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EINLEITUNG

3. Einleitung

3.1. Vorkommen, Synthese und Funktionen von Glutathion

Glutathion ¢-L-Glutamyl-L-cysteinglycin, GSH, Abb. 1A) wurde 1888 von J. de Rey-Pailhade
entdeckt und seine Struktur in den dreil3iger Jahren dieses Jahrhunderts aufgeklart. Die
Struktur wurde durch chemische Synthesen in den Jahren 1935 und 1936 bestatigt, (Meister
1988). Das Tripeptid wird bei einer Vielzahl von Organismen (Bakterien, Pflanzen und Tieren)
gefunden und kommt in zellularen Konzentrationen bis 12 mM vor (Cooper, 1997). GSH ist
somit die am haufigsten vorkommende Thiol- yr@lutamyl-Verbindung. Weniger als 0.5 %

des zellularen Glutathions liegen in der oxidierten Form als Glutathiondisulfid (GSSG, Abb.
1B) vor. Innerhalb der Zelle kommt GSH im Cytosol und in Mitochondrien vor (Cooper,
1997). Da Mitochondrien nicht Gber die Enzyme zur Synthese von Glutathion verfigen, muf3

es vom Cytosol ins Mitochondrion transportiert werden (Martensson £980).

A B
0

0
+ i It
H,N- (I:H~CH2— CH,— C—NH~ (IJH—C— NH—CH,~C00™

+ Il i
HN— (IZH—CHZ— CH,~ C—NH— (!JH—C—NH— CH,—COO™
_ C00
€00 CH, Ha

! S
SH [

(I:oo’ |c|> : H, O

+ il

H3;N-CH—CHy—CHy— C~NH~CH—C—NH~ CH,~COO~

Abb. 1. Strukturformeln von Glutathion (A) und Glutathiondisulfid (B)

Im Saugetiergehirn werden GSH-Konzentrationen zwischen 1 mM und 3 mM gefunden
(Cooper, 1997). In Gehirnschnitten konnte Glutathion mit Hilfe histochemischer und
immunhistochemischer Methoden in &lellen und Neuronen nachgewiesen werden (Slivka et
al., 1987; Philbert et al., 1991; Amara et al., 1994; Hjelle et al., 1994; Maybodi et al., 1999).
Die GSH-Kozentration scheint in Gliazellen héher als in Neuronen zu sein (Rice und Russo-
Menna, 1998). Auch im Gehirn wird Glutathion in Cytosol und in Mitochondrien i{iRtréil.,
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EINLEITUNG

1991) gefunden. In Gehirnen neugeborener und junger Ratten befinden sich bis zu 20 % der

zellularen Glutathionmenge in Mitochondrien (Jain et al., 1991).

Fur die de novo Synthese von Glutathion in Zellen werden die drei Aminosauren Glutamat,
Cystein und Glycin sowie zwei Enzyme benétigt (Meister, 1974). In der ersten
enzymkatalysierten Reaktion bildet gigslutamylcysteinsynthetase aus Glutamat und Cystein
das Dipeptidy-Glutamylcystein, welches in der zweiten nachfolgenden Reaktion mit Glycin
durch die Glutathionsynthetase zu Glutathion verbunden wird. Beide Enzyme bendtigen pro
Reaktion jeweils ein Molekul Adenosintriphosphat. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der GSH-Synthese ist die durch digGlutamylcysteinsynthetase katalysierte Reaktion, da
dieses Enzym durch das Endprodukt GSH gehemmt wird (Richman und Meister, 1975; Misra
und Griffith, 1998). Die GSH-Synthese im Gehirn erfolgt nach dem selben Muster wie in
anderen Geweben. Die Aktivitdten beider an der Synthese beteiligten Enzyme wurden im
Gehirn nachgewiesen (Tate et al., 1973; Okonkwo et al., 1974, Makar et al., 1994). Die
spezifischen Aktivitaten beider Enzyme im Gesamtgehirn sind jedoch wesentlich geringer als in
Niere oder Leber (Sekura und Meister, 197pp€&nheimer et al., 1979).

Glutathion wird fiir eine Vielzahl verschiedener Stoffwechselprozesse bendtigt: es dient als
Antioxidans, ist an der Entgiftung von Fremdstoffen beteiligt, ist Cofaktor flr
Isomerisierungsreaktionen und dient als Speicher- und Transportform von Cystein (Meister
und Anderson, 1983; Cooper, 1997). AulRerdem ist Glutathion essentiell fir den Eintritt von
Zellen in den Zellzyklus und dessen Ablauf (Poot et al., 1995), fur den Erhalt von
Sulfhydrylgruppen in Proteinen und zur Aufrechterhaltung des zellularen Redoxpotentials
(Cotgreave und Gerdes, 1998). Ferner scheint Glutathion an der Regulation der Apoptose
beteiligt zu sein (Hall1999). Als essentieller Cofaktor der Glutathionperoxidase (GPx; Flohé,
1989; Ursini et al., 1995) spielt GSH eine auf3erst wichtige Rolle bei der Entgiftung von
Peroxiden. Aul3erdem kann GSH aufgrund seiner freien Thiolgruppe direkt mit Radikalen
reagieren (Cooper, 1997). Diese antioxidativen Funktionen von GSH sind besonders fur das
Gehirn wichtig, da es gegeniber anderen Organen und Geweben beztiglich oxidativen Stress
benachteliligt zu sein scheint. So verbrauchen die Zellen des Gehirns 20 % des vom Korper

aufgenommenen Sauerstoffs (Clarke und Sokoloff, 1999), was von einer intensiven
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EINLEITUNG

Superoxidproduktion im Gehirn begleitet sein mif3te. In einigen Bereichen des Gehirns ist ein
erhohter Eisengehalt bestimmt worden (Gerlach et 18194), ein Risikofaktor fur die
metallionenkatalysierte Bildung von Hydroxylradikalen (Fenton-Reaktion). Das Gehirn ist
reich an Lipiden mit mehrfach ungesattigten Fettsdureketten, die leicht zu Lipidperoxiden
oxidiert werden konnen (Porter, 1984;llidgell, 1992). Der erhdhten Bildungsrate reaktiver
Sauerstoffspezies im Gehirn scheinen - im Vergleich zu anderen Geweben - nur geringe bis
moderate Aktivitaten von Superoxiddismutase, Catalase und GPx gegenlber zu stehen
(Cooper, 1997; Ho et al., 1997).

3.2. Glutathionreduktase

Bei der Reduktion von Radikalen und Peroxiden wird reduziertes Glutathion zu GSSG
oxidiert. GSSG kann aber die oben aufgefiihrten GSH-Funktionen nicht erfillen. Daher ist es
von entscheidender Bedeutung, dal? GSSG wieder zu GSH reduziert wird. Der Anteil von
GSSG am Gesamtglutathion von Zellen betragt unter normalen Bedingungen weniger als 1 %.
Verantwortlich fir die schnelle Reduktion von GSSG zu GSH ist das Enzym
Glutathionreduktase (GR).

3.2.1. Vorkommen

Im Jahre 1932 wurde beschrieben, dal3 die Reduktion von GSSG in der Leber an die Oxidation
von Glucose gekoppelt ist (Mann, 1932). Das fur die Reduktion von GSSG verantwortliche
Enzym, GR (EC 1.6.4.2.) wurde aber erst 20 Jahre spater von Rall und Lehninger (1952)
identifiziert. Nach weiteren 20 Jahren wurde erstmals die Reinigung der GR zur Homogenitat
beschrieben (Carlberg und Mannervik, 1975). GR-Aktivitat wurde bei einer Vielzahl von
Organismen gefunden, unter anderem in Bakterescherichia coli Greer und Perham,
1986), Pilzen Renicillium chrysogenumWoodin und Segel, 196&accharomyces cervisiae:
Carlberg und Mannervik, 1985), Pflanzefe@ maysHull et al., 1997), Protozoerk(glena
gracilis: Shigeoka et al., 1987) und TiereRaqinchen Zanetti, 1979Kalb: Carlberg und
Mannervik, 1981). Auch menschliche Zellen enthalten GR. Das Enzym wurde sogar aus

menschlichen Blutplattchen (Moroff und Kosow, 1978), Leukocyten (Ogiis und Tezcan,
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EINLEITUNG

1981), Linsenfasern (Latta und Augusteyn, 1984) und Erythrocyten (Worthington und
Rosemeyer, 1974; Krohne-Ehrich et al., 1977; Nakashima et al., 19&nigfer

Intrazellular befindet sich die GR im Cytosol (Willam&976), in den verschiedenen
Kompartimenten der Mitochondrien (Panfili et al991) und bei Pflanzen auch in
Chloroplasten (Foyer und Halliwell976; Schaedle und Bassham, 1977). Isoformen der GR
innerhalb einer Spezies wurden bisher Psum sativumMullineaux et al.,1996) undZea
mays(Hull et al., 1997) identifiziert. Im Gegensatz dazu sind fir S&dugetiere bisher noch keine

Isoenzyme der GR beschrieben worden.

GR kommt aber nicht ubiquitéar in allen Organismen vor. So konnte sie nicht bei einigen
anaerob lebenden Eubakterien und in zwei Spezies von Archaebakterien gefunden werden
(Ondarza et al., 1983). In Trypanosomen ist GR ebenfalls nicht vorhanden. Bei dieser Spezies
ist die GR funktionell durch das Enzym Trypanothionreduktase ersetzt, welches die
Disulfidbriicke der oxidierten Bis-glutathionylspermidine (Trypanothionine) spaltet (Krauth-
Siegel et al., 1987; Shames et al., 1986). In dem ProtoZtoglena graciliskommen GR

und Trypanothionreduktase nebeneinander vor (Montrichard et al., 1999). Eine grol3e Anzahl
von Bakterien besitzen Reduktasen von niedriger Molekilmasse, die GSSG reduzieren kénnen,
aber in ihrer Aminosaurensequenz nicht mit der GR verwandt sind (Maresca et alEat#x8;

et al., 1978, 1987).

3.2.2. Proteinstruktur

Die Struktur der GR menschlicher Erythrocyten wurde durch Rdntgenstrukturanalyse
aufgeklart (Zappe et al., 1977; Schulz et al., 1978; Karplus und Schulz, 1987; Schirmer et al.,
1989; Abb. 2). GR ist ein Dimer. Die Bindungsstellen fir NADPH und GSSG liegen an
gegenuberliegenden Seiten der Monomere (Abb. 2). Auf diese Weise erfolgt der Transfer von
Reduktionsaquivalenten direkt durch die Mitte des Enzymmolekils. Die GR-Monomere
enthalten vier Doménen, die verschiedene Funktionen haben. Eine Doméne bindet FAD, eine
NADPH, die dritte stellt die zentrale Doméane dar. Die vierte Doméane bildet einen Teil der
Bindungsstelle fir GSSG. AuRerdem enthalt die vierte Domane das Cystein 90, welches mit

dem der anderen Untereinheit eine Disulfidbriicke bildet und dadurch die dimere Struktur der
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GR kovalent fixiert (Schulz et al., 1978). Erstaunlich ist die Tatsache, dal3 alle vier Doménen
der GR-Monomere am Aufbau des aktive Zentrums Anteil haben und deshalb essentiell fur die
Katalyse sind. Die GR ist daher ein gutes Beispiel fir eine modulare Bauweise, um
komplizierte katalytische Zentren zu bilden. Es gibt ferner einen 18 Aminoacylreste langen N-
terminalen flexiblen Arm, dessen Funktion noch nicht eindeutig geklart ist. Die GSSG-
Bindungsstelle wird von Aminosaurenresten beider Monomere gebildet (Abb. 2). Somit kann
ein Monomer keine GSSG-Reduktion durchfiihren und ist katalytisch inaktiv. Durch die
Dimerisierung der Monomere wird eine Bindungstasche gebildet, die das Cystein 58 tragt,
dessen Schwefelatom eine wichtige Rolle bei der Katalyse spielt (3.2.3.). Vier positiv geladene
Gruppen dieser Tasche binden die vier Carboxylgruppen des GSSG. Nur eine negativ geladene
Seitenkette kommt in der Tasche vor, die eine der beiden Ammoniumgruppen des GSSG
bindet (Karplus und Schulz, 1987). Einzige Ausnahme der dimeren Bauweise der GR ist
vermutlich das tetramere Enzym aus dem Cyanobactépimlina maximaRendon et al.,

1995).

Abb. 2. Struktur der GR [modifziert nach Schulz et al. (1978)]

Die GR gehort einer Familie von Enzymen an, die als Pyridinnucleotid-Disulfid-
Oxidoreduktasen bezeichnet werdenilfgvhs, 1976) und phylogenetisch und mechanistisch

miteinander verwandt sind. Mitglieder dieser Familie sind die Liponamiddehydrogenase-
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Untereinheit der Pyruvatdehydrogenase (Rice et al., 1984), die Quecksilberionenreduktase
(Fox und Walsh, 1982; Brown et al., 1983), welche ein bakterielles Enzym zur Entgiftung des
schadlichen Quecksilberions in die weniger toxische elementare Form ist, sowie die
Trypanothionreduktase (Krauth-Siegel et al., 1987). Ein weiteres Mitglied diesdie kst die
Thioredoxinreduktase, die das redoxaktive Protein Thioredoxin in seiner reduzierten Form halt
(Orr und Vitols, 1966; Zanetti und Wlams, 1967; Williams et al.,1967).

3.2.3. Die katalysierte Reaktion

Die GR katalysiert die Reaktion

GSSG + NADPH + H === 2 GSH + NADP

Bereitstellung der Cosubstrate

Die GR benotigt fiur die Reduktion von GSSG das Cosubstrat NADPH. Fir die Bereitstellung
von Reaktionsaquivalenten in Form von NADPH sind bislang folgende Enzyme identifiziert
worden (Abb. 3): die beiden Enzyme des oxidativen Teils des Pentosephosphatweges (Baquer
et al, 1988), Glucose-6-phosphatdehydrogenase (EC 1.1.1.49.) und 6-Phospho-
gluconatdehydrogenase (EC 1.1.1.44.), die Isocitratdehydrogenase (EC 1.1.1.42; Vogel, 1991;
Juurlink, 1993) und die Transhydrogenase (EC 1.6.1.1., Hoek und Rydstrém, 1988; Lee und
Ernster, 1989).

Ein weiteres Enzym, das NADPH regenerieren kann, ist das Malatenzym (ME; EC 1.1.1.40).
Es katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Malat zu Pyruvat. Dieses Enzym wurde
erstmals flir Taubenleber beschrieben und aus dieser partiell gereinigt (Ochoa et al., 1947,
1948). Die vollstdndige Reinigung der cytosolischen Isoform des ME (cME) wurde 1958
durch Rutter und Lardy beschrieben. Eine mitochondriale Isoform (mME) wurde fur die
Nebennierenrinde des Rindes gefunden (Simpson und Estrabrook, 1968, 1969). Beide
Isoformen wurden im Gehirn des Rindes (Frenkel, 1972) und des Menschen (Bukato et al.,
1995a,b) nachgewiesen. Mihmuncytochemischen Methoden wurde das cME in Astroglia-
und Oligodendrogliazellen lokalisiert, nicht aber in Neuronen (Kurz et al., 1993), wohingegen

das mME vor allem in Neuronen vorkommt (Vogel et al., 1998).
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Die Funktionen des ME sind noch nicht eindeutig geklart. Obwohl die bevorzugte Reaktion die
oxidative Decarboxylierung ist (Bukato et al., 1995b), kann die Reaktion auch in die andere
Richtung ablaufen. Diese anaplerotische Reaktion konnte besonders fur Neuronen von
Bedeutung sein, da dieser Zelltyp keine Pyruvatcarboxylase besitzt (Shank et al., 1985) und

somit durch reduktive @aoxylierung von Pyruvaten C4-Korpern Malat synthetisieren

R-OOH R-OH + HO

GPx \\\
verschieden 2 GSH GSSG
Funktionen

NADP* NADPH

ME

6PGDH

G6PDH

ICDH
TH

(L[

Abb. 3. Rolle der GR im Glutathionredoxzyklus und Bereitstellung des
Cosubstrates NADPH. G6PDH: Glucose-6-phosphatdehydrogenase 6PGDH: 6-
Phosphogluconatdehydrogenase; ICDH: Isocitratdehydrogenase; ME: Malatenzym;
ROOH: Peroxid; R-OH: Alkohol bzw. Wasser; TH: Transhydrogenase.

konnte (Frenkel, 1972; Bukato et al., 1995a). Aul3erdem kann das mME fur die Entgiftung von
Wasserstoffperoxid durch das mitochondriale Glutathionsystem Reduktionséquivalente
bereitstellen (Vogel et al., 1999). Da in Gliazellen das anaplerotische Enzym

Pyruvatcarboxylase (Shank et al., 1985; Cesar und Hamprecht, 1995) enthalten ist, ist das
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CME zur Gewinnung von C4-Kdrpern nicht notwendig. Die Funktion des cME in Gliazellen
konnte die Bereitstellung von Reduktionsédquivalenten in Form von NADPH fur die
Fettsduresynthese (Kurz et al., 1993; Hamprecht und Dringen, 1995) und fiir die Reduktion

von cytosolischem GSSG sein.

Mechanismus der Katalyse

Der Mechanismus der Katalyse der GR aus Hefe wurde von Willia8&5) und seinen
Mitarbeitern (Arscott et al.,, 1981) aus chemischen und spektroskopischen Experimenten
abgeleitet und durch Rontgenstrukturanalyse der menschlichen Erythrocyten-GR (Pai und
Schulz, 1983; Karplus und Schulz, 1987), sowie durch Arbeiten von Douglas (1987) bestéatigt
und verfeinert (Abb. 4). Die GR katalysiert den Flu3 von Reduktionsaquivalenten aus dem
Pyridinnukleotid-Redoxsystem in das Thioldisulfid-System des Glutathions in einer
zweistufigen katalytischen Reaktion, die NADPH-Oxidation (Abb. 4A-B) und GSSG-
Reduktion (Abb. 4C-F) einschliel3t.

In der ersten Halfte des Katalysezyklus bindet NADPH an das oxidierte Enzym.
Voraussetzung fur diese Bindung ist die Mobilitat des Phenolrests des TA@@gHuber und
Brandt, 1980). Durch dessen Wegklappen wird Platz fur die Bindung des C4° des
Nicotinamids des NADPH an den N5 des Isoalloxazinringes des FAD der GR geschaffen. Das
FAD wird umgehend reduziert. Die Cysteinreste 58 und 63 bilden ein redoxaktives Disulfid,
das zwischen der GSSG-Bindungstasche und dem Flavinring liegt. Durch eine transiente
sigma-Bindung zwischen C4a des Isoalloxazinringes und dem Schwefelatom des Cystein 63
wird das redoxaktive Disulfid reduziert. Diese Reduktion wird erleichtert durch Histidin 467,
das ein Proton, welches moglicherweise aus einem Wassermolekil stammt, an das
Schwefelatom des Cysteins 58 Ubergibt (Abb. 4B). Auf diese Weise wird ein Ladungs-
Transfer-Komplex (gepunktete Linie, Abb. 4B) zwischen dem oxidierten FAD (Elektonen-
Donor) und dem Cystein 63 Thiolat (Elektonen-Akzeptor) gebildet, welcher fir das
charakteristische Spektrum (roter Bereich) der reduzierten GR verantwortlich ist (Arscott et
al., 1981). Im Gegensatz dazu sind Kristalle der oxidierten GR gelb (Keese et al., 1999). Nach
der Reduktion der GR wird das NADRIurch die positive Ladung des Lysins 66 abgestoRen
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und aus dem Komplex entlassen (Abb. 4, 2). Der Phenolring des Tyrosin 197 klappt in seine

Ausgangsstellung zurtick (Abb. 4C).

Die zweite Halfte der Katalyse beginnt mit der Bindung von GSSG an das reduzierte Enzym
(Abb. 4, 3). Die Sulthydrylgruppe des Cystein 58 greift nukleophil ein Schwefelatom des
GSSG (it GS bezeichnet) an. Es bildet sich ein gemischtes Disulfid (Abb. 4D). Ein Proton
von Histidin 467 wird auf die zweite Halfte des GSSft GS, bezeichnet) Gbertragen (Abb.

Gl412 GSH
NADPH+H ° 1 .

Abb. 4. Schematische Darstellung der katalytischen Reaktion der GRCys:
Cysteinrest; Glu: Glutamatrest; His: Histidinrest; Tyr: Tyrosinrest. [verandert nach
Douglas (1987)]
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4E), wobei reduziertes Glutathion (8 entlassen wird (Abb. 3, 5). FAD liegt ab diesem
Moment der Katalyse wieder in seinem oxidierten Zustand vor. Im letzten Teilschritt der
Katalyse greift das Schwefelatom des Cystein 63 nukleophil das gemischte Disulfid an (Abb.
4F), wobei das zweite reduzierte Glutathion (BSentlassen wird (Abb. 4, 6). Das bendtigte
Proton stammt wahrscheinlich auch hier aus einem Wassermolekul. Die GR liegt nun wieder in

ihrem oxidierten Zustand vor und ist fir einen neuen Katalysezyklus bereit (Abb. 4A).

GRred GRox-NADPH-GSSG

GRox-NADPH
GRred-GSSG A T\NADPH B GRox- NADP -GSH

GRox
%?\ /i: ;k AH

GRox-GSH GRox- NADP

Abb. 5. Vorgeschlagenes Reaktionsschema fur den verketteten Mechanismus
der GR. Zwecks Ubersichtlichkeit sind jeweils nur die Hinreaktionen dargestellt. A:
-Ping-Pong“-Mechanismus, B: sequentieller Mechanismus; red: reduziert, ox:
oxidiert. [modifiziert nach Mannervik (1973)].

