen nicht sinnvoll verglichen werden konnte. Dies waren Forskolin, Neuropeptid Y,
IGF-1, Dynorphin und Endothelin. Diese finf Liganden erhéhten das Zellwachstum im Vergleich
zu unbehandelten Kontrollzellen ohne Inkubation mit Glutamat bis zu ca. 50%, sodass diesen
Liganden zellproliferative Effekte zugeschrieben werden kénnen (s. Tabelle 2).

Die Ergebnisse des Screenings aller Liganden sind in der nachfolgenden Tabelle und Abbildung

aufgefihrt.

Differenz zu Kontrollzellen in %

Ligandenkonzentration 1 (hoch) Ligandenkonzentration 2 (niedrig)
Name OmMGIu[2,5mMMGIu |5 mM Glu 0 mM Glu [ 2,5 mM Glu |5 mM Glu

Erhdhung der Zellvitalitat

BAM22 (1 uM, 10 nM) -0.7[9.0 (£1.9) -2,8 (£0,5) 0.8(0.2 (£1.9) 1.7 (£0.6)
B-Endorphin (100 nM, 10 nM) 0.5/11.1(+0.6) 11.0 (£1.7) 1.0(10.8 (£1.1) [9.2 (£1.9)
cGMP (0.1 mM, 10 pM) 1.0|30.3 (£1.5)* |9.5 (£1.8) 0.1(17.6 (+2.2) [4.1 (+1.8)
Chemerin (1 uM, 100 nM) 1.1]5.3(£0.4) 0.2 (£0.2) 0.5[0.6 (£0.4) -1.3 (£0.5)
EEP (1 yM, 100 nM) -0.2(7.9 (£0.8) 5.9 (£0,0) 0.4(6,1 (£1,4) 5,1 (£0,7)
Endomorphin (1 yM, 100 nM) 1.9]12.2 (£1.3) 1.5 (£1.4) -0.7[2.5 (£0.7) -1.0 (£1.0)
Hemorphin (1 uyM, 0,1 pM) 0.5/19.1 (£0.2)* |6.3 (+1.0) 0.1)12.8 (+£0.4) | 2.1 (+0.9)
Motilin (100 nM, 10 nM) 0.2/8.0 (£1.5) 0.1 (£0.5) 0.9]14.0 (+1.0) -1.7 (£0.4)
NeurokA (1 pM, 100 nM) -0.2[6.2 (£0.0) 0.2 (£0.1) -1.9(1.9 (£0.5) -2.7 (£0.7)
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Relaxin (100 nM, 10 nM) -0.3[7.1 (£0.2) 1.5 (£1.3) -0.4[3.6 (£2.0) -2.7 (£0.8)
Urotensin (100 nM, 10 nM) -0.4]8.5 (£0.3) 0.9 (£1.3) 0.3[(3.4 (£1.5) 0.2 (£1.7)
Erniedrigung der Zellvitalitdt
Amylin (10 nM,1 nM) 0.7 -16.1 (£0.3) -3.1 (£0.7) 2.1| -6.9 (x0.4) -1.3 (£0.1)
GAL (1 uM, 100 nM) 1.4] -13.9 (£1.1) -3.0 (£0.3) 0.0 -6.2 (+1.4) -2.5 (£0.4)
GRP (1 yM, 100 nM) -0.3] -16.2 (£1.9) -17 (£1.7) -0.1] -12.4 (£1.0) | -9.8 (£1.8)
Kallidin (1 upM,100 nM) -1.5[ -5.7 (#1.4) -5.4 (£0.9) 1.7/ 04 (£ 1.1) 0.56 (£0.6)
LHRH II (1 uyM, 100 nM) 0.3] -13.3 (£1.6) -17.5 (£0.7) 1.1( -2.0 (£0.1) -12.9 (£0.4)
LPA (10 uM, 1 uM) -1.8| -7.6 (£1.1) -8.1 (£0.7) 1.8] -4.6 (£2.6) 2.8 (£0.5)
LPC (1 uM, 100 nM) -0.6[ -5.1 (£1.6) -0.2 (£0.2) 0.1]0.7 (#£1.5) 0.5 (£0.9)
NeuromedinU (1 uM, 100 nM) 2.5| -4.0 (£0.4) -8.6 (+£0.4) -1.2] -2.3(£1.4) -8.2 (£1.3)
Prokinetin (100 nM, 10 nM) -0.6 [ 2.06(%0.5) -12.4 (£0.1) -1.4] -0.3(£2.9) -13.9 (£1.9)
Kein Effekt
Amyloid B (1 uM, 1 nM) 2.413.0 (£2.4) 1.0 (£1.2) 1.1{0.1 (£3.7) -0.6 (£4.1)
Apelin (1 uM, 10 nM) -1.8]0.5 (£0.3) -2.5 (£0.3) -2.3| -1.9 (£1.5) -2.6 (£0.9)
cAMP (1 pyM, 100 nM) -0.3]1.4 (£3.6) -2.1(£0.5) -2.8| -3.5 (£0.2) -4.5 (£2.9)
Leu-Enkephalin (1 uM, 100
nM) 2.014.6 (£3.2) -2.9 (£0.6) 2.8|2.5(£2.8) -4.3 (£1.0)
FMLF (100 nM, 10 nM) 1.7[4.8 (£4.7) -1.9 (£1.4) 0.2]6.2 (£2.9) -2.9 (£0.5)
GAL1-16 (1 uM, 1 nM) 2.713.1 (£3.1) 0.5(£1.5) -0.1[2.8 (£0.8) 0.6 (£0.2)
GastrinTetrapeptid (1 uM,10
nM) 2.111.6 (£3.7) -2.8 (£0.3) -0.3] -1.3 (£0.3) -2.8 (£0.9)
GHRP-6 (1 uM,1 nM) -0.9(3.02(%2.3) -1.5 (£1.2) 2.3| -3.8 (£0.8) -2.9 (£0.1)
HOE140 (1 uM, 100 nM) 2.9]16.8 (£3.5) -3.1 (£1.0) -0.5[0.3 (£2.9) 0.1(+£0.5)
Leu-Enkephalin (1 uM) -2.4[6.6 (£3.7) -1.3 (£3.2) 4.0] 1.9 (£5.0) -12.4 (£2.2)
LHRH (1 uM) -1.4( -0.1 (£3.1) -6 (£0.8) 0.2 -2.3 (£1.8) -6.6 (£0.6)
LHRH1-5 (1 yM, 100 nM) -1.4] -0.3 (£0.4) -0.3 (£0.1) 0[0.0 (£0.5) -0.2 (£0.4)
MIF-1 (10 uM, 1uM) -2.1[(7.3(£1.1) 0.3 (£1.8) -1.1[ -2.3 (£1.6) -0.8 £(0.8)
Morphiceptin (1 yM, 100nM) -0.2] -1.1 (£1.6) -2 (£1.5) 1.9] 0.2 (£2.8) -2.4 (£2.3)
Neuromedin B (1 uM, 100
nM) -0.2[4.6 (£0.7) -4.8 (£1.8) -1.0[ -1.1 (£2.5) -5.5 (£1.4)
Nocistatin (1 yM, 100 nM) -2.1[ -0.1 (£2.3) -0.02 (£0.3) -1.6] -0.1 (£1.6) 0.0 (£1.8)
NPF (100 nM, 10 nM) -1.4[4.6 (£1.2) -3.9 (£1.3) -3.7[1.9 (£0.1) -4.3 (£0.7)
PAMP (100 nM, 0,1 pM) -1.5[3.5 (£1.8) -7.3 (£1.6) -0.4] -0.5 £(0.6) -2.6 (£0.3)
Progesteron (1 uM, 100 nM) 0.914.2 (£1.7) -1 (%£1.1) 1.6/0.1 (£0.4) -2.7 (£1.1)
Gastrin (1 uM, 100 nM) 1.1]10.2 (1.4 -0.7 (£0.9) -1.0| -2.5 (£1.7) -1.2 (£0.6)
Secreton (100 nM, 10 nM) -0.4| -0.1 (£0.7) -0.1 (£0.4) -0.4] -0.5 (£0.0) -0.7 (£0.2)
Somatostatin (1 yM, 0.1 nM) 0.37]0.28(£0.4) -1.61(£0.23) -0.01[1.2 (£1.0) -1.0 (£1.2)
SRIF (1 yM, 100 nM) -1.79| -2.32(%1.27) -2.85(£0.66) -2.97| -1.2 (£0.8) -2.8 (£0.8)
Substance K (1 pyM, 100 nM) -1.03| -1.13(%1.18) -0.06(+1.52) 2.81|0 (£1.3) -1.8 (£0.3)
Substance P (1 yM, 100 nM) 1.9710.42(£1.62) -1.91(£0.29) 0.13/0.0 (1.2) -0.8 (£0.6)
TRH (100 nM, 10 nM) -1.54 | 3.73(£1.63) 2.29(%2.24) 1.06[1.2 (0.3) -1.2 (£0.7)
UDP (1 uM, 1 nM) -1.04| -0.32(£0.6) -0.5(£0.96) -1.16| -0.2 (#1.7) -0.5 (£1.1)
UDP-GIc (100 yM, 10 uM) 1.94| -0.39(£0.85) -0.79(£0.58) 0.59| -1.2 (£0.4) -1.3 (£0.3)
UDP-Glc-Nac (1 uM, 1 nM) 0.47] -0.54(£0.63) -0.84(£0.64) -0.74]-1.38(£0.59) | -1.51(£0.13)
Zellproliferativer Effekt
-46.15 66.67 -216.6
Dynorphin (10 nM, 100 nM) 14.45| 77,46 (£3.42) |[(£2.3) 13.26 | (£2.98) (£1.98)017
-12.05
Endothelin (1 yM, 100 nM) 14.13| 29.37 (£0.57) [(£2.2) 9.2] 12.54 -35.68
NPY (1 puM, 100 nM) 11.7| 8.8 (£0.44) 99.11 11.44| 15.87 90.91 (%£1.35