Der in Abb. 4 dargestellte ,Ping-Pong“-Mechanismus wurde bereits von Massey und Williams
(1965) und Icen (1967) postuliert. Die GR folgt diesem Mechanismus jedoch nur bei niedriger
GSSG-Konzentrations( 179uM fir das Enzym aus Rattenleber: Carlberg und Mannervik,
1975;< 450 uM fir die GR aus Hefe: Serafini und Romeu, 1989) in der Hinreaktion und bei
niedriger NADP-Konzentration in der Riickreaktion (Rakauskiene et al., 1989). Bei hohen
Konzentrationen an GSSG scheint ein sequentieller Mechanismus vorzuliegen. Daher wurde
fir die GR ein sogenannter verketteter Mechanismus vorgeschlagen, der beide
Reaktionskinetiken einschliel3t (Abb. 5, Mannervik, 1973). Beiden Mechanismen gemeinsam ist

die Bindung von NADPH an das freie Enzym. Dieser verkettete Mechanismus wurde
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mittlerweile fur GR aus verschiedenen Organen und Spezies beschrieben (Hefe: Carlberg und
Mannervik, 1975; Rakauskiene et al., 1989; menschliche Erythrocyten: Worthington und
Rosemeyer, 1976; Schafhirn: Acan und Tezcan, 1991).

3.2.4. Glutathionreduktase im Gehirn

Uber Funktionen und zellulare Lokalisation der GR im Gehirn ist bisher nur wenig bekannt.
Aktivitaten der GR in Gehirnhomogenaten wurden mehrfach beschrieben (zur Ubersicht:
Cooper, 1997). Die spezifische Aktivitat der GR im Gehirn ist geringer als in anderen
Geweben. So betragt die spezifischen Aktivitaten der GR in Maushirn nur 32 bzw. 65 % der
spezifischen Aktivitaten der Mausniere und Mausleber (Ho et al., 1997). GR wurde aus
Schafshirn gereinigt und als Dimer aus zwei identischen Untereinheiten mit einer
Molekilmasse von ca. 50 kDa beschrieben (Acan und Tezcan, 1989). Die ermitigiten K
Werte der gereinigten GR fur die Cosubstrate liegen im micromolaren Bereich (Acan und
Tezcan, 1991), ihre Aktivitat wird durch €dnhibiert (Acan und Tezcan, 1995). Mit Hilfe
eines gegen die menschliche Erythrocyten-GR hergesteliten Antiserums wurde GR in
Gehirnschnitten lokalisiert. Im Rattengehirn wurde GR-Immunoreaktivitat vor allem in
Neuronen, aber nicht in Astrocyten festgestellt (Knollema et al., 1996). Dieses Ergebnis
Uberrascht, da astrogliale Kulturen GR-Aktivitat enthalten (Copin et al., 1992; Makar et al.,
1994; Huang und Philbert, 1995) und die Higieng der GR an der Entgiftung von Peroxiden

in astroglia-reichen Primarkulturen nachgewiesen wurde (Dringen und Hamprecht, 1997;
Dringen et al., 1998a).
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3.3. Neurale Zellen und ihre Fahigkeit zur Entgiftung reaktiver

Sauerstoffspezies

3.3.1. Astroglia

Astrogliazellen sind der im Gehirn am haufigsten vorkommende Zelltyp. Sie bilden etwa ein
Drittel des Hirnvolumens und 50 % der Zellmembranen, die dermEethnlarraum begrenzen
(Leonhardt, 1985). Astrocyten formen im Gehirn ein dichtes dreidimensionales Netzwerk von
Zellfortsatzen, mit denen sie einerseits in Kontakt zueinander stehen, andererseits mit anderen
Gehirnzelltypen kommunizieren (Medana et al., 1996). Es lassen sich fiborose Astrocyten, die in
der weillen Substanz vorkommen und von vorwiegend sternformiger Gestalt sind, von
protoplasmatischen Astrocyten unterscheiden. Letztere sind in der grauen Substanz zu finden

und sind stark verzweigt (Privat et al., 1995).

Astrogliazellen in Kultur entgiften exogenes Wasserstoffperoxid (Desagher et al., 1996;
Dringen und Hamprecht, 1997) und organische Hydroperoxide (Dringen et al., 1998a,b;
Kussmaul et al., 1999) sehr effektiv. Wassertoffperoxid und organische Hydroperoxide wie
tertiares Butylhydroperoxid oder Cumolhydroperoxid sind Substrate der GPx. Nach
Inkubation kultivierter Astrogliazellen mit Peroxiden wurde eine schnelle Oxidation von
Glutathion gefunden (Dringen und Hamprecht, 1997; Dringen et al., 1998a; Kussmaul et al.,
1999). An der Entgiftung von Wasserstoffperoxid ist auch die CatalaskgbéBesagher et

al.,, 1996; Dringen und Hamprecht, 1997). Eine Inhibition der Catalase hat aber nur einen
geringen Effekt auf die Entgiftung dieses Peroxides durch Astrogliazellen (Dringen und
Hamprecht, 1997). Das Glutathionsystem der kultivierten Astrogliazellen kann somit einen
Ausfall der Catalase funktionell kompensieren. Da die organischen Hydroperoxide keine
Substrate fur die Catalase darstellen, ist allein das Glutathionsystem fiir deren schnelle
Beseitigung durch Astrogliazellen verantwortlich (Dringen et al., 1998a; Kussmaul et al.,
1999).
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3.3.2. Oligodendroglia

In der weilen Substanz bilden Oligodendrocyten die Myelinscheiden, indem sie mit ihren
zungenformigen Cytoplasmalamellen die Axone von Neuronen umwickeln. Diese
Plasmamembranstapel wirken wie Isolatoren, da sie sehr reich an Lipiden sind. Dadurch
werden die hohen Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Aktionspotentiale erreicht, obwohl die
Axone einen geringen Durchmesser haben (Ritchie, 1984). Oligodendrocyten umwickeln die
Axone nicht vollstandig, sondern lassen Segmente (die sogenannten Ranvierschen Schnirringe)
frei. Nervenfasern, die solche Myelinscheiden besitzen, leiten die Nervenimpulse wesentlich
schneller weiter (bis 130 m pro Sekunde) als marklose (0.5 bis 2 m pro Sekunde), da sich das
Aktionspotential von einem zum anderen Nodium sprungartig weiterbewegen kann. (Weinberg
und Spencer, 1979; Morell und Norton, 1980; Bunge, 1981).

Oligodendrogliazellen - und ihre Vorlaufer scheinen sehr empfindlich gegeniber reaktiven
Sauerstoffspezies zu sein (Kim und Kim, 1991; Husain und Juurlink, 1995; Back et al., 1998),
wahrscheinlich weil sie nur geringe Mengen an Glutathion und hohe Konzentrationen an Eisen
besitzen (Thornburn und Juurlink, 1996; Juurlink, 1997; Juurlink et al., 1998).
Oligodendrogliazellen tberleben in Kultur nur dann, wenn Cystein oder Cystin vorhanden ist.
Fehlt eine dieser Aminosauren, sinkt der Glutathiongehalt und die Zellen sterben ab. Der
Zelltod kann verhindert werden, wenn Substanzen anwesend sind, die Radikale abfangen
konnen (Yonezawa et al, 1996; Back et al, 1998). Wasserstoffperoxid ist fir
Oligodendrogliazellen in Kultur toxisch. Dieser Effekt verschwindet teilweise in Gegenwart
von N-Acetylcystein (Richter-Landsberg und Voligraf, 1998). Ein funktionierendes
Glutathionsystem zur Entgiftung reaktiver Sauertoffspezies (Abb. 3) scheint somit essentiell

fur das Uberleben von Oligodenrogliazellen und ihrer Vorlaufer in Kultur zu sein.

3.3.3. Microglia

Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Zelltypen, die ektodermalen Ursprungs sind, also
wahrend der Embryonalentwicklung aus der Neuralleiste und dem Neuralrohr hervorgehen, ist
der Ursprung der Microgliazellen, den Macrophagen des Gehirns, bis heute nicht vollstandig

geklart. Microgliazellen differenzieren sich aus Blutmonocyten und sind somit mesodermaler
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Abstammung (Ling, 1981). Blutmonocyten scheinen jedoch nur wahrend des
Embryonalstadiums ins Gehirn einzuwandern (Streit et al., 1988; Sievers et al.,, 1994).
Microgliazellen kommen im Parenchym vor, also aufRerhalb der Basalmembran der
Blutkapillaren. Auffallend ist ihr Territorialverhalten. Zwischen zwei Zellen ist immer ein
gewisser Abstand vorhanden (Lassmann et al.,, 1991). Microgliazellen kénnen anhand ihres
Funktionszustandes und der daraus resultierenden Morphologie in ruhende, aktivierte und
phagocytierende Formen unterschieden werden. Im adulten, gesunden Gehirn kommen fast
ausschliel3lich ruhende Microgliazellen vor (Streit, 1995). Die Fortsatze der Microgliazellen
finden sich zwischen denen der Astrocyten (Lassmann et al., 1991). Die Anordnung der
Microgliazellen hangt vom Gehirnbereich ab: in der weiRen Substanz sind ihre Fortsatze
hauptséachlich parallel zu den dort verlaufenden Axonen gerichtet, wahrend sie in der grauen

Substanz ihre Fortsatze sternférmig in alle Richtungen verteilen.

Uber den Glutathionstoffwechsel von Microgliazellen in Kultur ist wenig bekannt.
Microgliazellen, die in astroglia-reichen Kulturen in geringer Anzahl vorkommen, besitzen die
Enzyme GPx und Catalase (Noack et al., 1999) und haben den hdchsten Glutathiongehalt aller
in diesen Kulturen vorkommenden Gliazelltypen (Chatterjee et al., 1999). Im Vergleich zu
Astroglia- und Neuronenkulturen wurden in microglia-reichen Sekundarkulturen, die aus
astroglia-reichen Primarkulturen gewonnen wurden, ein héherer spezifischer Glutathiongehalt,
hohere spezifische Aktivitaten von GPx und GR und eine niedrigere spezifische Aktivitat der
Catalase gemessen (Hirrlinger et al., 1999). Microgliazellen kénnen Superoxid durch das
Enzym NADPH-Oxidase (Sonderer et al., 1987; Colton und Gilbert, 1987; Sankarapandi et al.,
1998) sowie Stickstoffmonoxid (Minghetti und Levi, 1998) bilden. Das Glutathion-System der
Microgliazellen koénnte ein wichtiger Selbstschutzmechanismus gegen diese reaktiven
Substanzen sein, da GSH direkt mit Stickstoffmonoxid und Superoxid nicht-enzymatisch
reagieren kann (Saez et al.,, 1990; Clancy et al., 1994; Winterbourn und Metodiewa, 1994;
Singh et al.,, 1996). AuRRerdem ist GSH der Elektronendonor in der GPx-katalysierten
Reduktion von Wasserstoffperoxid (Chance et al., 1979) und Peroxynitrit (Arteel et al., 1999),

dem Produkt der Reaktion von NO mit Superoxid.
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3.3.4. Neuronen

Neuronen (Nervenzellen) unterscheiden sich von den ubrigen Zellen eines hdheren tierischen
Organismus. Sie bestehen meist aus dem eigentlichen Zellkdrper (Soma, Perikaryon) mit einem
auffallend grof3en Zellkern, und einer Vielzahl von Fortsatzen. Neuronen sind polar aufgebaut.
Sie haben einen Zellpol, an dem die Eingange von Erregungen aufgenommen werden
(Rezeptorpol) und einen Zellpol, an dem die Erregungen abgegeben werden (Effektorpol). Die
Rezeptorenfortsatze werden als Dendriten bezeichnet, die Effektorfortsatze als Neurite
(Axone). Die Anzahl und die Lange dieser Fortsatze kann je nach Zelltyp varriieren und fuhrt
zu der groB3en anatomischen Vielfalt der Neuronen (Forssmann und Heym, 1974). Die
Ubertragung von Nervensignalen geschieht iiber besondere Zell-Zellkontakte (Kleinig und
Sitte, 1984). Meistens handelt es sich um chemische Synapsen, die im Zentralnervensystem je
nach Transmitter in cholinerge, adrenerge, dopaminerge, serotonerge, glycinerge, \Y6ABA (
Aminobuttersaure)-erge und peptiderge Synapsen unterteilt werden und excitatorischer oder
inhibitorischer Natur sind. In seltenen Féllen kdnnen erregbare Zellen direkt elektrisch
miteinander gekoppelt sein. Dies geschieht idpgp junctions die in dieser Funktion als

elektrische Synapsen bezeichnet werden (Kleinig und $88%).

Fiar Neuronen ist Wasserstoffperoxid besonders toxisch (Mischel et al., 1997; Abe und Saito,
1998). Dieses Peroxid fuhrt zu apoptotischem Zelltod von Neuronen in Kultur (Whittemore et
al., 1995; Hoyt et al., 1997). Dennoch sind Neuronen in der Lage Wasserstoffperoxid zu
beseitigen (Desagher et al., 1996; Dringen et al., 1999). An der Entgiftung dieses Peroxides
scheint das Glutathionsystem mal3geblich beteiligt zu sein (Desaghed 89@)., Die schnelle
Oxidation von GSH nach Zugabe von Wasserstoffperoxid zu Zellen neuronen-reicher
Primérkulturen und die beinahe vollstdndige Wiederherstellung des hohen GSH zu GSSG-
Verhaltnisses nach Wegwaschen des Peroxides innerhalb von Minuten bestatigte diese
Annahme (Dringen et al., 1999). Im Gegensatz zur Situation in astrogliareichen Priméarkulturen
(Dringen und Hamprecht, 1997) kann das Glutathionsystem die Funktion der Catalase nach
deren Hemmung jedoch nicht vollstdndig ersetzen (Dringen et al., 1999). Somit scheint das
neuronale Glutathionsystem eine geringere Effizienz zur Peroxidentgiftung zu haben als das der
Astrogliazellen. Diese Vermutung wird gestitzt durch die geringe Kapazitat von Neuronen zur

Entgiftung von Cumolhydroperoxid (Dringen et al., 1999).

22



AUFGABENSTELLUNG

4. Aufgabenstellung

Uber die GR des Gehirns ist nur wenig bekannt, inre Funktion ist aber essentiell zur Erhaltung
des hohen Verhéltnisses von GSH zu GSSG in Gehirnzellen. Deshalb sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit GR aus Gehirn zur Homogenitat gereinigt und enzymatisch charakterisiert
werden. Aul3erdem sollte gegen das gereinigte Enzym ein Antiserum gewonnen werden, um
damit das Vorkommen der GR in verschiedenen Hirnzelltypen zu untersuchen. Schlief3lich
sollite gepruft werden, ob sich die GR des Gehirns von der aus anderen Organen unterscheidet,

um die Frage nach der Existenz gewebsspezifischer Isoformen derli@Rutworten.

-23-



ERGEBNISSE

5. Ergebnisse

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle gezeigten Experimente wenigstens zweimal mit
vergleichbaren Resultaten durchgefiihrt. Die gezeigten Daten stellen die Ergebnisse eines

reprasentativen Experiments dar.
5.1. Reinigung von Enzymen aus Rinderhirn

5.1.1. Reinigung der Glutathionreluktase

Fiur die Reinigung der GR aus Rinderhirn wurde das Protokoll fur die Reinigung des Enzyms

aus Schafshirn (Acan und Tezcan, 1989) modifiziert. Rinderhirn wurde als Quelle genommen,

Gehirn (GR, ME), Leber (GR) undErythrocyten (GR) des Rindes

| L

Entfernen des Hamoglobins

} }

Homogenisierung (Waring Blendor, Potter-Elvehjem-Homogenisator)

Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung (35 % - 75 % Sattigung)
Dialyse

v

lonenaustausch-,Batch“-Verfahren (DEAE-52 Cellulose)
Affinitatschromatographie (2°,54DP-Sepharose)
Ammoniumsulfat-Fallung (80 %)

Molekularsiebchromatographie (Superdex 200)

Konzentrierung

Abb. 6. FluRdiagramm fur die Reinigung von GRund ME.
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weil es im Schlachthof leicht und in grol3en Mengen erhdltlich war. Das optimierte Verfahren
der Reinigung (Abb. 6) beinhaltet als Arbeitsschritte fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung,

lonenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose, Affinitatschromatographie an 2°,5'-
ADP-Sepharose und Molekularsiebchromatogaphie an Superdex 200. Tabelle 1 gibt eine

Ubersicht tiber eine typische Reinigung der GR aus Rinderhirn.

Tabelle 1 Beispiel einer typischen Reinigung der GR aus Rinderhirn

Reinigungsschritt Protein- | Aktivitat Spezifische | Ausbeute| Anreicher-

gehalt Aktivitat ungsfaktor
(mg) (V) (U x mg?) (%)

Homogenatsiiberstang 10370 303 0.029 100 1

Ammoniumsulfat- 4750 212 0.045 70 1.6

prazipitation

(35-75 % Sattigung)

Dialysat 4970 212 0.043 70 15

DEAE-Cellulose 2680 208 0.078 69 2.7

2’,5"-ADP-Sepharose 12.3 92 7.5 30 258

Ammoniumsulfat- 7.6 77 10.1 25 348

prazipitat (80 %

Sattigung)

Superdex 200 0.37 44 117 14 4040

Konzentrierung 0.30 36 145 12 5000

Es wurden 600 g Rinderhirn als Ausgangsmielteingesetzt.

Homogenisierung

Bei der Reinigung der GR wurde von 600 g Rinderhirn (Naf3gewicht) ausgegangen. Das
aufgetaute Gehirn wurde mit 1800 ml Homogenisierungspuffer versetzt, damit die Zellen des
Gewebes wie unter 7.5.2. beschrieben aufgeschlossen werden konnten. Der bei der
Zentrifugation erhaltene Niederschlag wurde in Homogenisierungspuffer resuspendiert und das
Material ein zweites Mal mittels Potter-Elvehjem-Homogenisator homogenisiert. Dadurch

konnte die Aktivitatsausbeute um ca. 38 % gesteigert werden.
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Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung

Durch die langsame Zugabe von gepulvertem Ammoniumsulfat zum Homogenatsiberstand bis
zu einer Konzentration von 35 % Ammoniumsulfat konnten ausgehend von 10.4 g Protein im
ersten Schritt 4 g Protein gefallt werden. Im Uberstand der 75 %-igen Ammoniumsulfat-
Fallung wurden weitere 1.6 g Protein abgetrennt. Im Vergleich zum Homogenatsiuberstand
gingen durch die fraktionierte Ammoniumsulfat-Féllung zwar 30 % der Ausgangsaktivitat
verloren, gleichzeitig konnte aber 54 % des kontaminierenden Proteins abgetrennt werden. Die
nachfolgende Dialyse des resuspendierten Niederschlages verringerte die Aktivitat der GR

nicht.

lonenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose

Das Dialysat (460 ml) wurde mit 50 g DEAE-Cellulose inkubiert. Unter den gewahlten
Bedingungen (50 mM Kaliumphosphatpuffer, 2 mM EDTA, pH 7.4) wurden nur ca. 15 % der
aufgetragenenen GR-Aktivitdt gebunden. Deshalb wurde dieser Schritt zur Beschleunigung der
Reinigung als negative Chromatographie im ,batch“-Verfahren benutzt und der Uberstand
weiterverwendet. Bei diesem Schritt blieb 46 % des aufgetragenen Proteins an dem
Anionenaustauschermaterial gebunden. Nach fraktionierter Ammoniumsulfatprazipitation,
Dialyse und Anionenaustauschchromatographie waren 75 % des Proteins entfernt worden bei
31 %-igem Verlust an GR-Aktivitat.

Affinitatschromatographie an 2°,5"-ADP-Sepharose

Der Uberstand des lonenaustauschers wurde mit GSH und NaClo(&zedkrationen:

2 mM bzw. 0.15 M) versetzt und auf die 2°,5-ADP-Sepharose-Saule aufgepumpt. Die

Affinitatschromatographie fuihrte zu einer weiteren 100-fachen Anreicherung der GR (Tabelle
1). Dabei war das Waschen der Saule mit 1 M NaCl (Abb. 7) essentiell zur Abtrennung zweier
Proteine (Abb. 8, Bahn 4), welche in den Fraktionen 17 bis 20 eluiert wurden. Diese Proteine
konnten im weiteren Verlauf der Reinigung nicht von der GR getrennt werden (Daten nicht
gezeigt). Siebzig Prozent der auf die Affinitatssaule aufgetragenen Aktivitat an GR wurde
durch einen linearen NADPH-Gradienten eluiert. Das Maximum der GR-Aktivitat erschien bei

0.12 mM NADPH (Abb. 7). Da die Extinktion von NADPH (Absorptionsmaximum: 260 nm)
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Abb. 7. Elution von GR aus Rinderhirn von einer 2°,5"-ADP-Sepharose 4B-
Séule. Nach dem Waschen der Saule (7.5 cm x 1 cm) mit einem 1 M NaCl-Puls
wurde GR mit einem linearen NADPH-Gradienten (0 - 0.5 mM) von der S&aule eluiert.
Fraktionsvolumen: 2.8 ml. Fliel3geschwindigkeit: 0.7 ml/min. Aufgetragen wurden

2.7 g Protein in 830 niDEAE-Cellulose-Uberstand.

in den Fraktionen die Proteindetektion bei 280 nm stdrte, wurde der Proteingehalt aller

Fraktionen bestimmt. Dabei zeigte sich, da3 mit dem Gradienten nur eine sehr geringe Menge
an Protein eluiert wurde. Von dem aufgetragenen Protein wurde unter den gewahlten

Bedingungen 80 % nicht an die Saule gebunden. Von dem gebundenen Protein wurde 38 %
bereits mit dem 1 M NaCl-Puls eluiert (Abb. 8).
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Polyacrylamidgelektrophorese von Teilschritten der Reinigung

Der Verlauf der Reinigung bis zur Affinitdtschromatographie wurde mittels SDS-
PolyacrylamidgelelektrophoreséSDS-PAGE) Uberpruft. Im Gegensatz zu dem DEAE-
Cellulose-Uberstand und dem Durchlauf der Affinitatschromatographie-S&aule wurde im Eluat
des NADPH-Gradienten der 2°,5"-ADP-Sepharose-Saule nur eine einzige Proteinbande im Gel
angefarbt (Abb. 8). Die geringe spezifische Aktivitat der GR und die geringe Anreicherung
(Tabelle 1) lieRen jedoch vermuten, dald - trotz des Auftretens einer Einzelbande nach der
Affinitdtschromatographie - die GR noch nicht bis zur Homogenitéat gereinigt war, also sich

noch Fremdprotein in der Bande befinden muf3te.