28



(£4.31) (£0.12)
-108.62 54.52

Forskolin (1 UM, 100 nM) 36.42| 33.77 (£0.1) | (£1.53) 49.34 | (£0.02) 93.67 +£0.3)
41.38 22.60

IGF-I (1 uM, 100 nM) 12.86| -28.41(+0.01) |(£0.01) 13.59 | (£0.01) 34.62 £0.01)

Tab. 2: Effekte der Liganden auf Glutamattoxizitdt und Proliferation. 5000 Zellen wurden pro 96-Well-Platten

ausgesat und fur 24h inkubiert, danach erfolgte die 24h Inkubation mit einem Liganden und zwei unterschiedlicher

Konzentrationen sowie 2,5 mM und 5 mM Glutamat, Kontrollzellen wurden nicht mit Glutamat exponiert. Es erfolgte

die Auszahlung der (berlebten Zellen mittels MTT-Assay. In der Tabelle aufgezeigt ist die Differenz der prozentualen

Zellvitalitat von ligandenexponierten HT22-Zellen und Kontrollzellen. Ligandenexponierte Zellen, die mehr als 5%

Zelliberleben bei 2,5 mM Glutamat gegeniiber Kontrollzellen zeigten, wurden zunachst zur Gruppe ,Erhéhung der

Zellvitalitat® zusammengefasst. ,Erniedrigung der Zellvitalitdt" sind Liganden, die die Zellvitalitét um mehr als 2%

erniedrigten. Zu der Gruppe der zellproliferativen Liganden werden die zusammengefasst, bei denen sich die Zelldichte

um mehr als 10% vor Glutamatexposition erhéhte. Aus mindestens drei Wiederholungen des Glutamattoxizitatstest

wurde der Mittelwert und sein Standardfehler ermittelt
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Abb. 3: Graphische Zusammenfassung aller Liganden im Glutamattoxizititstest (Ergebnisse aus Tabelle 2).

Das prozentuale Zellliberleben gegenliber Kontrollzellen wird gezeigt. Eine Erhéhung von mehr als 15% gegenliber

unbehandelten Kontrollzellen wurde als neuroprotektiver Effekt gedeutet.
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4.3 Einige Liganden verstairkten die oxidative Glutamattoxizitat

Wir konnten bei einigen Liganden eine Zunahme der oxidativen Glutamattoxizitdt beobachten:
Amylin, GAL, GRP, Kallidin, LHRH II, LPA, LPC, Neuromedin U und Prokinetin. Nach der
Inkubation mit diesen Liganden erniedrigten sie die Zellvitalitat im Glutamattoxizitatstest um
2% bis 15% im Vergleich zu den Kontrollzellen (siehe Tab. 2).

30



4.4 Hemorphin und cGMP schiitzten signifikant vor oxidativer

Glutamattoxizitat

Aus der Gruppe der Liganden, die im Screening die Zellvitalitdt um mehr als 15% gesteigert
haben, zeigten nach wiederholten Versuchen lediglich Hemorphin und cGMP einen
reproduzierbar signifikanten Schutz gegeniber Glutamat (p<0.05, two way ANOVA mit
Bonferroni post hoc test). Daher wurde bei diesen beiden Liganden eine Dosiswirkungskurve
erstellt.

Hemorphin, ein endogenes Fragment der Hamoglobin-B-Kette und extrazellulares cGMP, ein
Second Messenger in Signaltransduktionen, zeigten ein 19%- bzw. 30%-iges hoheres
Zelliberleben bei einer Glutamatkonzentration von 2,5 mM gegentliber Kontrollzellen, die nicht
mit Liganden inkubiert wurden.

Extrazellular eingesetztes cGMP zeigte den besten Schutz vor Glutamattoxizitat, sodass wir in
weiterfihrenden Versuchen den Wirkmechanismus von cGMP naher untersuchten. Wir
untersuchten die Konzentrationsabhangigkeit im Glutamattoxizitatstest mit 100 uM bis 1 nM
cGMP.

52 125 —a—0mM cGMP 2 125 —a—0 mh  Hemorphin
£ 100 —*—1mM cGMP £ 100 ——1 | Hemorphin
:E 75 —— 0.1 mM cGMP E 75 01 p[\| Hem.:,rphin
8 50 +—0.0001 MM cGMP & 50 ——1nll Hemorphin
= 25 ER:
N S 0

0.0 25 5.0 00 1.25 25 5.0

Glutamat in mM Glutamat in mM

Abb. 4: Dosisabhdngige Wirkung von cGMP und Hemorphin gegeniiber Glutamat

Veranschaulicht wird die dosisabhangige Wirkung von extrazelluldarem cGMP und Hemorphin in verschiedenen
Konzentrationen im Glutamattoxizitatstest. 5000 Zellen wurden pro 96-Well-Platten ausgesat und fiir 24h inkubiert,
danach erfolgte die 24h Inkubation mit den unterschiedlichen Konzentrationen von cGMP und Hemorphin und
verschiedenen Glutamatkonzentrationen, Kontrollzellen wurden nicht mit den Liganden inkubiert. Es erfolgte die
Auszdhlung der Uberlebten Zellen mittels MTT-Assay. Die prozentuale Zellvitalitat erhéht sich bei hoheren
Konzentrationen sowohl von extrazellularem cGMP als auch von Hemorphin. Aus mindestens drei Wiederholungen des

Glutamattoxizitatstest wurde der Mittelwert und sein Standardfehler ermittelt

In weiteren Untersuchungen konnte in unserer Arbeitsgruppe der protektive Wirkmechanismus
von cGMP weiter aufgeklart werden. Nicht nur extrazelluldres cGMP schitzt vor oxidativen

Zelltod, sogar seine Abbauprodukte GMP und Guanosin zeigten einen signifikant héheren
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Schutz gegenuber Glutamat. Guanosin erhéht zum einen die Aktivitdt des X/ -Systems,
welches Cystin von extrazelluldr durch den Cystin/Glutamat-Antiporter in den Intrazellularraum
transportiert und somit die GSH-Synthese foérdert, und inhibiert zum anderen auch den
toxischen Kalziumeinstrom in die Zelle (Albrecht et al., 2013).