2 3 4 5
—
N -

Abb. 8. Uberpriifung von Teilschritten der Reinigung der GR aus Rinderhirn

durch SDS-PAGE.Nach Auftrennung im 11 %-igen Polyacrylamid-Trenngel wurden
Proben durch Silbernitrat angefarbt. 1: Markerproteine; 2: Uberstand der DEAE-
Cellulosechromatographie (7 pg Protein), 3: Durchlauf der Affinitatschromatographie
an 2°,5-ADP-Sepharose (7 pg Protein), 4. Eluat des 1 M NaCl-Pulses der
Affinitatschromatographie (3 pg Protein), 5: Eluat des NADPH-Gradienten der
Affinitatschromatographie (3 pug Protein).

94 —
s

43 —

30

l

20—45

80%-ige Ammoniumsulfat-Fallung
Zur weiteren Reinigung wurden die GR-enthaltenden Fraktionen der 2,5 -ADP-Sepharose-
Saule vereinigt und mit Ammoniumsulfat (80 % Endkonzentration) versetzt. Dadurch konnte
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bei einem geringen Verlust an GR-Aktivitat nochmals ca. 40 % an Protein abgetrennt werden
(Tabelle 1). Gleichzeitiy wurde das Auftragsvolumen fiir die nachfolgende

Molekularsiebchromatographie reduziert.

—eo— GR-Aktivitat
—o— Extinktion bei 280 nm
2 3 -0.03
= =
E o
S 3 -0.02 X
e 3
= 24 S
<§( -0.01 £
x 11 é
o L
0 : . 0.00
30 40 50 60 70 80

Fraktionsnummer

Abb. 9. Molekularsiebchromatographie an einer Superdex 200-FPLC-Saulé/E
eluiert bei einem Elutionsvolumen von 57 ml (Gipfel 2), GR bei einem
Elutionsvolumen von 69 ml (Gipfel 3). Saulenabmessungen: 60 cm x 1.6 cm;
FlieRgeschwindigkeit: 1 ml/min, Fraktionsgréf3e: 1 ml. Aufgetragen wurden 2.5 mg
Protein in 0.5 ml Puffer C.

Superdex 200-Molekularsiebchromatographie

Das Prazipitat der 80 %-igen Ammoniumsulfat-Fallung wurde in einem geringen Volumen
resuspendiert und auf die Superdex 200-S&aule aufgetragen. Drei Proteingipfel wurden von
dieser Saule eluiert, von denen nur Gipfel 3 GR-Aktivitdt enthielt (Abb. 9). Bei dem
Proteingipfel 2 im Elutionsprofil der Molekularsiebchromatographiesaule handelte es sich um
ME, das von der GR volistandig abgetrennt werden konnte (s. 5.1.2.). In Gipfel 1 eluiert ein
bisher nicht identifiziertes Protein (Abb. 9).
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Konzentrierung

Die Konzentrierung der vereinigten GR-enthaltenden Fraktionen der
Molekularsiebchromatographie durch Centricon 30-Filtrationseinheiten fiihrte zu einer
weiteren 1.2-fachen Anreicherung der GR im Vergleich zum vorangegangenen Schritt. Das
hier beschriebene Reinigungsprotokoll fiihrte somit zu einem Anstieg der spenfiskivitat

der GR von 0.03 U/mg im Homogenatsuberstand zu 145 U/mg im gereinigten Enzym.

Insgesamt wurde das Enzym mit dem beschriebenen Protokoll 5000-fach angereichert.

5.1.2. Reinigung des Malatenzyms aus Rinderhirn

Aufgrund der hohen Affinitdt zum 2°,5"-ADP-Sepharose-Material, welches zur Reinigung von
Enzymen mit Affinitat fiar NADP Verwendung findet, und der in der
Molekularsiebchromatographie erkennbaren Gré3e des nativen Proteins, wurde vermutet, ME
gereinigt zu haben. Diese Annahme konnte durch einen ME-Enzymtest (7.3.) bestatigt werden.

Daher wurde wahrend der Reinigung der GR zusatzlich Ausbeute und Anreicherung des ME

Tabelle 2.Beispiel einer typischen Reinigung des Malatenzyms aus Rinderhirn

Reinigungsschritt Protein- | Aktivitat Spezifische | Ausbeute | Anreicher-

gehalt Aktivitat ungsfaktor
(mg) ) (U x mg?) (%)

Homogenatsiiberstand 10841 423 0.039 100 1

Ammoniumsulfat- 5084 320 0.063 76 1.6

prazipitation (35-75 %

Dialysat 4117 326 0.079 77 2

DEAE-Cellulose 2546 315 0.124 74 3.2

2’,5"-ADP-Sepharose 5.8 83 14.3 20 367

Ammoniumsulfat- 4.6 57 12.4 13.5 318

prazipitat

(80 %-Sattigung)

Superdex 200 0.96 38 40 9 1026

Als Ausgangsmaterial wurden 600 g Rinderhirn eieggs
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bestimmt. Es zeigte sich, daf mit dem fir die GR entwickelten Reinigungsschema ebenfalls
ME bis zur Homogenitat gereinigt werden konnte. In Tabelle 2 ist eine reprasentative

Anreicherung des ME dargestellt.

Homogenisierung
Fur die Reinigung des ME wurde ebenfalls von 600 g Rinderhirn (Naf3gewicht) ausgegangen.
Erneute Homogenisierung des Niederschlages der ersten Homogenisierung steigerte die

Aktivitatsausbeute um ca. 37 %.

Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung und Dialyse

Im Niederschlag der 35 %-igen Ammoniumsulfat-Fallung wurde nach Resuspendierung keine
ME-Aktivitat festgestellt; er wurde deshalb verworfen. Zum Uberstand wurde solange
Ammoniumsulfat zugegeben bis eine Sattigung von 75 % erreicht war. Im Niederschlag der
anschlieenden Zentrifugation war 76 % der ME-Aktivitat enthalten. Durch die fraktionierte
Fallung waren 53 % an Fremdprotein entfernt worden. Bei der Dialyse des resuspendierten

Préazipitats der 75 %-Fallung blieb die ME-Aktivitat vollstandig erhalten.

lonenaustauchchromatographie an DEAE-Cellulose

Das Dialysat wurde mit 50 g DEAE-Cellulose inkubiert. ME band unter den gewahlten
Bedingungen nicht an den Anionenaustauscher. Bei diesem Schritt gingen nur 4 % ME-
Aktivitat verloren, 39 % des aufgetragenen Proteins wurde abgetrennt. Gegenuber dem

vorhergehenden Schritt stieg die Anreicherung um den FalG@or 1

Affinitatschromatographie an 2°,5"-ADP-Sepharose

Die Affinitatschromatographie wurde durchgefiihrt wie bei der Reinigung der GR aus
Rinderhirn beschrieben. Dabei wurde durch den 1 M NaCl-Puls keine ME-Aktivitat, jedoch
viel Fremdprotein (Fraktionen 10 bis 15, Abb. 10) eluiert. ME-Aktivitat fand sich im Eluat des
NADPH-Gradienten wieder. Das Maximum an ME-Aktivitat wurde bei einer Konzentration

von 0.22 mM NADPH nachgewiesen. Nach der Affinitdtschromatographie war das ME 357-

fach angereichert und 99 % an Fremdprotein abgetrennt.

-31-



ERGEBNISSE

-~ Proteinkonzentration
-o- NADPH-Gradient =
—-— ME-Aktivitat o
<
©
NaCl . NADPH-Gradient LL
= Fu —~
I= A - o 10 o
g 6_ AO A\A / \- /DE'/ é
E)/ ] 2 / F o I 8 -
v £ 0.3; ;<” S
= — * \ =
g 44 T . *E'
< | Foxz S
u 2 / / -4 5
E 2_ . AN ):‘ ! 9
0.1 4, \ 7 \. &
\ ! / / S [%2

A A
A AN o AA AA AAAAA 4 L 9
0- 0.0+ uuuuuuégaauuuuuuamnnnﬂg ans AA?AA \A\E L0 o
0 10 20 30 40

Fraktionsnummer

Abb. 10. Elution von ME aus Rinderhirn von einer 2°,5"-ADP-Sepharose-Saule.
Nach dem Waschen der Saule (7.5 cm x 1 cm) mit einem 1 M NaCl-Puls wurde ME
mit einem linearen NADPH-Gradienten (0 - 0.5 mM) von der S&ule eluiert. Fraktions -
volumen: 2.8 ml. FlieRgeschwindigkeit: 0.7 ml/min. Auf die S&ule wurden 2.5¢g
Protein in 830 ml DEAE-Cellulose-Uberstand aufgetragen.

80%-ige
Superdex 200

Zur Konzentrierung wurden die Proteine im Eluat der 2°,5-ADP-Sepharose-Séule mit

Ammoniumsulfat-Fallung und Molekularsiebchromatographie an

Ammoniumsulfat (Endkonzentration 80 %) gefallt. Der Niederschlag wurde resuspendiert und
auf die Molekularsiebchromatographie-Séule appliziert. Nach der Ammoniumsulfat-Fallung
blieben 30 % der ME-Aktivitat im Uberstand und konnten auch nach erneuter Zentrifugation
nicht gefallt werden. Von der Molekularsiebchromatographie-Saule wurden drei voneinander

getrennte Protein-Gipfel eluiert. Das Maximum der ME-Aktivitdt wurde in Fraktion 57 (Gipfel
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2) bestimmt. Bei dem Gipfel 3 handelt es sich um GR. Im Vergleich zum vorherigen Schritt
erhohte sich die Anreicherung des ME durch die Molekularsiebchromatographie um das 3.2-
fache. Unmittelbar im Anschluf3 an die Molekularsiebchromatographie wurde eine spezifische
Aktivitat fur ME von 40 U/mg ermittelt. Somit wurde ausgehend von einer spezifischen

Aktivitat von 0.039 U/mg im Homogenatstuberstand das ME um den Faktor 1000 angereichert.

— = ME-Aktivitat
—o—Extinktion bei 280 nm
10 4 2 L 0.03
| e
g " 5
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Abb. 11. Molekularsiebchromatographie an einer Superdex 200-FPLC-Saule -
Test auf ME-Aktivitat. ME eluiert bei einem Elutionsvolumen von 57 ml (Gipfel 2),
GR bei einem Elutionsvolumen von 69 ml (Gipfel 3). Sdulenabmessungen: 60 cm x
1.6 cm; FlieBgeschwindigkeit: 1 ml/min; FraktionsgroRe: 1 ml;, aufgetragene
Proteinmenge: 2.3 mg in 0.5 ml.
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5.1.3. Molekilmassenbestimmung der Glutathionrduktase und desMalatenzyms

Analytische Gelfiltration
Das Elutionsprofii von GR und ME an der Superdex 200-S&aule wurde benutzt, um die
Molekilmasse der Proteine abzuschatzen. Dazu wurde ein Gemisch aus Proteinen

verschiedener Molekilmassen auf die Superdex 200-Saule appliziert und unter identischen

0.7

0.6 1

= Myoglobin

0.5+
0.4 Ovalbumin

0.3- Albumin=

kav

0.2-

IgG =
ME
Apoferritin

0.1-

T T T T T T T T T T T T T T
42 44 46 48 50 52 54 56 58

log (Molekiilmasse (Da))

Abb. 12. Bestimmung der Molekilmassen der gereinigten GR und des

gereinigten ME nach Gelfiltration an Superdex 200 Als Molekulmassenstandards

wurden eingesetzt: Apoferritin (443 kDa), IgG (150 kDa), Albumin (67 kDa),

Ovalbumin (43 kDa), Myoglobin (17 kDa).

_ Ve—VO
Vi—Vo

(Apoferritin): 50 m| Vi: Saulengesamtvolumen (120.6 ml)).

(Ve: Elutionsvolumen der Proteine,oVAusschlul3volumen = ¥/
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Bedingungen eluiert. Mit Hilfe des von Laurent und KillandE964) definierten Parameters
kav(Abb. 12), welcher fur jedes Protein in Verbindung mit dem benutzten Gelfiltrationsmaterial
spezifisch ist, 1a3t sich bei geeigneter Wahl der Molekilmasse der Kalibrierungsproteine, eine
linerare Beziehung des Logarithmus der Molekilmasse der eluierten Proteine zum
Elutionsvolumen darstellen. Die verwendeten Proteine mit Molekilmassen zwischen 17 und
443 kDa zusammen mit dem Molekularsieb-Material Superdex 200 erfuliten diese
Voraussetzung (Abb. 12). Somit konnten die apparenten Molekulmassen fir GR eil916

kDa (n = 13 Chromatographien) und far ME mit 2637 kDa (n = 5 Chromatographien)

bestimmt werden.

Polyacrylamidgelelektrophorese

Um die Reinheit der GR und des ME zu Uberprifen, wurden die Proteine in einem 11 %-igen
SDS-Polyacrylamid-Trenngel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proben wurden in einem
weiteren Ansatz zuséatzlich mit Mercaptoethanol versetzt, um Disulfidbriicken der Enzyme zu
reduzieren. Silbernitratanfarbung erméglichte den Nachweis aufgetrennter Proteine mit hoher
Empfindlichkeit. GR wurde durch das beschriebene Verfahren zur Homogenitat gereinigt. Die
nicht-reduzierte GR hat eine Molekulmasse von ca. 100 kDa (Abb. 13, Bahn A4). Zusatzlich
wurde in dieser Probe eine Proteinbande mit einer Molektlmasse > 100 kDa angefarbt (Abb.
13, Bahn A4), die in der reduzierten Probe nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 13, Bahn
B4). Nach Reduktion der gereinigten GR mit Mercaptoethanol wurde eine einzelne
Proteinbande mit einer Molekilmasse von 54 B5 kDa (n = 3 Gele) nachgewiesen. Das ME
wurde durch die beschriebene Prozedur ebenfalls bis zur Homogenitat gereinigt. Im
reduzierten und nicht-reduzierten Zustand besal® das ME eine Molekilimassetvirb &Da

(n = 3 Gele) (Abb. 13, Bahnen 3). In einem Gemisch aus gereinigter GR und gereinigtem ME
konnten beide Proteine unter den verwendeten elektrophoretischen Bedingungen vollstandig
voneinander getrennt werden (Abb. 13, Bahnen 2). Eine Kontamination der beiden gereinigten

Enzyme mit dem jeweils anderen Protein war nicht nachweisbar.
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Abb. 13. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von gereinigter GR und MEEIn

11 % Acrylamid enthaltendes Trenngel wurde verwendet, um Proben zu trennen, die
ohne (A) oder mit (B) Mercaptoethanol vorbehandelt worden waren. 1:
Markerproteine; 2: GR (1.6 pg Protein) plus ME (2 pg Protein); 3: ME (2 ug
Protein); 4. GR (1.6 pg Protein).

Matrix-unterstitzte Laserdesorptions-lonisationsmassenspektrometrie

Um die Molekilmasse der gereinigten GR und des gereinigten ME genauer zu bestimmen,
wurde die MALDI-MS- Methode in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Felix Reutter (Institut fur
Organische Chemie der Universitat Tubingen) angewandt. Im erhaltenen Massenspektrum der
GR fanden sich zwei deutlich sichtbare Gipfel, bei denen es sich um die Masse des Monomers
(m/z = 53431) und des GR-Dimers (m/z = 106720) handelt (Abb. 14A). Im MALDI-
Massenspektrum des ME (Abb. 14B) konnte das intensivste Signal bei m/z = 63%8hbest
werden. Dabei handelt es sich vermutlich um das Monomer. Aul3erdemn neeh Signale des

doppelt (M + 2Hf"; m/z = 32005) und des dreifach gelaeh Monomers nachzuweisen
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Abb. 14. MALDI-MS Spektrum zur Bestimmung der Moleklilmasse der GR (A)

und des ME (B) aus Rinderhirn. In beiden Fallen wurde das Spektrum aus 50
akkumulierten Einzelmessungen aufgebaut. Die analysierte Probenmenge betrug
jeweils 100 ng. Mit Hilfe eines Computerprogramms wurde das erhaltende
die entsprechenden
Molekulmassenbereiche der GR und des ME umgerechnet. Die Proteinmassen sind in

Peptidspektrum fur

GR und ME (nicht gezeigt) fur

kDa angegeben [Abb. verandert nach Re|{t889)].
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(IM + 3H]*; m/iz = 21372). Im Bereich von m/z = 128032 ([2M #)Hund m/z = 192552
([3M + H']) waren weitere Gipfel sichtbar, bei denen es sich vermutlich um das Homodimer
bzw. um das Homotrimer handelt. Ein Signal fir das Homotetramer konnte nicht entdeckt

werden.

Zusammenfassung der bestimmten Molekllmassen
Tabelle 3 gibt eine Ubersicht uber die mit den verschiedenen Methoden ermittelten

Molekilmassen der GR und des ME. Mit Hilfe der Molekularsiebchromatographie wurden die

Tabelle 3. Vergleich der mit verschiedenen Methoden erhaltenen Molekilmassen
in kDa von GR und ME aus Rinderhirn

SDS-PAGE Molekularsieb- MALDI-MS
chromatographie
GR-Dimer 94 (1) 116+ 19 (13) 106.720 (1)
GR-Monomer 548+15@3) | = - 53.430 (1)
ME-Tetramer | — ----- 263+17(5) | = -
ME-Monomer 60+15@3) | - 63.982 (1)

(n) = Anzahl der Experimente.

Molekulmassen der beiden nativen Enzyme bestimmt (GR:kDa; ME: 263 kDa). Mit SDS-
PAGE und MALDI-MS wurde die Masse des GR-Dimers (94 kDa bzw 106.72 kDa),
ermittelt. Die Molekulmassen der Monomere der GR wurden mit 54 kDa, die des ME mit 61
kDa (SDS-PAGE) und 64 kDa (MALDI-MS)

Molekularsiebchromatographielaufen konnten die Monomere von GR und ME nicht

bestimmt. In den

nachgewiesen werden. Ebenso war die Bestimmung der Molekilmasse des nativen ME mit
Hilfe der SDS-PAGE und MALDI-MS nicht mdglich.
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5.1.4. ldentifizierung des cytosolischen Malatenzyms mittels analytischer

lonenaustauschchromatographie

Um zu klaren, ob es sich bei dem gereinigten ME um die cytosolische oder mitochondriale
Isoform handelt, wurde das von Kurz (1992) beschriebene Verfahren der analytischen
lonenaustauschchromatographie zur Trennung der beiden Isoformen einmal durchgefihrt. Von
der aufgetragenen ME-Aktivitdt wurde 87 % bei einer Magnesiumacetat-Konzentration von 5

mM eluiert. Mit 30 mM Magnesiumacteat wurde 13 % der ME-Aktivitat von der Saule

gewaschen (Abb. 15).

—e— ME-Aktivitat

—— Magnesiumacetatkonzentration
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ME - Aktivitat (U/ ml)
5

20 +

Fraktionsnummer

70

[Magnesiumacetat] (mM)

Abb. 15. Elution von ME aus DEAE-52-Cellulose zur ldentifizierung von ME-
Isoformen nach Kurz (1992).Saule: 2.5 cm x 1 cm; FlieRgeschwindigkeit: 0.75 ml/min;

verwendeter Stufengradient: 5, 10, 15, 20, 30 und 50 mM Magnesiumacetat.
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5.2. Gewinnung von Antiseren gegen die gereinigte

Glutathionreduktase aus Rinderhirn

5.2.1. Immunisierung der Kaninchen

Da in der SDS-PAGE keine Verunreinigungen der gereinigten GR zu erkennen waren, stand
geeignetes Material fir die Immunisierung von Kaninchen zur Verfigung. Zwei Kaninchen
(Kennnummern40650 und 40696) wurden nach der in 7.7.1. beschriebenen Methode

immunisiert.

5.2.2. Charakterisierung der Antiseren
5.2.2.1. Titerbestimmung

Mittels ELISA (7.8.1.) wurde der Antikorpertiter vor und nach den einzelnen
Immunisierungsschritten ermittelt und so der Verlauf der Immunreaktion verfolgt. Die
Extinktionswerte im ELISA hangen sowohl von der Proteinmenge, mit der die Vertiefungen
der Mikrotiterplatten beschichtet werden, als auch von der Inkubationszeit der einzelnen
Schritte ab. Deshalb wurden die Titer aller Seren (Praimmunserum und Seren der
Auffrischimmunisierungen), sowie die Extinktionen aller Kontrollansatze in einem einzigen
Experiment unter identischen Bedingungen bestimmt. Die Titer-Entwicklungen fir die beiden

Kaninchen sind in Abb. 16 sowie in Tabelle 4 dargestellt.

Die Praimmunseren zeigten im ELISA keine Immunreaktivitat gegentuber GR. Bereits nach der
Erstimmunisierung der Kaninchen wurde ein 1gG-Antikdrpertiter vdr6d0 (40650) bzw.
1:1100 (40696) ermittelt. Der Titer erhdhte sich nach der Awmitnisierung in beiden
Kaninchen deutlich, wohingegen nach der dritten Auffrischimmunisierung kein weiterer
Anstieg mehr festellbar war. Daher wurde beschlossen, die Seren durch Ausbluten beider Tiere
zu diesem Zeitpunkt zu erhalten. Die Extinktionen der Kontrollen (Abb. D§Bjetrugen
weniger als 10 % der Extinktionen der entsprechenden Anséatze mit den verdinnten Antiseren.
Im folgenden wurde das Antiserum des Kaninchens mit der Nummer 40650 (anti-GR) weiter

charakterisiert und fur die Immuncytochemie eingesetzt.
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Abb. 16. Entwicklung des Antikorpertiters im Serum des Kaninchens 40650 (A)
und des Kaninchens 40696 (C).Die Daten wurden aus einem Experiment
gewonnen, das in Dreifachbestimmung durchgefihrt wurde. Jeder Napf der
Mikrotiterplatte war mit 100 ng GR beschichtet. Kontrollen (B/D): 1-3:
Verdinnungen des Praimmunserums (1,00; 2, 1: 1000; 3, 1: 10000), dhne anti-
GR, 5: ohne Sekundarantikorper, 6: ohne GR. Verdinnung von anti-GR bei 5 und 6:
1:800.
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Tabelle 4. Entwicklung des Antikorpertiters gegen GR aus Rinderhirn in den
Kaninchen 40650 und 40696

Kaninchen 40650 Kaninchen 40696
Titer Zeit nach der Titer Zeit nach der
letzten letzten
Immunisierung Immunisierung
(d) (d)
Praimmunserum kein Titer | - kein Titer | --—---
Priméarantwort 1: 1600 28 1: 1100 35
Sekundarantwort 1: 6000 35 1: 11600 34
Tertiarantwort 1: 11000 26 1: 10500 38

Die Titer wurden aus den in Abb. 16 dargestellten Kurveelaisen.