Die folgende Abbildung 5 zeigt, in verschiedenen Messungen von intrazelluldrem GSH (mittels
MCB und enzymatisch), dass Zellen, die mit extrazelluldrem cGMP inkubiert wurden, eine
Erhéhung von GSH fordern.

A 1 Kontrolle B 1 Kontrolle
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Abb. 5: A) Messung der intrazellularen GSH-Konzentration von cGMP-inkubierten Zellen gegenitber der Kontrolle
mittels MCB (A) und enzymatischem GSH-Assay (B) im Glutamattoxizitatstest. In beiden Untersuchungen wird eine
Erhéhung der intrazelluldren GSH-Konzentrationen nach Inkubation mit extrazelluldarem cGMP gegeniber Kontrollzellen

gemessen.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir eine groBe Anzahl von putativen extrazelluldaren
Liganden. Aus dieser Sammlung identifizierten wir nur zwei Substanzen mit signifikanten
neuroprotektiven Effekten, und zwar Hemorphin und cGMP. Substanzen, die entweder die
Zelltoxizitat von Glutamat erhdéhten oder zu einer erhéhten Zellproliferation von HT22-Zellen
fihrten, wurden nicht naher untersucht. Wir konzentrierten uns bei den weiterfihrenden
Untersuchungen auf cGMP, weil es im Screening am starksten protektiv wirkte. Fiir Hemorphin
wurden bereits in friheren Arbeiten neuroprotektive Effekte beschrieben (Yamamoto et al.,
1997; Liang et al., 2001). 1997 beschrieb die Arbeitsgruppe von Yamamoto, dass Spinorphin,
ein Derivat von Hemorphin gewonnen aus dem Hypothalamus und Rickenmark von Rindern,
durch die Senkung der O,--Produktion antioxidativ wirkt (Yamamoto et al., 1997). Zusatzlich
wird beschrieben, dass Spinorphin als Rezeptorantagonist Kalziumeinstrom, Chemotaxis,
Exozytose und die Bildung von ROS in Entziindungszellen inhibiert (Liang et al., 2001) und
somit antiinflammatorisch wirken kann.

Das Screening der Liganden wurde in der vorliegenden Arbeit im Modell der oxidativen
Glutamattoxizitat nur an der murinen Zelllinie HT22 untersucht. Bei unseren gemeinsamen
weiterfihrenden Untersuchungen wurden die Versuche auch an Primarkulturen reproduziert
(Albrecht et al., 2013). Das Zellmodell der HT22-Zelllinie ist ein gut reprasentatives und vor
allem gut reproduzierbares in-vitro Modell zur Untersuchung von neuronalem Zelltod durch
oxidativen Stress. Im Gegensatz zu Zellmodellen des exogenen oxidativen Stress wie der H,0,-
Toxizitdt kommt es bei der oxidativen Glutamattoxizitdat durch GSH-Depletion zur
Akkumulation endogener reaktiver Sauerstoffspezies die in den Zellen selbst entstehen. Die
experimentellen Ergebnisse zu neuroprotektiven Substanzen an HT22-Zellen konnten sowohl in
Primarkulturen (Albrecht et al., 2012; Lewerenz et al., 2009; van Leyen et al., 2008) als auch
im Tierversuch bei Krankheiten wie Schlaganfallen, Morbus Alzheimer (Lipskiet al., 2007;
Maher et al., 2007) und Multipler Sklerose (Melzer et al., 2008) reproduziert und untersucht
werden. Es gibt bereits viele Erkenntnisse und Forschungsergebnisse lber die verschiedenen
Effekte und Funktionen von intrazellularem cGMP, das vor allem als sogenannter second
messenger in verschiedenen Zellen eine wichtige Rolle spielt. Second messenger aktivieren
nach Bindung eines Liganden an GPCRs verschiedene Signalwege und Proteinkinasen und sind
somit wichtige Proteine flr die Aktivierung oder Inaktivierung dieser Signalkaskaden. Es
wurden verschiedene Wirkungen von cGMP in Zusammenhang mit oxidativem Zelltod
beschrieben. Dabei sind die zellularen Effekte von cGMP vor allem abhdngig von den
verwendeten Zellkulturmodellen. Wahrend intrazelluldres cGMP als zelltoxisch (Li et al., 1997)
beschrieben wurde, wurden extrazellularem cGMP protektive Effekte zugeschrieben (Montoliu,
1999, Choi, 2007).

Li und Kollegen erklarten die toxische intrazelluldare Wirkung durch einen von intrazelluldrem
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cGMP ausgelésten toxischen Kalziumeinstrom (Li et al., 1997). Im Rahmen der oxidativen
Glutamattoxizitat kommt es zu einer Induktion der Synthese von intrazellularem cGMP,
welches dann den zum Zelltod fiihrenden finalen toxischen Kalziumeinstrom auslést (McConkey
& Orrenius, 1994). Somit beeinflusst intrazelluldres cGMP den Einstrom von Kalzium.

Dagegen zeigte die Arbeitsgruppe von Montoliu et al. im Jahre 1999 im Glutamattoxzitatstest
an Primarkulturen zerebelldrer Neurone, dass extrazellulares cGMP neuroprotektiv und dass 8-
Br-cGMP, ein zellpermeables Analogon von cGMP, zelltoxisch wirken. In dieser Arbeit zeigte
cGMP bereits bei nanomolaren Konzentrationen starkere protektive Wirkungen als in unserer
Arbeit. Interessanterweise zeigte die Arbeitsgruppe, dass der unselektive
Phosphodiesteraseinhibitor 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) und der selektive
Phosphodiesterase-5 Inhibitor Zaprinast zellprotektive Wirkungen aufwiesen, wahrend in den
der vorliegenden Promotionsarbeit folgenden Untersuchungen eine toxische Wirkung von
Zaprinast auf HT22-Zellen nachgewiesen wurde (Albrecht et al. 2013).
Phosphodiesteraseinhibitoren hemmen den Abbau von cGMP und flihren somit zu einer
intrazellularen Erhéhung, was wiederum zelltoxisch wirken kann (Li et al. 1997). Der
zellprotektive Effekt in der Arbeit von Montoliu et al. ldsst sich moglicherweise dadurch
erkldren, dass cGMP nach extrazellular transportiert wird, es somit also zu einer
extrazellularen Erhdhung von cGMP bei konstanter intrazelluldrer Konzentration kommt.

In einer rezent veroéffentlichten Arbeit konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass HT22-Zellen
durch die Blockade des Kalziumeinstroms mit CoCI2 oder in kalziumfreiem Zellmedium nicht
sterben (Henke et al. 2013). Das endoplasmatische Retikulum ist der Hauptspeicher von
intrazellularem Kalzium. Ist dieser Kalziumspeicher durch verschiedene Signaltransduktionen
erniedrigt, muss Kalzium aus dem Extrazellularraum in die Zelle transportiert werden. Dies
bezeichnet man als Store operated Calcium Entry welcher durch den plasmagebundenen
Kalziumkanal ORAI1 gewadhrleistet wird. ORAI1 ist fir den finalen toxischen Kalziumeinstrom
im Rahmen der Glutamattoxizitdt verantwortlich (Henke et al., 2013). Eine Mdglichkeit der
Zellprotektion durch cGMP ist der Einfluss auf den Kalziumeinstrom, z.B. durch Inhibition des
ORAI1-Kanals und somit auch Inhibition der intrazellularen Kalziumkonzentration.