5.2.2.2. Immunprazipitation

Um zu testen, ob das Antiserum 40650 native GR erkennen kann, wurde eine
Immunprazipitation mit Gewebehomogenatsiuberstanden durchgefiuhrt. Nach Inkubation mit
anti-GR waren in den eingesetzten Homogenatsuberstanden bestenfalls 10 % der GR-Aktivitat
des Kontrollansatzes nachweisbar (Abb. 17 A). Dabei war es unerheblich, ob den Ansatzen
Protein-A-Sepharose zur besseren Fallung der Antigen-Antikdrper-Aggregate beigefligt war
oder nicht. In den Niederschlagen aller Ansatze wurden nach Resuspendierung zwischen 20 %
und 30 % der im Test eingesetzten GR-Aktivitat gefunden (Abb. 17 B). Von der eingesetzten
GR-Aktivitat (Summe von Uberstand und Niederschlag) waren nach Inkubation mit anti-GR
60 % (Rinderhirn), 65 % (Rinderleber) und 74 % (Ruddita) nicht mehr achzuweisen.
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Abb. 17. Immunprazipitation der GR mit anti-GR aus Homogenatstberstanden

vom Rind (Leber und Hirn) und Ratte (Hirmn). Die Daten reprasentieren
Mittelwerte = S.D. der Enzymaktivitdten aus jeweils drei Ansatzen. Die
Enzymaktivitaten stellen die Gesamtaktivitat im Uberstand bzw. im resuspendierten
Niederschlag dar. Kontrolle: PBS statt anti-GR.
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5.2.2.3. ,Native Western Blot“-Analysen

Nachweis von denaturierter und nativer Glutathionreduktase

Die Spezifitat des Antiserums wurde in ,Western Blot“-Experimenten untersucht. Wie aus dem
Immunprazipitations-Experiment (Abb. 17) ersichtlich war, verschwand die Aktivitat der GR
teilweise aus Rinderhirn in Gegenwart des Antiserums. Um zu untersuchen, ob das Antiserum
GR unter denaturierenden und nicht-denaturierenden Bedingungen nachweisen kann, wurden
Uberstande von Rinderhirnhomogenaten bzw. gereinigte GR mit einem SDS-enthaltenden
Ladepuffer 5 min gekocht oder mit einem SDS-freien gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
(Rt) inkubiert. Die so gewonnenen Proben wurden auf das Sammelgel appliziert und die
Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. SDS- und native Gelelektrophorese wurden zum
gleichen Zeitpunkt abgestoppt. Anschlie3end wurden die aufgetrennten Proteine in den Gelen
mit Silbernitrat angefarbt oder auf Nitrocellulosemembranen transferiert und mit anti-GR oder
Praimmunserum inkubiert. Nach Wegwaschen der Antiseren wurden die Membranen mit den
denaturierten und nicht-denaturierten Proteinen unter identischen Bedingungen
weiterbehandelt (7.8.3.).

Nach Silbernitratfarbung war in den Gelbahnen eine einzige durchgehende Proteinspur
angefarbt. Einzelne Proteinbanden waren nicht auflosbar (Abb. 18A1 und D1). Gereinigte GR
wurde als distinkte Bande durch die Silbernitratanfarbung nachgewiesen (Abb. 18A2 und D2).
Im ,Western Blot* der SDS behandelten Proben konnte nach Inkubation mit anti-GR weder
fr Homogenatuberstand, noch fur gereinigte GR eine spezifische Bande der GR nachgewiesen
werden (Abb. 18B1 und B2). Auch konzentrierter eingesetzte Antiseren (Verdinnungen: 1:
200; 1: 500) fuhrten unter denaturierenden Bedingungen nicht zum Nachweis der GR (Daten
nicht gezeigt). Im Gegensatz zu den denaturierten Proben war in den SDS-unbehandelten
(,nativen®) Proben jeweils eine einzelne Bande mit anti-GR nachweisbar (Abb. 18E1 und E2),
welche das gleiche Laufverhalten aufwies wie die gereinigte GR (Abb. 18D2). Nach Inkubation
mit Praimmunserum wurde unter den gewdahlten Bedingungen keine Proteinbande angefarbt
(Abb. 18 C und F). Fur ein an immobilisierter GR aufgreinigtes Antiserum wurden identische
Anfarbungen wie mit unbehandeltem Antiserum gefunden (Daten nicht gezeigt). Deshalb

wurde fur die nachfolgenden ,Western Blots* die unbehandelte Antikbrperldsung verwendet.
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Abb. 18. Untersuchung zur Spezifitat des anti-GR mittels ,Western Blot“ von
Proben, die nach Behandlung mit SDS (A-C) und ohne SDS (D-F) aufgetrennt
wurden. Aufgetragen wurden (1) Homogenatsuberstand aus Rinderhirn (40 pg
Protein) und (2) gereinigte GR aus Rinderhirn (100 ng Protein (A, D) bzw. 20 ng
Protein (B, C, E, F)). Vor dem Auftrag wurden die Proben ohne SDS (D-F) bei Rt
inkubiert, diejenigen mit SDS (A-C) 5 min lang gekocht. A, D: Silbernitratanfarbung;
B, E: Inkubation mit anti-GR (1:1000); C, F: inénunserum (1:000).

Vorinkubation des Antiserums mit gereinigter Glutathionreduktase

Zur weiteren Charakterisierung der Spezifitat des gegen GR gewonnenen Antiserums wurden
die Antikérper mit einem Uberschul? an gereinigter GR vorinkubiert, um die Bindungsstellen
fur GR abzusattigen. Nach Inkubation mit anti-GR waren angefarbte Proteinbanden mit der
Mobilitdt der gereinigten GR in Hirnhomogenaten von Ratte und Rind zu erkennen (Abb. 19
Al1-3). Fur Rattenhirnhomogenat war diese Bande jedoch nur schwach angefarbt (Abb. 19
Al). Im Gegensatz dazu wurden auf der Nitrocellulosemembran, welche mit dem
vorinkubierten Gemisch von anti-GR und reiner GR behandelt worden war, keine Banden zu
erkennen (Abb. 19 B1-3). Selbst nach langerer Exposition mit Farbel6sung zeigte sich hier

allenfalls unspezifische Hintergrundanfarbung (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 19. Untersuchung zur Spezifitdt des anti-GR mittels ,nativem Western

Blot*: Vorinkubation des Antiserums mit gereinigter GR. Aufgetragen sind
Homogenatsiuberstande aus (1) adultem Ratte(®/ pg Protein) und (2) Rinderhirn

(40 pg Protein) sowie (3) gereinigte GR aus Rinderhirn (25 ng Protein). Die
Membranen wurden mit anti-GR (1:1000) inkubiert (A) oder mit dem Uberstand der
Vorinkubation des anti-GR (1:1000) mit 30 pg gereinigter GR aus Rinderhirn (B).
Nach Wegwaschen der Antiseren wurden beide Membranen unter identischen
Bedingungen weiter inkubiert.

Nachweis der Glutathionreduktase in Homogenaten von Rinderorganen

Um zu untersuchen, ob anti-GR die GR in verschiedenen Organen des Rindes nachweisen
kann, wurden fir einen ,nativen Western Blot* Homogenatsuberstande aus Herz, Hirn und
Leber elektrophoretisch aufgetrennt. In den drei Homogenatsuberstanden war eine Bande mit
nahezu identischem Laufverhalten zu erkennen (Abb. 20). Wurden gleiche Proteinmengen
aufgetragen, ergaben sich Unterschiede in der Intensitat der erhaltenen Signale (Abb. 20A). So
war das Signal fir den Leberhomogenatsiiberstand am intensivsten (Abb. 20, A3), schwacher
waren die fur Herz (A1) und Hirn (A2). Wurden gleiche Enzymaktivitdten aufgetragen, waren

keine deutlichen Unterschiede in der Intensitat der Signale nachzuweisen (Abb. 20B 1-3).

-46-



ERGEBNISSE

Abb. 20. Nachweis der GR mittels ,nativem Western Blot* in Homogenats-
Uberstanden von Rinderorganen.Von den Homogenatsuberstdnden aus Herz (1),
Hirn (2) und Leber (3) wurden gleiche Proteinmengen (40 pg Protein) (A) bzw.
gleiche GR-Aktivitaten (0.6 mU) (B) aufgetrag&erdinnung von anti-GR: 1: 1000.

5.3. Nachweis der Glutathionreduktase in neuralen Zellen

5.3.1. Glutathionreduktase-Aktivitat in neuralen Primarkulturen

Zum Nachweis der GR in neuralen Zellkulturen wurde die Aktivitaten der GR in
Homogenatstberstdnden astroglia-reicher und neuronen-reicher Primarkulturen bestimmt. In
beiden Kulturen war GR-Aktivitat nachweisbar. Es wurde fur die beiden Kulturtypen kein

signifikanter Unterschied in den spezifischen Aktivitaten der GR gefunden (Tabelle 5).
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Tabelle 5. Spezifische Aktivitaten von GR in neuronen-reichen und astroglia-
reichen Priméarkulturen

Primarkultur spezifische GR-Aktivitat

(nmol/(min x mg Protein))

neuronen-reich 32+6.0

astroglia-reich 33+12.5

Die Daten stellen die Mittelwerte S.D. der spezifischen Enzymaktivitdten aus
jeweils 11 Kulturschalen (aus je drei unabhangigen Praparationen der beiden
Kulturtypen) dar. Die gemessene GR-Aktivitat wurde auf den Proteingehalt des
jeweiligen Zentrifugationsuiberstandes normiert.

5.3.2. Nachweis der Glutathionrduktase mittels ,nativem Western Blot"

Das gewonnene anti-GR sollte in immuncytochemischen Anfarbungen von Rattenzellkulturen

verwendet werden. Deshalb wurde versucht, GRin Homogenaten von astroglia-reichen und

Abb. 21. Nachweis der GR mittels ,nativem Western Blot“ in Homogenat-
Uberstanden neuraler Zellen.Gereinigte GR aus Rinderhirn (Bahn 1, 100 ng; 30
ng). In den Bahnen 2 bis 5 sind Homogenatuberstande (80 pug) von adultem (2) und
neonatalem (3) Rattenhirn, sowie von neuronen-reichen (4) und astroglia-reichen (5)

Primarkulturen aufgetrennt worden. Das Antiserum wurde hier in einer Verdinnung
von 1:200 eingesetzt.
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neuronen-reichen Primarkulturen aus Rattenhirn, sowie in Homogenaten von adultem und
neonatalem Rattenhirn nachzuweisen. Dazu wurde wiederum ein ,Western Blot* ohne SDS
und Mercaptoethanol mit den in den vorangegangenen Experimenten erfolgreich eingesetzten
Parametern durchgefiihrt. In allen untersuchten Homogenatiberstdanden konnte eine Bande
detektiert werden, die dasselbe Laufverhalten aufwies wie gereinigte GR aus Rinderhirn (Abb.
21).

5.3.3. Immuncytochemische Lokalisation der Glutathionrduktase

Da der Nachweis der GR in Homogenaten astroglia-reicher und neuronen-reicher
Primérkulturen mit Hilfe des gegen die GR aus Rinderhirn gewonnenen Antiserums erfolgreich
war, wurde nun mit dem anti-GR versucht, die GR exprimierenden Zelltypen in den Kulturen

zu identifizieren.

Astroglia-reiche Primarkulturen

Mit dem Antiserum (Verdinnung 1: 400) konnten Zellen in astroglia-reichen Primarkulturen
spezifisch angefarbt werden (Abb. 22A), sofern biotinyliertes anti-Kaninchen-IgG als
Sekundarantikdper eingesetzt und anschliefend mit Streptavidin-Texasrot inkubiert wurde.
Fluoresceinisothiocyanat- (FITC) bzw. Tetramethylrhodaminisothiocyanat- (TRITC)
gekoppelte sekundéare Antikorper fihrten zu keinen befriedigenden Resultaten (Daten nicht
gezeigt). Die Anfarbung unterblieb nahezu vollstandig, wenn anstelle des Antiserums
Praimmunserum in der gleichen Verdinnung verwendet wurde (Abb. 22C) oder wenn anti-GR

zuvor mit gereinigter GR aus Rinderhirn vorinkubiert worden war (Abb. 22D).

Nicht alle Zellen in astroglia-reichen Primarkulturen wurden mit dem Antiserum angefarbt.
Deshalb wurde versucht, in Doppelmarkierungsstudien die Zelltypen zu identifizieren, die
intensive oder schwache GR-Immunanfarbung aufwiesen. Zellen, die mit einem monoclonalen
Antikorper gegen das astrogliale Markerprotein GFAP angefarbt werden konnten (Abb. 23B),
zeigten nur eine schwache Anfarbung fir GR. In diesem Zelltyp war eine granulare Anfarbung
der GR im Cytosol vor allem in der Nahe des Zellkernes zu beobachten, der selbst von einer
Farbung ausgespart blieb (Abb. 23A). In den verwendeten Kulturen fielen Zellen auf, die

GFAP-negativ waren, aber eine intensive GR-Immunoreaktivitdt aufwiesen. Diese Zellen
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waren von kleiner rundlicher Gestalt und konnten mittes eines Antikorpers (Ox 42) gegen den
Rezeptor der Komplementkomponente C3b als Microgliazellen identifiziert werden (Abb.
23D,E). Mit diesem Antikoper wurden kleine, runde Zellen mit geringer
Cytoplasmaausdehnung angefarbt (Abb. 23F). Ox42-positive Zellen waren intensiv tber den
gesamten Zelleib fur GR angefarbt (Abb. 23D-F).

Abb. 22. Immuncytochemische Anfarbung einer 10 d alten astroglia-reichen
Primarkultur. A zeigt die Anfarbung fir GR nach Inkubation mit anti-GR (1:400
verdunnt), nachgewiesen mit biotinyliertem anti-Kaninchen-lgG/Streptavidin-
Texasrot. Nahezu keine Immunanfarbung war nachweisbar mit Praimmunserum
(1:400) (C) bzw. nach einer Vorinkubation des anti-GR mit 3 pug gereinigter GR aus
Rinderhirn (D). B zeigt die Phasenkontrastaufnahme der Zellen in A. Der Balken in D
entspricht einer Lange von 50 pm.
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Abb. 23. Immuncytochemische Doppelmarkierung einer 10 d (A-F) bzw. 15

(G-I) d alten astroglia-reichen Primarkultur mit anti-GR Antiserum (A, D, G) und
einem monoclonalen Antikdrper gegen das astrogliale Markerprotein GFAP (B), das
microgliale Markerprotein CR 3b (Antikdrper Ox42; E) oder den oligodendroglialen
Marker GalC (H). Bindung des anti-GR wurde nachgewiesen mit biotinyliertem anti-
Kaninchen-lgG/Streptavidin-Texasrot, Bindung des monoclonalen Antikorpers wurde
mit FITC-markiertem anti-Maus-lgG detektiert. C, F und | sind die
Phasenkontrastaufnahmen der Zellen in derselben Zeile. Pfeile in D-1 bezeichnen eine
Colokalisierung von GR mit einem der Markerproteine, offene Pfeile in A und B
zeigen die allenfalls schwache Anfarbung von GFAP-positiven Zellen fir GR. Der
Balken in H entspricht einer Lange von 50 pm und gilt fir alledfaider.
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Ein weiterer Zelltyp mit kleiner, runder Morphologie und langen, dinnen Fortsétzen zeigte in
den astroglia-reichen Primarkulturen sehr intensive GR-Immunoreaktivitat (Abb. 23G). Dieser
Zelityp konnte in Doppelmarkierungsstudien mit anti-GalC angefarbt werden (Abb. 23H),
einem Antikorper gegen das membranstandige Galactocerebrosid von Oligodrendrogliazellen
(Ranscht et al., 1982). GalC-positive Zellen wiesen eine intensive Anfarbung der Zellsomata
fur GR auf, wohingegen die ausgedehnten dinnen Fortsatze weniger intensiv angefarbt waren
(Abb. 23G). Sowohl bei den Microglia- wie auch den Oligodendrogliazellen waren die
gesamten Zellen mit anti-GR angefarbt, eine Aussparung der Farbung fur den Zellkern konnte
bei diesen Zellen nicht gefunden werden (Abb. 23D,G).

Microglia-reiche Sekundarkulturen

In einer astroglia-reichen Primakultur sind ca. 10 % der Zellen Microgliazellen (Verleysdonk,
1994). Werden diese Zellen durch wiederholtes seitliches Klopfen von der Unterlage geldst
und erneut angesat, dann erhalt man eine mircoglia-reiche Sekundarkultur (Hirrlinger, 1999).
Die mit anti-GR inkubierten Microglia-Zellen wiesen eine intensive Immunfluoreszenz-
Anfarbung auf (Abb. 24B). Vor allem die runden Somata zeigten eine sehr intensive
Immunreaktivitat. Die Fortsatze der Zellen waren dagegen nicht angefarbt. Eine Zelle mit
Astroglia-Morphologie zeigte eine schwache kreisformig GR-Anfarbung. Diese ist vermutlich
auf eine Microglia-Zelle zurtickzufuhren (Pfeilspitze in Abb. 24A), die unter der anderen Zelle

liegt und deshalb nur teilweise angeféarbt werden konnte.

Neuronen-reiche Primarkulturen

Zur immuncytochemischen Lokalisierung von GR in Neuronen wurden neuronen-reiche
Primarkulturen untersucht. Um die GR und das Markerprotein GAP43 mit den entsprechenden
Antiseren nachweisen zu konnen, mufdte das fiur die astroglia-reichen Primarkulturen
verwendete Fixierungsprotokoll modifiziert werden (7.8.4.1.). Mit anti-GR konnten die Kérper
kleiner runder Zellen intensiv angefarbt werden (Abb. 25A), die durch gleichzeitige Anfarbung
mit einem monoklonalem Antikérper gegen GAP43 als Neuronen identifiziert werden konnten

(Abb. 25B). Die Fortsatze der Zellen waren intensiv fir GAP43 angefarbt, zeigten aber keine
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Abb. 24. Immuncytochemische Anfarbung einer 3 d alten microglia-reichen

Kultur mit anti-GR (1: 400 verdunnt). A ist die der anti-GR-Anfarbung in B
entsprechende Phasenkontrastaufnahme. Der Balken in B entspricht 50 um. Der Pfeil
kennzeichnet eine intensiv angefarbte Microgliazelle, der Pfeilkopf weist auf eine Zelle
mit Astroglia-Morphologie hin, die Uber einer Microgliazelle liegt.

GR-Immunreaktivitdt. Im Phasenkontrastbild der Neuronenkulturen (Abb. 25C) waren wenig
Zellen mit flacher Morphologie zu sehen, die nicht mit anti-GAP43 angefarbt waren (Abb.
25B) und die auch keine Anfarbung fir GR zeigten (Abb. 25A). Bei diesen Zelltypen handelt
es sich vermutlich um Astrogliazellen, die 5 % der Zellen in diesen Kulturen ausmachen
(Dringen et al., 1999). Wurde anstelle des Antiserums dasAtéaserum in entsprechender
Verdinnung eingesetzt, war auch in neuronen-reichen Primarkulturen keine Immunanféarbung
zu erkennen (Abb. 25D).
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Abb. 25. Immuncytochemische Doppelmarkierung einer 7 d alten neuronen-
reichen Primarkultur mit anti-GR (1:400 verdinnt; A), nachgewiesen mit
biotinyliertem anti-Kaninchen-lgG/Streptavidin-Texasrot, und dem mit FITC-
markiertem anti-Maus-lgG nachgewiesenen neuronalen Markerprotein GAP43 (B).
Nahezu keine Immunanfarbung war nachweisbar mit Praimmunserd@0)iD) in
Kombination mit einer GAP43-Anfarbung (E). C und F zeigen
Phasenkontrastaufnahmen der Zellen. Die Pfeile weisen auf die Colokalisation von
GAP43 mit GR (A und B) hin. Der Balken in F entspricht einer Lange von 50 pm.
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5.4. Suche nach Isoformen der Glutathionreduktase

Isoformen der GR wurden iRisum sativun{Mullineaux et al., 1996) undZea maygHull et

al.,, 1997) gefunden. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt ist noch nicht bekannt, ob auch GR-
Isoenzyme in Saugetieren vorkommen. Deshalb wurde mit Hilfe der fir das Gehirnenzym
entwickelten Methode (Abb. 6) die GR aus Rinderleber und aus den Erythrocyten des Rindes
zur Homogenitat gereinigt, um die drei gereinigten Enzyme untereinander vergleichen zu

koénnen.

5.4.1. Reinigungvon Glutathionreduktase aus leberund Erythrocyten des
Rindes

Nur die Abweichungen vom Reinigungsschema der GR aus Rinderhirn (5.1.1.) sind im

nachfolgenden datailiert beschrieben.

5.4.1.1. Reinigung der Glutathionreduktase aus Leber

Der Verlauf einer reprasentativen Reinigung der GR aus Leber ist in Tabelle 6 dargestellt. Im
Vergleich zum Homogenatsiberstand gingen durch die fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung
zwar 43 % der Ausgangsaktiviat der GR verloren, gleichzeitig wurden aber auch 66 % des
kontaminierenden Proteins beseitigt. Die nachfolgende Dialyse des resuspendierten 75 %-igen
Niederschlages der Ammoniumsulfat-Fallung verringerte die Aktivitdt der GR allenfalls
geringfugig. Bei der anschliel3enden Inkubation mit dem DEAE-Cellulose-Material im ,batch*-
Verfahren wurden ca 18 % Fremdprotein an das Austauschermaterial unter den gegebenen
Bedingungen gebunden. Nach der fraktionierten Ammoniumsulfatpréazipitation, der Dialyse
und der negativen lonenaustauchchromatographie waren 75 % an Fremdprotein entfernt
worden. Die Halfte der Ausgangs-Aktivitat an GR war noch vorhanden. Somit war nach

diesem Schritt eine 2-fache Anreicherung des Enzyms erreicht.

Mittels Affinitatschromatographie wurden 99 % der noch vorhandenen Fremdproteine von der
GR separiert, wobei der Anreicherungsfaktor im Vergleich zum vorhergehenden Schritt auf
das 382-fache anstieg. Das erhaltene Elutionsdiagramm der 2°,5-ADP-Sepharose-Saule war

dem der Reinigung aus Rinderhirn &hnlich (Daten nicht gezeigt). Es wurde aber durch den 1 M
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NaCl-Puls weniger Fremdprotein und ein Drittel der GR-Aktivitat eluiert. Nach Anlegen des
linearen NADPH-Gradienten erschien das Maximum der GR-Aktivitat bei einer NADPH-
Konzentration von 0.13 mM. Die GR enthaltenden Fraktionen des Gradienten wurden
vereinigt, Ammoniumsulfat wurde bis zu einer 80 %-igen Sattigung zugegeben und die
Suspension zentrifugiert. Das Prazipitat der Zentrifugation wurde in einem kleinen Volumen

des Puffers C (7.5.5.) resuspendiert und die Lésung auf die Superdex 200-Gelffiltrationssaule

Tabelle 6.Beispiel einer Reinigung der GR aus Rinderleber

Reinigungsschritt Protein- | Aktivitdt | Spezifische| Ausbeute | Anreicher-

gehalt Aktivitat ungsfaktor
(mg) (V) (U x mg?) (%)

Homogenatsiiberstand 66000 3170 0.048 100 1

Ammoniumsulfat- 22340 1810 0.081 57 1.7

prazipitation (35-75 %

Sattigung)

Dialysat 19910 1740 0.087 55 1.8

DEAE-Cellulose 16340 1590 0.097 50 2.0

2’,5"-ADP-Sepharose 9.5 348 36.7 11 764

Ammoniumsulfat- 1.11 35.4 32.0 1.1 667

prazipitat

(80 % Sattigung)

Superdex 200 0.084 9.7 116 0.3 2417

Konzentrierung 0.011 1.6 147 0.0b 3063

Fur die Reinigung wurden 720 g Rinderleber als Ausgangseaiaiegesetzt.

aufgetragen. Von den drei Proteingipfeln im Elutionsprofil bei der GR-Reinigung aus
Rinderhirn (Abb. 4) ist hier Gipfel 2 allenfalls zu erahnen. In Gipfel 3 wurde der Uberwiegende
Teil der GR-Aktivitat nachgewiesen (Abb. 26). Die spezifische Aktivitdt stieg durch die
Molekularsiebchromatographie im Vergleich zum vorangegangenen Schritt auf das 3.8-fache
an. Nur die GR-enthaltenden Fraktionen (69-75) wurden vereinigt und fur die nachfolgenden
Untersuchungen weiter verwendet. Konzentrierung mittels Microcon-30-Konzentratoren

fuhrte zu einem weiteren Anstieg des Reinigungsfaktors. Im Verlauf der Reinigung aus Leber
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stieg die spezifische Aktivitat der GR von 0.048 U/mg im Homogenatstberstand auf 147 U/mg

im gereinigten Enzym an. Dies entspricht einer Anreicherung der GR um den Faktor 3063.

—e— GR-Aktivitat
—o— Extinktion bei 280 nm

= =
o o
| |

GR-Aktivitat (U/ ml)

Extinktion bei 280 nm x 18

Fraktionsnummer

Abb. 26. Repréasentative Molekularsiebchromatographie an einer Superdex
200-FPLC-Séaule.GR aus Rinderleber eluiert bei einem Elutionsvolumen von 71 ml
(Gipfel 3). Gipfel 1 und 2 werden vermutlich von Aggregaten der GR verursacht.
Séaulenabmessungen: 60 cm x 1.6 cm; FlieBgeschwindigkeit: 1 ml/min;
FraktionsgrofRe: 1 ml; aufgetragene Proteinmenge: 0.3 mg in 0.5 ml.

5.4.1.2. Reinigung der Glutathionreduktase aus Erythrocyten

Der Verlauf einer reprasentativen Reinigung der GR aus den Erythrocyten des Rindes ist in
Tabelle 7 gezeigt. Erschwert wurde die Reinigung der GR durch Hamoglobin, dem
Hauptprotein der Erythrocyten. Da dieses Protein bei 340 nm absorbiert, war eine zuverlassige

Messung der Aktivitat der GR in Rinderblut nicht moglich. Mit Hilfe eine Modifikation des
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Verfahrens (7.5.1.) von Krohne-Ehrich et al. (1977), um die GR nicht langer als nétig den
organischen Ldsungsmitteln Chloroform/Butanol und Aceton auszusetzen, konnte nach der
Chloroform/Butanol-Extraktion (Uberstand 1) erstmals die Aktivitat der GR genau bestimmt
werden. Der Extrakt war zu diesem Zeitpunkt gelblich und nicht mehr tiefrot gefarb. Die
Acetonfallung (Uberstande 2 und 3) entfernte 79 % an Fremdprotein ohne Verlust der GR-
Aktivitat. Der Aceton-Protein-Niederschlag wurde resuspendiert und Uber Nacht bei 4°C
dialysiert. Bei den nachfolgenden Schritten (fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung (35-75 %),
erneute Dialyse und ,batch-Verfahren® am Anionenaustauscher) gingen nur 15 % an Aktivitat
verloren, insgesamt wurden aber 87 % des Proteins abgetrennt. Somit war das Enzym bereits

6.7-fach angereichert.

Tabelle 7.Beispiel einer typischen Reinigung der GR aus Erythrocyten des Rindes

Reinigungsschritt Protein- | Aktivitat Spezifische | Ausbeute| Anreicher-

gehalt Aktivitat ungsfaktor
(mg) (V) (U x mg?) (%)

Uberstand 1 27380 57 0.0021 100 1

Uberstand 2 + 3 6220 62 0.01 110 4.8

Dialysat 1 5740 59 0.01 104 4.8

Ammoniumsulfat- 4240 60 0.014 106 6.7

prazipitation

(35-75 % Sattigung)

Dialysat 2 4350 61 0.014 106 6.7

DEAE-Cellulose 3500 48 0.014 106 6.7

2’,5"-ADP-Sepharose 0.79 24 30 42 14000

Ammoniumsulfat- n.d. 5 n.d. 8.8 n.d.

prazipitat

(80 % Sattigung)

Superdex 200 0.0771 3.25 42.2 57 20100

Konzentrierung 0.005 0.569 114 1 54300

Die Reinigung der GR erfolgte aus 780 ml Rinderblut. Uberstand 1: Uberstand der
Chloroform/Butanol-Extraktion; Uberstande 2+3: Resuspensionen und Losung der
durch Aceton gefaliten Proteine.
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Im Gegensatz zu den Reinigungen der GR ausgrirdund -leber wurde hier dem Puffer der
Affinitatschromatographie kein GSH zugesetzt, da dieses zu einem 67 %-igen Verlust der
Aktivitat fahrte (Daten nicht gezeigt). Mit Hilfe des Pulses von 1 M NaCl wurde etwa 30 %
der GR-Aktivitdt von der Saule eluiert, wohingegen in diesem GR-Aktivitatsgipfel kaum
Protein detektiert werden konnte (Abb. 27 ). Nach Anlegen des NADPH-Gradienten erschien
das Maximum der GR bei einer NADPH-Konzentration von 0.11 mM. (Abb. 27). Ein Puls von
0.525 mM NADPH erbrachte keine weitere Elution der GR von der 2°,5-ADP-Sepharose-

Séule. Durch die Affinatschromatograpieurden 99 % des Fremdproteins abgetrennt. Der

—&—  Proteinkonzentratio
—eo— GR-Aktivitat
—o— NADPH-Gradient

-

NaCl NADPH-Gradient NADPH-Puls —
80 - - E
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= - 0.30 — f c
Z 40- I N
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< - 0202 I
e B c
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I i a
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Abb. 27. Elution von GR aus Erythrocyten des Rindes von einer 2°,5"-ADP-
Sepharose-4B-SauleNach dem Waschen der Saule (6.8 cm x 1 cm) mit 1 M NacCl
wurde GR mit einem linearen NADPH-Gradienten (0 - 0.5 mM) von der S&aule eluiert.
Fraktionsvolumen: 2.8 ml. FlieRgeschwindigkeit: 0.7 ml/min. Die aufgetragene
Proteinmenge betrug 3.5 g in 480 ml DEAE-Cellulose-Uberstand. Die Elutionspuffer
enthielten kein GSH.
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Anreicherungsfaktor stieg dabei um das 2090-fache gegeniber dem vorangegangenen Schritt

an (Tabelle 7).

Da die GR-Aktivitat-enthaltenden Fraktionen nur wenig Protein enthielten, wurde bei dem
durch 80 %-ige Sattigung mit Ammoniumsulfat erhaltenen Niederschlag auf eine
Proteinbestimmung verzichtet. Das in Puffer C (7.5.5.) geloste Prazipitat dieser Fallung wurde
auf eine Superdex 200-Gelfiltrationsséule appliziert. Im Elutionsprofil waren 3 Proteingipfel zu
erkennen, wobei nur derjenige mit einem Elutionsvolumen von 72 ml (Gipfel 3) GR-Aktivitat
aufwies (Abb. 28). Die GR-enthaltenden Fraktionen (69-75) wurden anschlieend vereinigt;

—e— GR-Aktivitat
—o— Extinktion bei 280 nm
120 -
] 3
= 100 - X
5 £
é 80 1 o
= N
.'c"_g 60 - D
% e
< 401 S
% <
20 =
>
L
0 _

Fraktionsnummer

Abb. 28. Molekularsiebchromatographie an einer Superdex 200-FPLC-S&aule.

Zu erkennen sind drei Proteingipfel, von denen nur der letzte Gipfel GR-Aktivitat
enthielt. Diese eluiert bei einem Elutionsvolumen von 72 ml. Saulenabmessungen: 60
cm X 1.6 cm; FlieBgeschwindigkeit: 1 ml/min; Fraktionsgrof3e: 1 ml; aufgetragene
Proteinmenge: 0.3 mg in 0.5 ml.
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fur die weiteren Untersuchungen des Proteins wurden aliquote Teile konzentriert. Im Verlauf
der Reinigung wurde ein Anstieg der spezifischen Aktivitdt von 0.0021 U/mg im Extrakt der
Chloroform/Butanol-Behandlung auf 114 U/mg im Ultrafiltrations-Konzentrat gefunden, was

einem Anreicherungsfaktor von 54300 entspricht (Tabelle 7).

5.4.2. Vergleich der gereinigten Glutathionrduktasen aus Hirn, Leberund
Erythrocyten

5.4.2.1. Ky-Werte fur die Substrate

Uber die biochemischen Eigenschaften der GR aus Gehirn ist wenig bekannt. Bisher wurden
kinetische Daten nur fir das Enzym aus Schafshirn bestimmt (Acaneaednl 1991). Ein
Vergleich der kinetischen Parameter von GR aus verschiedenen Organen einer Saugetier-
Spezies wurde bisher nicht beschrieben. Somit war nicht bekannt, ob es diesbeziglich
Unterschiede gibt. Aus diesem Grund wurden dieViderte fur die Substrate der gereinigten

GR aus Hirn, Leber und Erythrocyten des Rindes bestimmt. Um identische Bedingungen fir
die Bestimmung der #Werte der drei GR zu schaffen, wurden alle Untersuchungen am
gleichen Tag mit denselben, verschieden konzentrierten Substrat-Losungen durchgefuhrt. Fur
jede der GR wurden zurKWert-Bestimmung drei unabhangige Experimente in Dreifach-
Bestimmungen durchgefiihrt. Zur Ubersichtlichkeit werden hier exemplarisch die Ergebnisse
von Experimenten fur die GR aus Rinderhirn gezeigt (Abb. 29). Unter den gewahlten
Mel3bedingungen zeigten alle gereinigten GR fir beide Substrate, GSSG und NADPH,
klassisches Michaelis-Menten-Verhalten. Nach Linearisierung der Daten nach Hanes (1932)
wurden die ky,-Werte fUr die beiden Substrate berechnet (Tabelle 8). Die angebgréfeKe

wurden mit Hilfe eines Computerprogrammes durch Extrapolation gewonnen. Im Gegensatz
zum Ky-Wert fur GSSG lagen fur das Substrat NADPH nur dgrWert der Hirn-GR
innerhalb des Bereiches der eingesetzten Substratkonzentration. Fir das Substrat GSSG wurde
ein signifikanter Unterschied imyKWert fir GR aus Hirn oder Leber im Vergleich zur GR aus
Erythrocyten gefunden (Tabelle 8).
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Abb. 29. Repréasentative Darstellung der Bestimmung des K -Wertes der GR

aus Rinderhirn fir GSSG (A, B) und NADPH (C, D). Die Daten stellen die
Mittelwerte = S.D. der Enzymaktivitditen aus einem Experiment dar, das in
Dreifachbestimmung durchgefuhrt wurde. A, C: Direkte Auftragung der MelRwerte.
Die in A und C dargestellten Hyperbeln wurden mit Hilfe der duidearisierung
nach Hanes (B, D) gewonnenen Parametei¥ert und V.« berechnet.
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Tabelle 8. Ky -Werte der gereinigten GR aus Hirn, Leber und Erythrocyten des
Rindes fur die Substrate GSSG und NADPH

GR gereinigt aus Ku (NADPH) Ku (GSSG)
(LM) (UM)
Gehirn 8.1+04 36.0+ 3.1
Leber (4.4 2.6) 40.2+ 6.3
Erythrocyten (4.0£1.3) 23.0+ 2.6*

Die Daten reprasentieren die Mittelwett&.D. der Enzymaktivitaten aus jeweils drei
unabhéngigen in Dreifach-Bestimmung durchgefiihrten Experimenten. Die in
Klammern gesetzte Werte liegen aul3erhalb des Bereiches der verwendeten
Substratkonzentrationen (kleinste eingesetzte NADPH-Konzentration: 5 pM). Der
Ku-Wert fir GSSG der GR aus Erythrocyten war signifikant verschieden von dem fir
die GR aus Hirn oder Leber (*p< 0.05\OVA mit Bonferroni post hoc Test).

5.4.2.2. Eindimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese

Um die Homogenitat der gereinigten GR aus Leber und Erythrocyten des Rindes zu
Uberprufen und um das elektrophoretische Laufverhalten der denaturierten gereinigten GR aus
den drei Organen miteinander zu vergleichen, wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Dazu
wurden die drei Proben mit Mercaptoethanol reduziert, um scharfer fokussierte Banden zu
erhalten. Die Silbernitratanfarbung der aufgetrennten Proteine zeigte jeweils nur eine Bande,
die fur die drei GR identische elektrophoretische Mobilitat hatte. Die apparente Molekulmasse

der Monomere lag fur die GR aus den drei Organen bei ca. 52 kDa (Abb. 30).
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Abb. 30. SDS-PAGE der gereinigten GR aus Hirn, Leber und Erythrocyten des
Rindes.Die Enzyme (jeweils 0.3 png) wurden mit SDS und Mercaptoethanol denaturiert,
auf einem 11 % Acrylamid enthaltenden Trenngel aufgetrennt und mit Silbernitrat
angefarbt. Bahnen 1 und 5: Markerproteine, 2: GR.absr; 3: GR aus Hirn; 4: GR aus
Erythrocyten.

5.4.2.3. Zweidimensionale Gelelektrophorese

Nach Auftrennung mit SDS-PAGE waren keine Unterschiede in den molekularen Massen der
Untereinheiten der GR aus Gehirn, Leber und Erythrocyten des Rindes erkennbar (Abb. 30).
Um Ladungsunterschiede zwischen den gereinigten GR feststellen zu kénnen, wurde in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Celis (Department of Medical
Biochemistry, Universitat Arhus, Déanemark) die gereinigten Enzyme einer zweidimensionalen
(2D) Gelelektrophorese unterworfen. Bei der hochauflosenden 2D-Gelelektrophorese nach
O’Farrell (1975) werden nach zwei verschiedenen Parametern, dem isoelektrischen Punkt in
der ersten Dimension und der elektrophoretischen Beweglichkeit in der zweiten Dimension
Proteine aufgetrennt. Auch nach 2D-Auftrennung waren keine Unterschiede in der Mobilitat
der GR in der Elektrophorese-Dimension festzustellen. In der ersten Dimension, der

isoelektischen Fokussierung (IEF), zeigten die Gele fur die drei GR das gleiche Muster von 5
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Abb. 32.2D-Auftrennung von GR-GemischenA: Leber-GR und Erythrocyten-GB; Hirn-GR und Leber-

GR; C: Leber-GR und Erythrocyten-GR. 1. Dimension: immobilisierter pH-Gradient 4. 2-7.5. §lonen
SDS-PAGE. Die Gele wurden mit Silbernitrat angefarbt. Geladenene Proteinmengen: 0.2 pg von beiden GR.
Der Balken in A weist auf die quidistanten Flecke der GR hin.
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aquidistanten Flecken (Abb. 31A-C), das sich im alkalischen Teil des Gels befand. Den
gereinigten GR warer?B]Methionin markierte Tumorproteine beigemischt worden, um die
Position der aufgetrennten Proteine in verschiedenen 2D-Gelen besser miteinander vergleichen
zu konnen. Auch im Vergleich der GR-Flecken zu denen der aufgetrennten markierten
Proteine wurden keine Unterschiede fur die drei GR festgestellt (Abb. 31D-F). Ebenso fuhrte
eine Mischung von jeweils zwei der gereinigten GR vor dem Auftrag auf ein 2D-Gel zu

Mustern, die identisch waren zu denen dez&iauftrage (Abb. 32A-C).

5.4.2.4. ,Nativer Western Blot"

~Western Blot“-Experimente wurden durchgefihrt, um mdgliche Unterschiede in der
Erkennung der gereinigten GR aus Hirn, Leber und Erythrocyten durch anti-GR nachzuweisen.
Dazu wurden drei Proteinmengen (10 ng, 20 ng, 40 ng) der gereinigten nicht-denaturierten

Enzyme aufein 11 %-iges Trenngel ohne SDS aufgetragen. Nach Elektrotransfer wurden die

A B C
1 23 123 12 3

-
s

e m

Abb. 33. ,Nativer Western Blot“ der gereinigten GR aus Leber (A), Hirn (B),
und Erythrocyten (C). Von der GR wurden jeweils 10 ng (1), 20 ng (2) oder 40 ng
(3) appliziert.

Membranen mit anti-GR inkubiert. Nach Anfarbung der Proteinbanden konnten jedoch keine
Unterschiede in den Intensitdten der Banden fur gleiche Mengen an aufgetragener GR
gefunden werden. Mit zunehmender Menge an aufgetragener GR wurde die Signalintensitat
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starker. Der Nachweis von 10 ng GR (Abb. 33A1, B1, C1) war fiur die drei Enyzme kaum
moglich, wahrend bei 20 ng und 40 ng intensive Signale festgestellt wurden. Auch hinsichtlich

der elektrophoretischen Mobiltat der Enzyme waren nahezu keine Unterschiede zu erkennen.

5.4.2.5. ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay*

—&— GR aus Rinderleber
—e— GR aus Rinderhirn
—&— GR aus Rindererythrocytegn
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Abb. 34. Vergleich der GR aus Gehirn, Leber und Erythrocyten im ELISA

unter Verwendung des gegen GR aus Hirn gewonnenen Antiserums (ARie
Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit jeweils 100 ng eines der drei GR
beschichtetKontrollen (B): 1, 2 Leber; 3, 4 Gehirn; 5, 6 Erythrocyten (1, 3, 5 ohne
anti-GR, 2, 4, 6 ohne Sekundarantikorper); 7 ohne GR. Alle Proben wurden unter
identischen Bedingungen behandelt. Die Extinktion wurde von allen Proben zum
selben Zeitpunkt ermittelt. Die Daten wurden in einem Experiment gewonnen, das in
Dreifachbestimmung durchgeftiwurde.
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Zum Nachweis von Unterschieden in der Antigenitat der drei gereinigten GR wurden ELISAs
durchgefihrt. Der Verlauf der erhaltenen Titerkurven war fur die drei gereinigten GR nahezu
identisch (Abb. 34A). Die Kontrollen zeigten nur eine geringe Extinktion, die deutlich

unterhalb der der jeweiligen Proben lag (Abb. 34B).

5.4.2.6. Tryptischer Verdau der Glutathionreduktasen aus Hirn und Leber und
Analyse tryptischer Peptide mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-

Elektrospray-lonisationsmassenspektrometrie

Eine sehr empfindliche Methode, Massen von Proteinen und Peptiden zu bestimmen, ist die
Massenspektrometrie. In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Felix Reutter (Institut fur Organische
Chemie der Universitat Tubingen) wurde die Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
(ESI-MS) eingesetzt, nachdem durch tryptischen Verdau entstandene Peptide mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) aufgetrennt worden waren. Diese Methode
gewadhrleistet eine definierte und vollstandige Desolvatisierung von Analytmolekilen, die in
Ldésung gebracht wurden. Aul3erdem gilt die ESI-MS als aufRerst schonend. Beide Faktoren
sind wichtige Voraussetzungen, um Proteine mit unbekannten Eigenschaften zu untersuchen.
Lyophylisierte GR aus Hirn und Leber wurde resupendiert und mit Trypsin inkubiert. In einem
zweiten Experiment wurde zusatzlich ein Gemisch der beiden GR im Verhaltnis 1:1 tryptisch
verdaut. Als Kontrolle wurde in beiden Experimenten Trypsin ohne GR unter identischen
Bedingungen inkubiert. Die in den beiden Experimenten eingesetzten GR-Préparationen und
die eingesetzten Proteinmengen sind in Tabelle 9 aufgefiihrt. Die entstandenen tryptischen
Peptide wurden anschlieBend mittels der Umkehrphasen-HPLC chromatographisch
aufgetrennt. Durch Kopplung von Chromatographie und ESI-MS konnte die Retentionszeit
eines Peptides im UV-Chromatogramm direkt auf die jeweilige Masse im Totalionenstrom-
(TIC)-Chromatogramm bezogen werden. Die dabei entstandenen Massen-Ladungs- (m/z)-

Signale der tryptischen Spaltpeptide der GR wurden miteinander verglichen.
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Tabelle 9. Ubersicht uber die in zwei tryptischen Spaltungsexperimenten
eingesetzten Praparationen der GR aus Hirn und Leber

Quelle der GR Verdau- verwendete GR-| flr Verdau Bezeichnung
Experiment Praparation(en) | eingesetzte | der Ansatze in
Menge an GR | Abb. 35 und 36
(h9)
Gehirn 1 1 15 -
2 2 17 A
Leber 1 3 15 -
2 3 17 B
Gehirn und 2 2und 3 14 (7+7) C
Leber

Durch Addition aller lonensignale der wéhrend des Chromatographielaufes kontinuierlich
aufgenommenen Massenspektren wurde der TIC fur jede Retentionszeit erhalten. Die auf die
HPLC-Séaule applizierten tryptischen Verdauansatze fuhrten zu deutlichen Signalen im TIC-
Chromatogramm der HPLC-ESI-MS (Abb. 35A-C), wahrend in der Kontrolle (Trypsin-
Autolyse) keine Signale zu detektieren waren (Abb. 35D). Die Spektren fur die tryptischen
Peptide der GR aus Hirn und Leber waren sehr &hnlich. Eine Vielzahl von Peptidgipfeln

eluierten bei nahezu identischen Retentionszeit (Abb. 35A-C).
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Abb. 35. HPLC-ESI-MS-Analysen tryptischer Peptide der GR aus Gehirn und
Leber. Gezeigt werden die TIC-Chromatogramme der Analysen der tryptischen
Verdauansatze des Experiments 2 von Gehirn-GR (A), Leber-GR (B), GR-Mischung
(C) und der Trypsin-Autolysekontrolle (D). In den Chromatogrammen A-C sind
korrespondierende Signale mit Retentionszeiten markiert. [modifizierte Abb. nach
Reutter (1999)].