Letztendlich ist der Wirkmechanismus von cGMP bei oxidativen Zelltod komplex und noch nicht
vollstandig geklart. Verschiedene Studienergebnisse verdeutlichen, dass wahrend der
oxidativen Glutamattoxizitdt die Konzentration von intrazellularem cGMP steigt (Li et al.,
1997). Dieses cGMP wird jedoch abhdngig von den verwendeten Zellen nach extrazellular
transportiert (Sager, 2004) oder nach Zelltod in den Extrazellularraum freigesetzt und kann
somit benachbarte Zellen schitzen.

In der vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werden, dass extrazellulares cGMP
dosisabhangig vor oxidativer Glutamattoxizitat schitzt und somit vermutlich das Zelliberleben
unter pathophysiologischen Bedingungen, die mit oxidativem Stress einhergehen, erhdéht.
Diese Erkenntnis ist flr Zellverbinde wichtig, da wahrend verschiedenen pathophysiologischen

Zustanden wie oxidativem Stress intrazelluldares cGMP freigesetzt werden und somit
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Nachbarzellen vor weiteren Schaden schitzen kann. Somit kénnten der Transport von cGMP in
den Extrazelluldarraum oder die Erhéhung der cGMP-Produktion mdgliche pharmakologische
Ansatzpunkte fir eine antioxidative Therapie sein. Es fand sich kein Sattigungseffekt bei den
von uns eingesetzten hohen Konzentrationen von cGMP, was gegen eine rezeptorvermittelte
Wirkung spricht.

Im Anschluss an die der vorliegenden Promotionsarbeit zugrundeliegenden Arbeiten fand die
Arbeitsgruppe in weiterfiihrenden Versuchen heraus, dass nicht nur cGMP, sondern vielmehr
auch seine Abbauprodukte Guanosinmonophosphat (GMP) und Guanosin vor oxidativer
Glutamattoxizitdat schitzen und dies sogar deutlich stdarker als cGMP selbst. Somit ist
anzunehmen, dass die zellprotektive Wirkung von cGMP mdglicherweise seinen Metaboliten
zuzuschreiben ist. cGMP entsteht durch die Guanylatzyklase aus GTP und wird durch die
Phosphodiesterase zu GMP abgebaut (Francis et al., 2011). GMP wird entweder zu GTP
phosphoryliert oder zu Guanosin abgebaut (Saute et al., 2006). Bei Inkubation von HT22-
Zellen mit 5 mM Glutamat zeigte Guanosin einen deutlich starkeren positiven Effekt als cGMP
und GMP. Guanosin fordert die Aktivitdt des X.-Systems durch Uberexpression der
Untereinheit xCT, am ehesten durch die vermehrte Transkription auf mRNA-Ebene, welches zu
Erhéhung von GSH fihrt und somit zellprotektiv wirkt. AuBerdem inhibiert Guanosin zusatzlich
auch den toxischen spaten intrazelluldren cGMP-abhangigen Kalziumeinstrom in die Zelle
vermutlich durch Blockade des bereits beschriebenen Kalziumkanals ORAI1.

Um die Wirkung von extrazellularem cGMP gegenlber der Glutamattoxizitat zu untersuchen,
wurde in dieser vorliegenden Arbeit die GSH-Messung nach Inkubation mit cGMP gemessen.
Die enzymatische GSH-Messung zeigte die am besten reproduzierbaren Ergebnisse.
Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass die neuroprotektive Wirkung von cGMP im
Wesentlichen durch sein Abbauprodukt Guanosin bedingt ist, welches die Aktivitat des
Glutamat-Cystin-Antiporters System Xc- steigert und den toxischen Calcium-Einstrom am Ende
der oxidativen Glutamattoxizitat hemmt.

Wir konnten in der vorliegenden Promotionsarbeit somit durch das Screening von
verschiedenen Liganden, ohne ihre genauen Wirkmechanismen im Voraus zu kennen, zwei
potentielle neuroprotektive Substanzen, cGMP und Hemorphin, herausfiltern und

weiterflihrende Untersuchungen anschlieBen.
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