Um festzustellen, ob bei den tryptischen Verdaus der beiden GR unterschiedlich grof3e
Peptidfragmente entstanden, wurden mit Hilfe eines Computerprogrammes samtliche
erhaltenen Massen der jeweiligen HPLC-ESI-MS-Chromatogramme summiert. Somit wurde
fur jede HPLC-Auftrennung ein akkumuliertes ESI-MS-Spektrum der m/z -lonenserien der

detektierten tryptischen Peptide erhalten. Zum Vergleich der verschiedenen Ansatze wurden

die so gewonnenen akkumulierten ESI-MS-Spektren Ubereinander gelegt (Abb. 36).
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Abb. 36. Uberlagerte Darstellung der akkumulierten ESI-MS-Spektren der
tryptischen Verdaus (Experiment 2) von Gehirn-GR (A), Leber-GR (B), GR-
Mischung (C). Dargestellt ist der Bereich von 473 m/z bis 499 m/z. Besonders zu
beachten ist m/z= 480.3. [modifizierte Abb. nach Re|(it@99)].

Wahrend das Signal bei einer Masse von m/z= 480.3 im tryptischen Verdau von GR aus

Gehirn (Abb. 36A) und in der GR-Mischung (Abb. 36C) deutlich erkennbar ist, fehlt dieses bei
dem Verdau-Ansatz der GR aus Leber (Abb. 36B).

Signale mit nahezu identischen Massen koénnen von verschiedenen tryptischen Peptiden
stammen. Aus diesem Grund wurde erneut in den TIC-Chromatogrammen die Massen-
Ladungssignale von m/z= 480.3 fur die einzelnen Ansatze beider Experimente untersucht.
Dabei wurde festgestellt, daf3 im Chromatogramm des Verdaus der GR aus Hirn und im GR-
Gemisch ein TIC-Signal gefunden wurde, nicht aber in dem der GR aus Leber (Abb. 37). Das

in Abb. 37 exemplarisch fur eine Masse dargestellte Verfahren wurde auf sdmtliche Signale der
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akkumulierten ESI-MS Spektren angewandt. Dadurch wurde eine Vielzahl identischer Peptide

identifziert, aber auch weitere Unterschiede von Peptidmassen und Retentionszeiten fur die GR
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Abb. 37. TIC-Diagramme der Massenladungssignale von m/z = 480.3 von funf
HPLC-ESI-MS-Analysen. gehirn-GR (A) und Leber-GR (B) aus Experiment Nr. 1;
Hirn-GR (C) und Leber-GR (D) und Gemisch aus Gehirn-GR und Leber-GR (E) aus
Experiment Nr. 2. [modifizierte Abb. nach Reutter (1999)].

aus Hirn und Leber festgestellt werden (Tabelle 10). Dabei wurden in beiden Experimenten
mehr Signale fur die Gehirn-GR festgestellt. Im Experiment 2 wurden aufgrund der
eingesetzten grofReren Proteinmenge (Tabelle 9) mehr Signale bei Gehirn-GR und Leber-GR
gefunden. Nur fur Gehirn-GR konnten dabei drei Signale mit den Retentionszeiten 21.40 min,
19.19 min und 20.02 min ermittelt werden. Im Falle der Leber-GR wurde ein Peptid-Signal mit
der Retentionszeit von 28.29 min nachgewiesen, das nicht in Gehirn-GR, wohl aber im GR-

Gemisch vorhanden watr.
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Tabelle 10. Unterschiede in den Molekilmassen und Retentionszeiten tryptischer
Peptide der GR aus Hirn und aus Leber

Verdau-Experiment Nr.
2 1 1 2 2
Retentionszeiten (min)
Masse | z m/z GR- Leber- GR | Gehirn- | Leber-GR | Gehirn-
(Da) (gefunden)| Mischung GR GR
458.8 1 459.8 n.n. 15.94 15.94
1079.2 2 540.6 n.n. 13.98 11.91
1086.4 2 544.2 17.39 19.14 19.14
546.1 1 546.1 15.89 17.75 17.7p
651.9 1 651.9 n.n. 21.40
717.3 1 717.3 15.53 17.33 17.54
2346.5 3 782.7 n.n. 26.43 26.43
2518.6 3 839.5 17.59 19.14
868.8 1 868.8 n.n 24.52
1764.6 2 883.3 19.56 20.59 20.5p
17771.0 2 886.5 19.59 20.59 20.99
2104.0 2 1053.0 23.90 24.10 24.10
2223.9 3 1112.0 19.81 20.74 20.80
2312.2 2 1157.1 28.24 28.29
2503.9 2 1251.6 18.94 20.33 20.23
2507.7 3 1254.0 20.54 21.05 21.16
2600.0 2 1300.9 19.04 20.0%2
2713.1 3 1356.1 21.52 21.88 21.98

Aufgefuhrt sind die Molekilmassen der tryptischen Spaltpeptide, die entweder nur in
den proteolytischen Ansatzen der GR aus Gehirn oder nur im Ansatz der GR aus
Leber vorhanden waren. Dargestelit sind Ergebnisse aus zwei Experimenten. n.n.:
nicht nachgewiesen. z = Ladung
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6. Diskussion

6.1. Reinigung von Enzymen

6.1.1. Glutathionreduktaseund Malatenzym

Das verwendete Verfahren erlaubte die Reinigung der GR aus Gehirn zur Homogenitat. Zur
vollstandigen Fallung der GR muf3te die Ammoniumsulfatkonzentration auf 75 % Sattigung
erhoht werden, da bei der geringeren Konzentration von 55 % Ammoniumsulfat (Acan und
Tezcan, 1989) noch 53 % an GR-Aktivitat im Uberstand verblieb. Auch auf den in dieser
Publikation beschriebenen Hitzeschritt (1 Stunde bei 65 °C) wurde bei dem in vorliegender
Arbeit beschriebenen Verfahren verzichtet und daflr eine negative
Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose eingesetzt. Dieser Schritt erbrachte
zwar nicht die Anreicherung, die fir einen Hitzeschritt angegeben wurde (Acan und Tezcan,
1989), vermied aber hitzebedingte Veranderungen von Oberflachenepitopen der GR, z.B.
Hydrolyse von Amidresten von Asparagin- und Glutaminresten in der Proteinkette und
Umlagerungen z\3-Aspartyl-Isopeptiden (Vogel, 1997; Vogel et al., 1998). Thermische
Behandlung von GR aus dem Cyanobakteri@pirulina maxima fihrte trotz hoher
Hitzestabilitdt des Enzyms zu einer erhdhten Bildung von Sekundéarstrukturen (Rojo-
Dominguez et al., 1997). Hitzeschritte sind auch bedenklich, da bei erhéhter Temperatur die
Aktivitat von Proteasen kurzfristig ansteigen kann, die im Gehirn in gro3er Menge vorkommen
(Kurz, 1992). Das kann zu Ausbeuteverlusten und zu Artefaktbildung fuhren (Scopes, 1989).
Diese Gefahren sollten im Hinblick auf eine spatere Verwendung der gereinigten GR zur

Gewinnung von Antiseren vermieden werden.

Der effizienteste Schritt in der Reinigung war die Affinitdtschromatographie an 2°,5-ADP-
Sepharose, einem Saulenmaterial, das von Brodelius et al. (1974) eingefuihrt wurde und fir die
Reinigung NADP-abhangiger Dehydrogenasen und anderer Enzyme mit Affinitat fir NADP
Verwendung findet. GR wurde erstmals von Mannervik et al. (1976) unter Verwendung von
2°,5-ADP-Sepharose aus Erythrocyten des Menschen gereinigt. Bei der in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Reinigungsprozedur wurde als eluierendes Molekil NADPH verwendet,

da GR mit NADPH in einem schmalen Gipfel von dem AffinitAtsmaterial eluiert (Carlberg und
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Mannervik, 1981). Entscheidend fir die hohe Anreicherung der GR durch die
Affinitatschromatographie war die Elution von Fremdprotein durch den Waschschritt mit 1 M
NaCl (Craven et al., 1974). Ebenso war der Schutz vor Aktivitatsverlust durch Zusatz von
GSH zum Elutionspuffer wichtig. GSH wurde in &hnlicher Konzentration bei der Reinigung
der GR aus Schafshirn eingesetzt (Acan und Tezcan, 1989). Auf der
Affinitatschromatographie-Saule blieben neben der GR zwei weitere Proteine gebunden, die
durch den linearen NADPH-Gradienten nur partiell von der GR separiert werden konnten. Bei
einem dieser Proteine handelte es sich um ME, welches die reversible Bildung von Pyruvat,
Kohlendioxid und NADPH aus Malat und NADRatalysiert. 2°,5"-ADP-Sepharose wurde als
Affinitatsmaterial zur Reinigung des ME von Yeung und Carrico (1976) erstmals eingesetzt.
Auch fir die Reinigung des ME aus Gehirn fand dieses Saulenmaterial bereits Verwendung
und stellte wie auch in der vorliegenden Arbeit den effezientesten Schritt in der Reinigung des
ME dar (Kurz et al.,, 1993; Bukato et al., 199%aviogel et al., 1998). Bei dem weiteren
bisher unbekannten, mit dem NADPH-Gradienten eluierten Protein muf3 es sich um eines
handeln, welches hohe Affinitat zu NADBder NADPH aufweist und eine Molekilmasse
grof3er als 443 kDa hiext.

Essentiell fir die vollstdndige Auftrennung der drei Proteine, die von der 2°,5-ADP-
Sepharose-Saule eluierten, war die nachfolgende Molekularsiebchromatographie. Die nach
diesem Reinigungsschema gereinigte GR erreichte mit einer spezifischen Aktivitdt von 145
U/mg Protein einen Wert ahnlich zu dem der isolierten GR aus Schafshirn (193 U/mg; Acan
und Tezcan, 1989). Mit einer spezifischen Aktivitdt des gereinigten ME von 40 U/mg fiihrte
die Anreicherung des ME mit dem fur die GR entwickelten Reinigungsprotokoll zu &hnlichen
Ergebnissen wie Vorschriften, die fir die Reinigung der Isoformen des ME aus Rinderhirn
optimiert worden waren (47.4 U/mg: Kurz et dl993; 71 U/mg: Vogel et al., 1998). Mit

Hilfe der von Kurz (1992) eingefiihrten und von Vogel (1997) angewandten analytischen
lonenaustauschchromatographie zur Trennung des cytosolischen vom mitochondrialen ME
konnte gezeigt werden, dal3 durch das hier beschriebene Reinigungsverfahren hauptsachlich die

cytosolische Isoform des ME angereichert wurde.

Analyse der Reinheit und Bestimmung der Moleldassen der geinigten GR und ME wurden
mit unterschiedlichen Methoden unternommen, die zu &ahnlichen Ergebnissen fuhrten. Die
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gereinigte GR aus Rinderhirn ist ein Dimer (Gesamt-Molekilmasse 106 kDa). Mit Hilfe der
SDS-PAGE (Fehlerbreite aufgrund von Proteinkonformations-Effekte&80 %; Lehmann,

1996) wurde eine apparente Moleklilmasse des Monomers von 55 kibanigshittels der
exakteren MALDI-MS (Prézision 0.01%; Lehmann (1996)) eine Molekilmasse von 53430 Da.
Ahnliche Werte wurden fiir die GR aus Schweineerythrocyten (Boggaram et al., 1978),
menschlichen Erythrocyten (Worthington und Rosemeyer, 1976), Mauseleber (Lopez-Barea
und Lee, 1979) und Kalbsleber (Carlberg und Mannervik, 1981) beschrieben. Ebenso liegt die
Molekllmasse der GR-Untereinheit aus Rinderhirn im Bereich derjenigen, die aus der cDNA-
Sequenz der menschlichen Erythrocyten-GR berechnet wurde (51698 Da, ohne FAD; Tutic et
al., 1990). Bei den Proteinbanden mit hbherer Molekilmasse, die in der SDS-PAGE in nicht-
reduzierten Proben von gereinigter GR aus Rinderhirn beobachtet wurden, handelt es sich
vermutlich um Aggregate, zu deren Bildung GR tendiert (Worthington und Rosemeyer, 1976).
Diese Banden verschwanden durch Behandlung der GR mit Mercaptoethanol. Das GR-Dimer
konnte mit allen verwendeten Methoden nachgewiesen werden, es wurden aber deutliche
Unterschiede in der Molekllmasse gefunden. Bei der SDS-PAGE wurde eine um ca. 10 kDa
niedrigere Masse bestimmt als mit der Molekularsiebchromatographie oder MALDI-MS.
Grund daflr kdnnte sein, dal3 nicht-reduzierte und nicht genigend mit SDS denaturierte
Proteine (z.B. Apolipoprotein A; Steele und Reynolds, 1979) verschiedene hydrodynamische
Volumina zeigen, was ihre Mobilitdt im Gel beeinflul3t. Die fehlende genaue Korrelation der
Molekllmassen fir das Mono- und Dimer der GR bei der Molekilmassenbestimmung mit
MALDI-MS ist vermutlich auf die breiten Masse/Ladungs-Gipfel (wahrscheinlich
hervorgerufen durch unterschiedliche Ladungszustdnde der GR, s. 5.4.2.3.) und damit auf die

ungenauere Berechnung mit dem ,software“-internen Berechnungsprogramm zurtickzufihren.

Fur das gereinigte ME zeigte sich in der SDS-PAGE, dal3 dieses Enzym mit Hilfe der
Molekularsiebchromatographie volistandig von der GR separiert war. Aufgrund des Fehlens
von Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten, war die Molekilmasse mit und ohne
Reduktionsmittel jeweils 61 kDa (SDS-PAGE). Durch MALDI-MS wurde eine Molekilmasse
von 63982 Da pro Untereinheit ermittelt. Damit liegen die gefundenen Molekilmassen im
Bereich derjenigen, die fur die Isoformen des ME aus Rinderhirn beschrieben worden sind (60
kDa: Kurz et al.,, 1993; 64 2 kDa: Vogel et al.,, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde
durch analytische Molekularsiebchromatographie die Molekilmasse des Homotetramers des
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ME mit 263 kDa besnmt, obwohl bei einer Temperatur (4°C) gearbeitet wurde, die zur
Dissoziation des ME in enzymatisch aktive Monomere und Dimere fiihrt (Huang und Chang,
1992). Eine ahnliche Masse (235 kDa) wurde durch Molekularsiebchromatographie an
Superose TM 12 fur das cME gefunden (Kurz et. al, 1993). Ursache fur das Fehlen des Signals
fur das Homotetramer von ME bei der MALDI-MS ist vermutlich auf das Losen des ME in 0.1

% TFA/Acetonitril und das Einbetten in die Sinapinsaurematrix zuriuckzufiihren. Beides sind
saure Bedingungen, bei denen Proteine mit hoher Molekilmasse und einem Aufbau aus
mehreren nicht kovalent verbundenen Untereinheiten leicht denaturieren kdnnen (Lehmann,
1996). Das Auftreten des Homotrimers zeigt aber dennoch, dal3 die Pulslange

(Nanosekundenbereich) und die Energie des Laser von 6.2 uJ bestmdglichst gewahlt waren.

6.1.2. Glutathionreduktasen aus Lebemnd Erythrocyten

Mit dem Reinigungsschema, welches fiir die GR aus Rinderhirn entwickelt worden war, liel3
sich ebenfalls die GR aus Rinderleber isolieren. Die dabei erreichte spezifische Aktivitat von
147 U/mg Protein liegt im Bereich der des gereinigten Enzyms aus Kaninchen (180 U/mg;
Zanetti, 1979), Maus (158 U/mg; Lopez-Barea und Lee, 1979) und Ratte (190 U/mg; Carlberg
und Mannervik, 1981). Die Affinitaitschromatographie an 2°,5"-ADP-Sepharose stellte erneut
den entscheidenden Schritt der Reinigung dar. Der erzielte Anreicherungsfaktor (764-fach) ist
ahnlich  demjenigem bei der Reinigung des Kalbsleberenzyms  (858-fach,
Affinitatschromatographie Nr.1 des Reinigungsprotokolls; Carlberg und Mannervik, 1981).
Die Moleklilmasse der Untereinheiten der GR aus Rinderleber (52 kDa) befindet sich im
Bereich der in der Literatur angegebenen Daten fir die gereinigte GR aus diesem Organ (44
kDa, Mize und Langdon, 1961; 50 kDa, Carlberg und Mannervik, 1981; 56 kDa, Zanetti,
1979).

Als eine weitere Quelle zur Reinigung der GR wurden Erythrocyten verwendet. Reinigungen
der GR aus Erythrocyten verschiedener Spezies, insbesondere auch des Menschen, sind
mehrfach beschrieben worden (Staal et al., 1969; Mannervik et al., 1976; Nakashima et al.,
1976; Boggaram et al.,, 1979). Hauptproblem dieser Reinigungen war das Entfernen des
Hamoglobins, des Hauptbestandteils der Erythrocyten. Es wurde dazu ein Verfahren

angewendet, das von Scott (1976) erstmals beschrieben und von Krohne-Ehrich et al. (1977)
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modifiziert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden die Schritte fur die GR aus
Rindererythrocyten weiter modifiziert. Die Chloroform/Butanol-Behandlung war ein sehr
effektiver Schritt zur Lyse der Erythrocyten und zur Ausfallung des Hamoglobins. Gleichzeitig
wurde die GR in Losung uUberfihrt. Dieser Schritt stellt einen kritischen Punkt dieser
Reinigung dar, da durch zu langsames Ruhren das Hamoglobin teerartig verklumpen kann. Da
im Vollblut die Aktivitat der GR nicht exakt bestimmt werden konnte, ist der Aktivitatsverlust
der GR bei diesem Schritt nicht zu quantifizieren. Fir die GR aus menschlichen Erythrocyten
wird bei diesem Schritt ein Verlust von 39 % gefunden (Krohne-Ehrich et al., 1977). Da die
GR sich in der organischen Phase der Extraktion wiederfand, muf3 das Protein eine vorwiegend
unpolare Oberflache besitzen. Die zur Volumenreduzierung angewendete Acetonfallung flhrte
zu einer effizienten Abtrennung von Fremdprotein ohne GR-Aktivitatsverlust. Somit scheint

entgegen friheren Annahmen (Rall und Lehninger, 1952) GR ein sehr stabiles Enzym zu sein.

Die anschlieRende fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung, die im Bereich von 35 % - 75 %
Sattigung fur das Hirn und Leberenzym bereits erfolgreich angewendet wurde, war ebenso fur
das Erythrocytenenzym geeignet. Die Affinitatschromatographie war erneut der effizienteste
Schritt der Reinigung 18006fache Anreichung). Anliche Anreicherungen wurden bei den
Reinigungen der GR aus den Erythrocyten von Mannervik et al. (1976) und Krohne-Ehrich et
al. (1977) erzielt. Im Gegensatz zur Reinigung der GR aus Hirn und Leber wurde bei der
Affinitatschromatographie der GR aus den Erythrocyten auf den Zusatz von GSH in den
Elutions- und Waschpuffern verzichtet. Die beschriebene protektive Wirkung von GSH auf die
GR-Aktivitdt (Boggaram et al.,, 1979) konnte nicht bestatigt werden. Vielmehr wurde nach
Zugabe von GSH ein Aktivitatsverlust (66 %) beobachtet. Durch die nachfolgende
Molekularsiebchromatographie und Ultrafiltration wurde reine GR mit einer spezifischen
Aktivitat von 114 U/mg nach 54000-facher Anreicherung erhalten. Diese Resultate sind
ahnlich zu beschriebenen Resultaten fir die GR aus Erythrocyten (165 U/mg, 47000-fach:
Staal et al.,, 1969; 240 U/mg, 39000-fach: Worthington und Rosemeyer, 1974; 125 U/mg,
78000-fach: Mannervik et al., 1976). Die gefundene Molekilmasse von 52 kDa liegt im
Bereich der in der Literatur angegebenen Werte (50 kDa) fur das Erythrocyten-Enzym
(Worthington und Rosemeyer, 1975; Krohne-Ehrich et al., 1977).
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Ein Lagerungsexperiment mit der GR aus Leber und die Erfahrungen mit der GR aus Gehirn
zeigten, dal3 fir die GR eine Lagerung bei 4°C, in Gegenwart von Natriumazid als
antibakteriellen Agenz (7.5.9.), optimal ist. Diese Lagerung wurde auch fur die GR aus Kalbs-
und Rattenleber (Carlberg und Mannervik, 1985) und fir die GR aus menschlichen
Erythrocyten (Krohne-Ehrich et al., 1977) beschrieben. Deshalb wurden alle gereinigten GR
bei 4°C gelagert. Einfrieren der gereinigten GR fiihrte - wie in der Literatur beschrieben - zu
Verlust der Aktivitdt (Zanetti, 1979; Carlberg und Mannervik, 1981). Die Organe, aus denen
das Enzym gereinigt werden sollte, wurden dagegen bei -20°C gelagert, wie von Zanetti
(1979) und Carlberg und Mannervik (1981) empfohlen. Die gereinigte GR scheint demnach ein
aulRerst gefrierempfindliches Enzym zu sein, ahnlichfdetethylcrotonyl-CoA-Carboxylase
(Bixel, 1998), wohingegen Hitzeschritte wahrend der Reinigung (Zanetti, 1979; Acan und
Tezcan, 1989) und Denaturierungsexperimente (Lopez-Barea und Lee, 1979; Mata et al.,
1984) kaum zu Aktivitatsverlusten fuhrten. Ob bei solchen Experimenten die GR in nativer
Konformation vorliegt, kann angezweifelt werden, da enzymatisch aktive GR extrem instabil in
ihrer Struktur sein kann (Krauth -Sieg&985).

6.2. Gewinnung von Antiseren gegen die Glutathionreduktase aus

Rinderhirn

6.2.1. Herstellung der Antiseren

Da das Immunsystem bereits kleinste Mengen an Antigen wahrnehmen kann, mul3 Gewil3heit
Uber die Reinheit des fur die Immunisierung zu verwendenden Antigens bestehen (Cooper,
1981). Aus diesem Grund wurde die Reinheit der GR im SDS-Polyacrylamid-Trenngel nicht
mit Coomassie-Anfarbung, sondern mit Hilfe der 10 bis 50-fach sensitiveren
Silbernitratfarbung (Goldenberg, 1990) Uuberprift. Da keine Kontamination der GR-

Praparation erkennbar war, wurde die gereinigte GR zur msrauing eingestzt.

Die richtige Dosis eines Immunogens ist entscheidend fir die Starke der Immunaéivatt.
geringen Mengen an Proteinantigen wird keine Immunreaktion ausgeldst. Oberhalb einer
bestimmten Schwelle nimmt die Reaktion proportional zur verabreichten Menge bis zum

Erreichen eines Plateaus zu, sinkt dann aber bei sehr hohen Dosen wieder ab. Auch die Art der
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Verabreichung eines Antigens beeinflul3t Starke und Art der Antwort. Subcutan injizierte
Antigene l6sen im allgemeinen die starkste Reaktion aus (Janeway und Travers, 1995). Die in
der vorliegenden Arbeit fir Kaninchen gewahlten Antigenmengen (Hurn und Chantler, 1980),
die subcutane Injektion in den Nackenbereich der Kaninchen und die empfohlenen
Immunisierungszeiten (Herbert, 1978) fuhrten zu hohen Antikorpertitern in beiden Kaninchen.
Auch der Verlauf der Entwicklung der Titer in beiden Kaninchen war nahezu simultan. Der
Kurvenverlauf des Titers bei Kaninchen 40650 folgt nach der ersten Auffiecimisierung

einer von Heidelberger und Kendall (Linke, 1998) beschriebenen Kurve. Das weist darauf hin,
daf3 bei einer Verdiinnung des Antiserums von 1:900 die an den Kunststoff der Mikadtéerpl
gebundene GR-Menge mit dem GR-Antikérper optimal verbunden ist. Bei den Titerkurven des
Kaninchens 40696 konnte ein solcher Kurvenverlauf nicht gefunden werden. Die Antikorper-
Antigen-Komplexe sind demnach bereits bei geringerer Verdinnung optimal miteinander

verbunden.

GrolRe und komplexe Proteine, die Aggregate bilden, fihren leichter zu Immunantworten als
kleine Proteine (Janeway und Travers, 1995). Die Molekllmasse von ca. 100 kDa der nativen
GR und ihrer Tendenz zur Aggregatbildung (Worthington und Rosemeyer, 1976) durften zu
der starken Immunantwort beigetragen haben. Die Qualitat des Antikdrpers im Antiserum aus
Kaninchen 40650, welches flur die weiterinmunologischen Untersuchungen verwendet
wurde, war bereits so hoch, dal3 die Antikbrper nicht gereinigt werden muf3ten. Das Antiserum
konnte mehrmals aufgetaut und wieder eingefroren werden, ohne daf} in den verwendeten
immunologischen Techniken der Nachweis der GR merklich beeintrachtigt wurde. Grund daftr
durfte sein, daf3 Antikdrper im Antiserum, d.h. in ihrer ,natirlichen Umgebung“ am stabilsten
sind. Das verhindert das Aggregieren der Antikbper und damit den Verlust von Antikdrpern

durch Anhaften an Plastikoberflachen der Aufbewahrungsgefal3e (Linke, 1998).

6.2.2. Untersutiung der Speziitat eines der Antiseren

Zur Uberprufung der Monospezifitat des gewonnenen Antiserums gegen die GR aus
Rinderhirn wurden ,Western-Blot“-Analysen durchgefihrt. Das von Burnette (1981)
beschriebene Verfahren des ,Western-Blots* konnte in seiner urspringlichen Form nicht

erfolgreich zum Nachweis der GR angewendet werden. Wurden SDS-denaturierte Proteine
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elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend auf die Nitrocellulosmembran Uberfihrt, so
wurden bei Anfarbung mit anti-GR keine deutlichen Signale mit dem Indikatorantikrper

erkennbar. Wurden die Proben jedoch nicht denaturiert, war eine spezifische Bande im
Homogenat des Rinderhirns nachweisbar, deren Mobilitat identisch war mit derjenigen der zur
Positivkontrolle aufgetragenen reinen GR aus Rinderhirn. Somit wird das denaturierte Enzym
von den Antikdrpern des Antiserums in den eingesetzten Verdinnungen nicht erkannt, im
Gegensatz zu der in nativer Konformation vorliegenden GR. Ursache dafiir konnte sein, dal3

bei der Immunisiamg vorallem native GR in die &ninchen ipziert wurde.

Bei Verwendung des Praimmunserums wurde keine Anfarbung elektrophoretisch aufgetrennter
Proteine im ,nativen Western-Blot" beobachtet. Somit sind im PrAimmunserum des Kaninchens
wahrscheinlich keine Antikérper gegen die GR vorhanden, eine Vermutung, die durch die
Ergebnisse im ELISA gestutzt wurde. Ein weiterer Beweis fur die Spezifitdt des Antiserums ist
der Verlust des Nachweises der Proteinbande im ,nativen Western-Blot" nach Vorinkubation
der anti-GR-L6sung mit einem Uberschuf? an reiner GR. Dieses Resultat zeigt tiberzeugend,
dal3 es sich bei der im Homogenat angefarbten Bande um GR und nicht um ein anderes Protein

gleicher Molekilmasse handelt, mit dem die Antikdrper kreuzreagieren.

Mit dem Antiserum wurde auch die GR aus anderen Rinderorganen im ,nativen Western-Blot*
nachgewiesen; in den Homogenattuberstdnden von Herz und Leber wurden Signale mit gleicher
Mobilitat gefunden. Somit scheinen keine grol3en Epitop-Unterschiede aufgrund
ausgetauschter Aminosauren auf der Oberflache der GR verschiedener Organe vorhanden zu
sein. Die Unterschiede in den Intensitaten der angefarbten Banden bei Auftrennung gleicher
Mengen an Protein beruhten auf den unterschiedlichen spezifischen Aktivitdten der GR in den

einzelnen Organen.

Auch im Rattenhirn konnte mit anti-GR im ,nativen Western-Blot* GR nachgewiesen werden.

Die beobachtete geringe Nachweisempfindlichkeit fir die GR aus Rattenhirn mufdte jedoch
durch Verwendung eines geringer verdiinnten Antiserums kompensiert werden. Trotz &hnlicher
gelelektrophoretischer Mobilitat unter nativen Bedingungen scheint die GR aus Rattenhirn also

Unterschiede zu dem Enzym aus Rinderhirn aufzuweisen. Im Hinblick auf die
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immuncytochemischen Untersuchungen von entscheidender Bedeutung war die Tatsache, dal3

GR in Homogenaten astroglia- und neuronen-reicher Primarkulturen angefarbt werden konnte.

In Gegenwart von anti-GR wurde nach Zentrifugation eine verminderte Aktivitdt der GR in
Homogenatluberstanden aus Rinderhirn, Rinderleber und Rattenhirn festgestellt, die nicht im
resuspendierten Niederschlag nachgewiesen werden konnte. Wurden die GR-Aktivitdten aus
dem Uberstand und dem Niederschlag der Kontrollansétze ohne anti-GR addiert, so ergab sich
die eingesetzte Gesamt-Aktivitat. Das war in Gegenwart von anti-GR nicht der Fall. Das
Antiserum hemmt somit die Aktivitdt der GR teilweise. Offensichtlich gibt es im Antiserum
Populationen von Antikérpern, welche entweder direkt Epitope an den Substratbindungsstellen
erkennen oder Stellen besetzen, die nach Bindung von Antikdrpern die Diffusion der Substrate
zu ihren Bindungsstellen verhindern. Dafd der Verlust der Aktivitdt auf die Prazipitation der
GR selbst zurtckzufiihren ist, scheint angesichts des Ergebnisses der Kontrolle ohne Protein-
A-Sepharose eher unwahrscheinlich. Die annahernd gleichen Aktivitatsverluste der GR in den
untersuchten Homogenatsiiberstanden deuten auf eine groRe Ahnlichkeit der
Oberflachenepitope der vorkommenden GR hin. Auch im Kontrollansatz (PBS) war eine nicht
unerhebliche GR-Aktivitat im resuspendierten Niederschlag feststellbar. Vermutlich wurde die

GR durch Assoziation an andere im Homogenatsiberstand vorkommende Proteine mitgefallt.

6.3. Glutathionreduktase in neuralen Zellkulturen

Die Anwesenheit der GR in astroglia- und neuronen-reichen Priméarkulturen wurde durch
Bestimmung der spezifischen Aktivitat demonstriert. Dabei waren keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Kulturtypen zu erkennen. Die spezifische Aktivitat fur die GR in
neuronen-reichen Primarkulturen ist nahezu identisch zu Literaturdaten (34.5 mU/mg: Huang
und Philbert, 1995; 32 mU/mg: Ying et al., 1999). Im Gegensatz zu diesen Aktivitdten

enthielten Neuronenkulturen des Hippocampus deutlich geringere spezifische GR-Aktivitat
(1.3 mU/mg; Mattson et al., 1995). In astroglia-reichen Primarkulturen wurde von Huang und
Philbert (1995) eine spezifische Aktivitat der GR gemessenen, die mit 87 mU/mg mehr als
doppelt so hoch ist wie die in der vorliegenden Arbeit bestimmte. Andere Bedingungen im
Enzymtest (Puffersubstanz, pH-Wert, lonenstarke), Verwendung einer anderen Protein-

bestimmungsmethode (nach Lowry et all9%1), anstatt nach Bradford, 1976)),
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unterschiedliche Kultivierung der Zellen und/oder unterschiedliches Alter der fir die
Enzymaktivitdtsbestimmung verwendeten Zellkulturen kénnten Ursachen fir die beobachteten

Unterschiede sein.

Die Lokalisation der GR in verschiedenen Zelitypen des Gehirns wurde durch
immuncytochemische Verfahren unter Verwendung des gegen die GR aus Rinderhirn
gewonnenen Antiserums zusammen mit zelltypspezifischer Marker an neuralen Zellkulturen

untersucht.

In astroglia-reichen Primarkulturen zeigte die immuncytochemische Charakterisierung mit dem
Antiserum gegen die GR Unterschiede in der Intensitat der Anfarbung. Grol3e Zellen mit
langen Fortsatzen, die positiv fir das astrogliale Markerprotein GFAP waren, wiesen nur
schwache Anfarbung fur die GR auf. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen tberein,
die von immunhistochemischen Anfarbungen gegen die GR an Gehirnschnitten von
Wistarratten gewonnen wurden. Auch in dieser Untersuchung konnte keine Immunreaktivitat
in Astrocyten gefunden werden (Knollema et al.,, 1996). Aus diesen Daten kann aber nicht
geschlossen werden, dal3 Astrogliazellen keine oder nur geringe GR-Aktivitat besitzen. Die
erhohte  Aktivitdt der NADPH-produzierenden Enzyme des Pentose-Phosphat-
Stoffwechselweges nach Zugabe von Wasserstoffperoxid (Ben-Yoseph et al.,, 1994) und der
erhdhte Verbrauch von Glucose wéahrend der raschen Entgiftung von Peroxiden in astroglialen
Kulturen (Dringen und Hamprecht, 1997; Dringen et al., 1998a) kann ohne die Anwesenheit
von GR nicht erklart werden. Verschiedene Grinde kdnnten die schwache Immunreaktivitat
der astroglialen Zellen in der astroglia-reichen Primarkultur erklaren: 1.) Das in dieser Arbeit
eingesetzte Antiserum und das fir die immunhistochemische Anfarbung eingesetzte Antiserum
(Knollema et al., 1996) kdnnten nicht besonders geeignet sein, die GR der astroglialen Zellen
nachzuweisen. Mangelnde Kreuzreaktivitat der verwendeten Antiseren mit einer Isoform der
GR in Astrogliazellen kénnte Ursache einer schwachen Anfarbung sein. 2.) Die flache
Morphologie der Astrogliazellen in Kultur kénnte ebenfalls eine schwache Anfarbung
vortduschen. Bei GFAP-positiven Zellen war nur um den grof3en Zellkern eine allerdings

schwache Immunreaktivitat zu erkennen. Das deutet darauf hin, dal3 positive Immunreaktivitat
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nur bei der dickeren Cytosolschicht um den Kern, nicht aber bei der diinnen Cytosolschicht in
den flachen Bereichen der Zellen dokumentiert werden kann. Die schwache Immunreaktivitat
der GR um den Zellkern war punktférmig, was auf Lokalisierung der GR in Organellen
hindeuten kdnnte. Diese Organellen kdnnten Mitochondrien sein, von denen bekannt ist, daf
sie GR enthalten (Panfili et al991).

In astroglia-reichen Primarkulturen sind neben Astrogliazellen auch Oligodendroglia- und
Microglia-Zellen vorhanden (Reinhart et al., 1990). Die Colokalisation mit Markern fur diese
beiden Zelltypen zeigte, dal3? GR in Oligodendroglia- und Microglia-Zellen stark exprimiert
wird. Die intensive Anfarbung von GR in oligodendroglialen Zellen scheint im Widerspruch zu
Ergebnissen an oligodendroglia-reichen Kulturen zu stehen, deren spezifische Aktivitat der GR
geringer war als die astroglialer Kulturen (Juurlink et al., 1998). Ursache fiir diese Diskrepanz
kénnten unterschiedlich gewahlte Kulturbedingungen der neuralen Kulturen sein. Aul3erdem
konnte die Expression der GR in oligodendroglialen Zellen durch die Anwesenheit von

Astrogliazellen positiv beeinflul3t werden.

Die intensive Anfarbung der GR in den Microgliazellen dirfte die Fahigkeit dieser Zellen
widerspiegeln, GSSG schnell zu reduzieren, welches durch die Reaktion der GPx entsteht. In
Rattenhirnschnitten wurden besonders die Microgliazellen intensiv mit Antikbrpern gegen die
GPx angefarbt (Lindenau et al., 1998). Enzymatische Untersuchungen von GPx und GR in
microglia-reichen Sekundarkulturen stitzen ebenfalls diese Vermutung, da fiir beide Enzyme in
solchen Kulturen hdhere spezifische Aktivitdten nachgewiesen wurden als in neuronen-reichen
und astroglia-reichen Primarkulturen (Hirrlinger et al., 1999). Diese Daten deuten auf eine
hohe Kapazitat der Microgliazellen hin, reaktive Sauerstoffspezies durch das Glutathion-

System zu entgiften (Hirrlinger, 1999).

Die fehlende Immunreaktivitat nach Inkubation der Zellen einer astroglia-reichen Primarkultur
mit dem Praimmunserum bestétigte die Spezifitat der Anfarbung mit anti-GR und zeigte, dal}
das Kaninchen vor der Immunisierung mit GR keine Antikdrper gegen dieses Enzym im Serum
hatte. Dieser Befund wurde bestatigt durch Resultate aus ELISAs und ,nativen Western-Blot*-
Analysen. Die Verhinderung der Zellanfarbung durch Vorinkubation des Antiserums mit reiner

GR unterstreicht die Monospezifitat des Antiserums.
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Zum Nachweis der GR in Neuronen wurden die Zellen in neuronen-reichen Priméarkulturen mit
dem neuronalen Markerprotein GAP43 identifiziert (Meiri et al., 1991; Schmidt et al., 1991).
GAP43-positiv kdnnen aber auch Oligodendrogliazellen sein (Sensenbrenner et al., 1997). Da
in neuronen-reichen Primarkulturen jedoch keine Oligodendrogliazellen vorkommen (Loffler et
al., 1986), ist GAP43 ein geeignetes Markerprotein zurtifdegerung von Neuronen. GAP43 -
positive Zellen in Neuronenkulturen zeigten eine intensive Immunreaktivitat gegen GR in den
Somata, wohingegen die Neuriten nur schwach angefarbt waren. Somit ist GR in Neuronen
vorhanden und vermutlich fir die Reduktion von GSSG verantwortlich, das durch die in
Neuronen nachgewiesene GPx (Lindenau et al., 1998) gebildet wird. Das Glutathionsystem in
Neuronen ist bezuglich der Peroxidentgiftung aber anscheinend weniger effizient als das in

Astrogliazellen (Dringen et al., 1999).

Von den verschiedenen neuralen Zellen scheinen also besonders diejenigen intensive GR-
Immunreaktivitdt aufzuweisen, die in Kulturen einem erhdhten oxidativen Strel3 ausgesetzt
sind: Oligodendrogliazellen, die einen geringen Glutathiongehalt und einen erhéhten Gehalt an
Eisen und Membranlipiden aufweisen (Juurlink, 1997), Microgliazellen, die exogenes
Superoxid produzieren koénnen (Colton und Gilbert, 1987; Boje und Arora, 1992) und
Neuronen, die eine erh6hte endogene Radikdlktion zeigen (Ben-Yoseph et d1996).

6.4. Versuch des Nachweises vdsoformen der

Glutathionreduktase

6.4.1. Kinetische Parameter der gereinigten Glutathionrd@uktasen

Alle drei untersuchten GR zeigten unter den gewahlten Bedingungen eine klassische Michaelis-
Menten-Kinetik. Die ermittelten apparenteny-MVerte der drei gereinigten GR aus
Rinderorganen sind jeweils etwas geringer als dieWerte der gereinigten GR aus den
entsprechenden Organen anderer Spezies (Tabelle 11). Die Unterschiede in den beschriebenen
Ku-Werten sind vermutlich auf unterschiedliche Bedingungen bei den Aktivitatsmessungen
zurtickzufuhren, da die Enzymaktivitdt der GR stark von den verwendeten Puffer-lonen und

pH-Werten im Enzymtest abhangt (Worthington und Rosemeyer, 197any, 1976;
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Morroff und Kosow, 1978). Daher ist es von entscheidender Bedeutung, bei der

Bestimmungen der Werte die MelRbedingungen genau zu definieren.

Tabelle 11. Apparente Ky-Werte von GR aus Hirn, Leber und Erythrocyten
verschiedener Spezies

Quelle der GR Ku-Wert Ku-Wert Referenzen
Organ Spezies |beziglich bezlglich
GSSG (UM) | NADPH (uM)
Gehirn Rind 36 8.1 vorliegende Arbeit
Schaf 117 61 Acan und Tezcan, 1991
Leber Rind 40 4.4 vorliegende Arbeit
Ratte 57 7.9 Carlberg und Mannervik, 1975
Pferd 59 8.8 Garcia-Alfonso et al., 1993
Kaninchen 58 8 Zanetti, 1979
Kalb 101 21 Carlberg und Mannervik, 1985
Erythrocyten Rind 23 4 vorliegende Arbeit
Mensch 65 8.5 Worthington und Rosemeyer, 19Y6

Um alle drei aus Rinderorganen gereinigten Enzyme miteinander vergleichen zu kdnnen,
wurden deshalb gleiche Testbedingungen geschaffen. Die Bestimmungydd&ertes fur
NADPH war mit der verwendeten Methode schwierig, da das Cosubstrat NADPH in einer
Konzentration von < 5 puM zu schnell verbraucht wurde, um Anfangsgeschwindigkeiten
bestimmen zu kdnnen. Die Bestimmung dey-\Werte wurde somit ungenauer, was die
Signifikanz der gefundenen Unterschiede in dew-\Werten der drei GR fir NADPH
bezweifeln 1aRt. Im Gegensatz dazu erscheinen die ermitteligiVdtte fur GSSG
experimentell besser gesichert. Es wurde ein signifikanter Unterschied der Werte fir GR aus
Hirn und Leber im Vergleich zum Erythrocyten-Enzym festgestellt. Es kann aber nicht
ausgeschlossen werden, daf’ die extremen Reinigungsbedingungen (organische Lésungsmittel)
Eigenschaften der GR aus Erythrocyten verandert haben, obwohl mehrfach in der Literatur auf
die extreme Stabilitat dieses Enzyms hingewiesen wurde (D”Ales§&6@i Worthington und

Rosemeyer, 1974; Krohne-Ehrich et al., 1977; Boggaram et al., 1979).
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6.4.2. Elektrophoretischeund immunologische Me&hoden

In der SDS-PAGE, die unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt wurde, waren fir die
GR aus den drei Rinderorganen keine Mobilitatsunterschiederdyde die auf Isoformen
hindeuten. Alle in der vorliegenden Arbeit gereinigten GR besitzen demnach nahezu identische
Molekllmassen. Deutliche Unterschiede waren aber auch nicht zu erwarten, da fur
Untereinheiten der GR aus verschiedenen Spezies und Organen immer Molekilmassen von ca.
50 kDa angegeben werden (s. 6.1.1. und 6.1.2.).

Als weitere Methode zum Nachweis moglicher Isoformen wurde daher die 2D-
Gelelektrophorese angewendet, mit der Proteine nach Ladung und nach Molekilmasse
aufgetrennt werden koénnen. Eine genaue Bestimmung des isoelektrischen Punktes der
gereinigten GR aus Gehirn, Leber und Erythrocyten des Rindes war nicht mdglich, da mehrere
Proteinflecke im Bereich von pH 7.1 bis 7.4 angefarbt waren, die in der IEF-Dimension
aquidistante Abstande zueinander aufwiesen, aber nahezu identische Molekilmassen in der
PAGE-Dimension hatten. Ursache fiur das Auftreten eines solchen Musters sind
Ladungsunterschiede von Proteinen mit nahezu indentischer Molekilmasse (O Farrell, 1975).
Proteinmodifikationen, die zu solcheadungsunterschieden fihrednken, sind die Oxidation

von Cystein und spontane Desamidierungen von Glutamin- und Asparaginresten (McKerrow
und Robinson, 1971; Scotchler und Robinson, 1974). Solche Reaktionen kommen bei grof3en
Proteinen haufig vor (O'Farrell, 1975) und sind bdiden Lagerungsbedingungen, z.B. in
Phosphatpuffern mit einer lonenstarke von 0.15 M, begunstigt (McKerrow und Robinson,
1971; Scotchler und Robinson, 1974). Dies fuhrt zu negativeren Gesamtladungen, wobei
konsequenterweise der isoelektrische Punkt sinkt. Solche Modifikationen der GR konnten
bereits wahrend der Reinigung oder bei der Lagerung erfolgt sein. Mehrere verschiedene
geladene Formen in homogen gereinigten Praparaten der GR wurden auch bei der GR aus

menschlichen Erythrocyten beobachtet (Prof. Krauth-Siegel, persénliche Mitteilung).

Das Muster der Proteinflecke nach 2D-Gelelektrophorese der drei GR aus Rind war identisch.
Auch bei Auftrennung von Mischungen aus zwei GR wurden keine zusatzlichen Flecke

gefunden. Somit verhalten sich alle drei GR identisch in der 2D-Gelelektrophorese, haben also

-88-



DISKUSSION

ahnliche Ladung und ahnliche Molekiilmasse. Ahnliche Masse und Ladung bedeutet aber nicht,

dafl3 keine Unterschiede in der Aminosaurensequenz vorliegen kdnnen.

Mit dem gegen die GR aus Rinderhirn generierten Antikdrper war es ebenfalls nicht moglich,
Unterschiede zwischen den Rinder-GR aufzuzeigen. Die drei gereinigten GR verhalten sich
identisch im ,nativen Western Blot“. Auch im ELISA wurden fur die drei GR nahezu
identische Kurvenverlaufe gefunden. Somit scheinen die GR aus den verschiedenen Organen

des Rindes allenfalls geringe Unterschiede in ihren antigenen Oberflachenepitopen zu besitzen.

6.4.3. Massenspektrometrie

Weder in den kinetischen Parametern noch in elektrophoretischen und immunologischen
Eigenschaften konnten Unterschiede zwischen den gereinigten GR gefunden werden, die diese
eindeutig als Isoformen hatten nachweisen kdnnen. Die Tatsache, dafl} selbst die GR aus
verschiedenen Spezies sich sehr stark ahneln, durfte die Suche nach Isoformen ebenfalls bisher
erschwert haben. So wurde von Tutic et al. (1990) gezeigt, da? die GR aus menschlichen
Erythrocyten und die GR aus der Leber der Maus zu 82 % homolog sind. Deshalb wurde nach
Unterschieden in GR aus Gehirn und Leber mit ESI-MS gesucht, der derzeit empfindlichsten
Proteinanalyse-Methode (bis in den femtomol-Bereich; Lehmann, 1996). Eine Vielzahl
tryptischer Peptide der GR aus Gehirn und Leber zeigten nach dem HPLC-Lauf identische
Retentionszeiten und Massen. In der Uberlagerten Darstellung der mittels ESI-MS erzeugten
akkumulierten Spektren tryptischer Peptide wurden aber auch Unterschiede in den
Signalintensitaten fur beide analysierten GR aus Gehirn und Leber nachgewiesen. Dieser
Signalunterschied konnte durch den Vergleich der Massenspuren verifiziert werden. Auf diese
Weise konnten auch weitere deutliche Signalunterschiede zwischen Gehirn und Leber
detektiert werden, die zum gr6éi3ten Teil alle in dem Bereich des Gradienten mit hoher
Reproduzierbarkeit (Reutter, 1999) lagen. Diese Ergebnisse lassen auf Unterschiede in der
Primarstruktur der GR aus Gehirn und Leber schlie3en, da durch den tryptischen Verdau
offensichtlich Peptide von unterschiedlicher Grof3e entstanden. Es missen somit Unterschiede
in der Aminosaurensequenz der GR aus Gehirn und Leber existieren und/oder einzelne Peptide

aus den GR der beiden Organe unterschiedlich modifiziert sein.
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6.5. Ausblick

Die GR konnte in neuralen Zellkulturen in den verschiedenen Zelltypen in unterschiedlicher
Intensitat nachgewiesen werden. Die schwache punktférmige Anfarbung in den Astrogliazellen
konnte auf Anfarbung der Mitochondrien zurickzufihren sein. Co-Anfarbung mit einem
mitochondrienspezifischnen Marker (z.B. anti-Citratsynthase, Mitotragkeund die
Dokumentation mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie oder/und der Einsatz der
Elektronenmikroskopie konnten die intrazellulare Lokalisation der GR in neuralen Zellen,

insbesondere in Astrogliazellen, klaren.

Die an neuralen Zellkulturen gewonnenen Erkenntnisse muissen nicht zwangslaufig die
Situation im Gehirn widerspiegeln. Deshalb sollte nun durch immunhistochemische
Untersuchungen an Gehirnschnitten auch die Lokalisierung der GR in vivo untersucht werden.
Dabei kdnnte das in der vorliegenden Arbeit gewonnenene Antiserum besser geeignet sein, GR
in Astrocyten in Wistarrattenhirnen nachzuweisen, als das Antiserum gegen die menschliche
Erythrocyten-GR (Knollema et al., 1996). Es ware wichtig die Lokalisation der GR in
Hirnschnitten von Tiermodellen neurodegenerativer Erkankungen zu untersuchen, um
Hinweise auf eine Reaktion der GR-Expression auf den berichteten oxidativen Strel3 wahrend
neurodegenerativer Prozesse zu erhalten. In diesem Zusammenhang konnten dann auch

humane Gehirnschnitte beztiglich der Lokalisation der GR untersucht werden.

Im Hinblick auf das Interesse unserer Arbeitsgruppe am neuralen Glutathionstoffwechsel
kénnte die Untersuchung des Glutathionsystems im Modellsystem Auge sinnvoll sein. GR
kommt in Augen vor und wurde aus den Linsen des menschlichen Auges gereinigt (Latta und
Augusteyn, 1984). Die Lokalisation der GR im Auge, insbesondere ihr Vorkommen in den
Miiller-Gliazellen der Retina, kdnnte mit dem generierten Antiserum gegen GR aus Gehirn

untersucht werden.

Fir Colokalisationsstudien der GR mit zelltypspezifischen Markern wéare es von Vortell,
monoklonale Antikérper der GR zur Verfigung zu haben, da fur den Nachweis vieler

Markerproteine nur Antiseren aus Kaninchen zuganglich sind. Verschiedene monoklonale
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Antikorper gegen GR koénnten auch ein Werkzeug sein, potentielle Epitopunterschiede
zwischen GR aus verschiedenen Organen nachzuweisen, die mit dem polyclonalen Antiserum
nicht detektierbar waren. Auf3erdem wurden Antikdrper von chemisch einheitlicher Struktur
und Funktion in nahezu unbegrenzter Menge zur Verfigung stehen, Eigenschaften die ein

polyclonales Antiserum nicht vorweisen kann.

Im Zusammenhang mit den massenspektrometrischen Untersuchungen konnte mittels Edman-
Sequenzierung eine Aminosauresequenz des C-terminalen Bereichs der GR bestimmt werden
(Reutter, 1999). Somit steht eine Teilsequenz zur Verfigung, um degenerierte Oligonucleotid-
~Primer* zu erzeugen. Nach Sequenzierung von PCR-amplifizierten cDNA-Fragmenten sollte
ein Vergleich der Sequenzen der cDNAs fur GR aus verschiedenen Organen mdglich sein und

die Frage nach Sequenzisoformen beantwortet werden kénnen.

Strukturdaten fur GR sind bislang nur fir die GR aus den Erythrocyten des Menschen bekannt.
Im Hinblick auf die z.T geringen Mengen reiner GR aus den verschiedenen Organen des
Rindes, konnte die Struktur mit den neuesten Geraten der 3-Dimensionalen
Kernresonanzspektroskopie ermittelt werden. Damit ist es mittlerweile auch moglich, die
Struktur von Proteinen groRer als 35 kDa zu bestimmen (Wider und Withee®).
Basierend auf den so gewonnenen Strukturdaten kénnten die Dynamik der GR (Ubergange
zwischen mehreren Konformationen und Rotationen von Bindungen), Protein-Ligand-
Wechselwirkungen und Proteinfaltungskinetiken untersucht werden. Ferner kdnnte His-tag-GR
in E. coli oder Hefe exprimiert werden, um ausreichende Mengen GR fur die zur

Rontgenstrukturanalyse bendétigten Kristalle zu erhalten.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Gerate, Materialien, Reagenzien

7.1.1. Gerate

Autoklav

.Blot“-Kammer

Eismaschine
ELISA-“Reader”
Elektrophoresekammer
FPLC-Anlage

Fraktionssammler
Gradientenmischer
Gelscanner
Haemocytometer

Homogenisatoren

HPLC

Hybridisierungsschrank

Leitfahigkeitsmel3gerat

Massenpektrometer

Mikroskope

Netzgerate

Olpumpe

Typ 669, Aigner (Minchen)
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Biorad
(Munchen)
Ziegra (Isernhagen)
Titertek Plus MS 212, ICMWieckenheim)
Typ 0162enner (Darmstadt)

Kontrolleinheit GP-250, Fraktionssaler Fraci00,
DurchfluBphotometer UV-1, Pumpe P 500, Zweikanalschreiber
Rec-482, Pharmacia (Freiburg)

Frak00 und Frac 300, Phaacia (Freilrg)

Eigenbau, Werkstatt des PCI (Tubingen)

GDS 1, Advanced Biosolutions (Adelbsen)

nach Neubauer, Bachofer (Reutlingen)
nach Potter-Elvehjem, Braun (Melsungen)
Waring Blendor 34 BL 22, Bachofer (Reutlingen)

Reversed-Phase-HPLC auf INTEGF?A(.Perseptive Bio-

systems, Weiterstadt)

Modell Hybrid, Biometra (Gaéttingen)

CM 83, Radiometer (Kopenhagen, Dérigm

Quatro
(Altrincham, UK)
MALDI-TOF-MS Hewlett Packard G2025 A (Waldbronn)

Fluoreszenzmikroskope IM 35 und Universal,

Zeiss (Oberkochen)

Il Tripel-Quadropol-Massenspektrometer, Micromass

Power Supply 2301 MacroDrive, LKB (Uppsala, Schweden)

Drehschieberélpumpe Typ 317, Dirr-Dental (Bietigheim)
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Osmometer
pH-Meter
Photoapparate
Photometer

Pipettoren

Schiittler
Rotationsschuttler
sterile Werkbank

Waagen

Wasserbad
Wasserreinigungsanlage
Zellbank

Zellinkubator

Zentrifugen

7.1.2. Materialien

Osmometer Automatic, Knauer (Eppelheim)
PHM 92 Lab-pH-Meter, Radiometer (Kopenhagen, Darneém
OM2 und OM4, Olympus Optical (Tokiapan)

Shimadzu UV-120-02, Shimadzu (Kyoto, Japan)

Finnpipetten (Bereiche 5-40 ul, 40-200 ul, 200-1000 pl, 1-5 ml)
und Finnpipette Stepette, Labsystem Oy (Helsinki, Finnland);
Eppendorf Reference (0.5-10 pl),
GmbH (Hamburg); Vielkanaldispenser Biohit Proline 1200,
Biohit Oy (Helsinki, Finnland)

Vortex Genie, Bender & Hobein (Minchen)

Eppendorf-Netheler-Hinz

Typ TMR, Infors (Bottmingen, Schweiz)

Lamin Air HLB 2448, Heraeus (Hanau)

Typ 1403, 1405 und 1702, Sartorius (Gottingen) und Typ P
1200, Mettler (Albstadt)

Eigenbau, Werkstatt des PCI (Tubingen)

Seralpur UP 50, Seral (Ransbach-Baumbach)

Typ Cryosystem CS 950 B, Cryosytem GmbH (Duisburg)

Typ BBO60EK CQ, Heraeus (Hanau)

Tischzentrifuge 5415C und Biofuge pico, Eppendorf (Hamburg);
Zellzentrifuge Varifuge K, Heraeus (Hanau); Kiuhlzentrifugen
Centrikon H-401 mit Rotoren A6.14 und A8.24, Kontron
(Eching)

Chromatographiematerialien DEAE-52 Cellulose, Whatman (Maidstone, UK) lber Bender

Dialyseschlauche
Dialyseeinheiten

Einmal-Sterilfilter

und Hobein (Minchen); 2',5-ADP-Sepharose 4B, Pharmacia
(Freiburg)

Servapor, Serva (Heidelberg)

Slide-A-Lyzer, Pierce (Rockford, USA)

Renner (Darmstadt)
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Filmmaterial Kodak TMY135-36, Kodak Imited (England); Agfapan 25,
Agfa-Gervaert (Leverkusen)

FPLC-Saule Superdex G-200 16/60 pg, Pharmacia (Freiburg)

HPLC-Saule C18- Modell Luna, 3 pum, 150 mm x 1 mm, SV: 0.12 ml

Phenomenex (Hdsbach)
Kanilen Stericdd Luer-Lock, Dimensionen: 0.7 x 30 mm

und 0.9 x 40 mm, Braun (Melsungen)

Konzentratoren Centricon-30 concentrators, Amicon (Beverly, USA)

Microtiterplatten Nunc-Immurid Platten, MaxiSorb F96 und MicroWell -
Platten 96 well, Nunc (Wiesbaden), Uber Multimed (Kirchheim)

Nitrocellulosemembran Immobilon-NC Transfer Membrane, Millipore (Bedford, USA)

Spritzen Bereiche 2 ml und 5 ml, Braun (Melsungen)

sterile Zellkulturgefall3e Nunc (Wiesbaden) und Greiner (Frickenhausen)

7.1.3. Reagenzien

Antikdrper und Reagenzien fur Immuncytochemie und ,Western Blot*
anti-Kaninchen-1gG-AP, Boehringer (Mannheim)
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (Dinatriumsalz), Boehringer (Mannheim)
biotinyliertes anti-Kaninchen-1gG, Dianova (Hamburg)
Dimethylformamid, E. Merck (Darmstadt)
FITC-markiertes anti-Maus-IgG, Dianova (Hamburg)
Glycerin, E. Merck (Darmstadt)
inkomplettes Freundsches Adjuvans, Sigma (Deisenhofen)
komplettes Freundsches Adjuvans, Calbiochem (Giel3en)
Magermilchpulver, Nestlé Deutschland AG (Frankfurt am Main)
monoclonaler anti-GalC-Antikérper, Geschenk von Dr. B. Ranscht (La Jolla, CA, USA)
monoclonaler anti-GAP 43-Antikdrper, Sigma (Deisenhofen)
monoclonaler anti-GFAP-Antikérper, Boehringer (Mannheim)
4-Nitroblautetrazoliumchlorid, Boehringer (Mannheim)
4-Nitrophenylphosphat, Sigma (Deisenhofen)
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Ox42, Serotec (Oxford, England)
Paraformaldehyd, E. Merck (Darmstadt)
Protein-A-Sepharose, Pharmacia (Freiburg)
Streptavidin-Texasrot, Amersham (Braunschweig)
Triton X-100, Serva (Heidelberg)

Ziegennormalserum, GIBCO (Eggenstein)

Reagenzien fur die Elektrophorese

Acrylamid, Serva (Heidelberg)

Ammoniumperoxodisulfat, Serva (Heidelberg)
Bromphenolblau, E. Merck (Darmstadt)

Coomassie Brilliant Blue R50, Serva (Heidelberg)
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, E. Merck (Darmstadt)
Glycin, Roth (Karlsruhe)

Kaliumdihydrogenphosphat, E. Merck (Darmstadt)
Mercaptoethanol, E. Merck (Darmstadt)
Molekllmassenstandard low range, Pharmacia (Freiburg)
N,N’-Methylenbisacrylamid, Serva (Heidelberg)
Natriumdodecylsulfat, E. Merck (Darmstadt)
Natriumcarbonat, E. Merck (Darmstadt)
Natriumthiosulfat-5-Hydrat, E. Merck (Darmstadt)
Silbernitrat, E. Merck (Darmstadt)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Roth (Karlsruhe)

Reagenzien und Medien fir die Zellkultur
DMEM, GIBCO (Eggenstein)

FCS, Boehringer (Mannheim)

Nigrosin, Eastman-Kodak tber Atlanta (Heidelberg)
Poly-D-Lysin, Sigma (Deisenhofen)
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Weitere Chemikalien

Acetonitril, LiChrosolv, E. Merck (Darmstadt)
Bradford-Reagenz, Bio Rad (Miinchen)
Rinderserumalbumin, Boehringer (Mannheim)
DTT, Fluka (Buchs)

GSH, Boehringer (Mannheim)

GSSG, Boehringer (Mannheim)

EDTA, E. Merck (Darmstadt)

FAD, Sigma (Steinheim)

Harnstoff, Fluka (Buchs)

Malat (Dinatriumsalz), Sigma (Steinheim)
NADP* und NADPH, Applichem (Darmstadt)
Natriumchlorid, E. Merck (Darmstadt)
Phenylmethylsulfonylfluorid, Sigma (Steinheim)
Sinapinséaure (3,5-dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure), Lancaster (Miimdim Main)

Trypsin, Boehringer (Mannheim)

7.2. Zellkulturen

7.2.1. Neurale Zellkulturen

Die verwendeten neuralen Zellkulturen wurden freundlicherweise von Herrn Johannes
Hirrlinger und Herrn Dr. Ralf Dringen zur Verfiigung gestellt. Astroglia-reiche Priméarkulturen
wurden aus den Gehirnen neugeborener Wistar-Ratten angelegt und kultiviert (Hamprecht und
Loffler, 1985). Die Kulturen wurden in einem Kulturalter von 10 d bis 21 d fir Experimente
verwendet. Neuronenreiche Priméarkulturen wurden aus den Gehirnen embryonaler Ratten
(E16) angelegt, auf poly-D-Lysin vorinkubierten Kulturschalen mit oder ohne Deckglaschen
angesat und kultiviert, wie bei Loffler et al. (1986) beschrieben. Die Kulturen wurden in einem
Kulturalter von 5 d bis 7 d verwendet. Microglia-reiche Sekundarkulturen wurden nach einer
Modifikation (Hirrlinger, 1999) eines publizierten Verfahrens (Giulian und Barker, 1986;
Colton und Gilbert, 1987) gewonnen. Diese Sekundérkulturen wurden in einem Alter von 3 d

fir immuncytochemische Anfarbungen verwendet.
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7.2.2. Herstellungvon Zellkul turhomogenaten

Vor der Bestimmung der Enzymaktetenkultivierter Zellen wurden die Zellen zweimal mit je

4 ml eiskaltem PBS gewaschen und durch Lyse in 400 pul 20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH
7.0, 10 min lang auf Eis lysiert. Die lysierten Zellen wurden dann von der Kulturschale
abgeschabt und zentrifugiert (5 min, 15000 x g, 4°C). Die Uberstande der Zentrifugation

wurden zur Messung der Aktfditen verwendet.

7.3. Bestimmung von Enzymaktivitaten

Die Enzymaktivitdt 1 U ist als die Aktivitat definiert, die den Umsatz von 1 pmol Substrat pro
Minute unter den angegeben Bedingungen katalysiert. Zur Bestimmung der Aktivitdt der GR
wurde ein aliquoter Teil der zu messenden Probe mit einer Reaktionsmischung auf ein
Gesamtvolumen von 1 ml (in einer Kivette, Messung bei 30°C, Tabelle 12) oder 400 pl (in
einer Vertiefung einer Mikrotiterplatte, Messung bei Rt, Tabelle 13) aufgeftillt. Im Falle des
Malatenzyms wurde der von Kurz (1992) beschriebene Enzymtest auf den Mikrotitermal3stab

adaptiert (Tabelle 14).

Tabelle 12.Enzymtest flir GR in Kivette (1 ml)

Stammldsungen Volumen Endkonzentration

(ul) (mM)

100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.0 395 - 275 99.5-87.5

+1mM EDTA 0.995-0.88

Probe 5-125

0.4 mM NADPH 500 0.2

START DER REAKTION
10 mM GSSG 100 1
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Tabelle 13.Enzymtest fur GR im Napf der Mikrotiterplatte (400 pl)

Stammldsungen Volumen Endkonzentration

(ki) (mM)

100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.0 145 99

+1mM EDTA 0.99

Probe 5

1.6 mM NADPH 50 0.2

START DER REAKTION
2 mM GSSG 200 1

Tabelle 14.Enzymtest fir ME im Napf der Mikrotiterplatte (400 pl)

Stammldsungen Volumen Endkonzentration

(ki) (mM)

0.2 M Tris / HCI-Puffer, pH 7.5 155 78

Probe 5

8 mM NADP" 20 0.4

80 mM MgCh 20 4

START DER REAKTION
10 mM Malat-Dinatriumsalz 200 5

Die Enzymaktivitat wurde aus der Ab- (GR) bzw. Zunahme (ME) der Extinktion bei 340 nm
mittels des Extinktionskoeffizienten fiir NADPId £ 6.22 mM'cmi*) berechnet. Die Substrate
der GR (NADPH und GSSG) wurden in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer, 1 mM EDTA, pH
7.0 gelost.
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7.4. Proteinbestimmungen

Wahrend der Enzymreinigungen wurde der Proteingehalt der Fraktionen nach der Methode
von Bradford (1976) bestmt. Fir die Ermittlung kleiner Proteinmengen (im Bereich von O

bis 5 pug) wurde die Methode nach Bradford modifiziert, indem die BSA-Stammlésung (1
mg/ml) auf die entsprechende Proteinmengen eingestellt und das Bradford-Reagenz 1.5
verdunnt eingesetzt wurde. Um sowohl den Probenverbrauch so klein wie mdglich zu halten
als auch einen schnellen Probendurchsatz zu gewahrleisten (z.B. Proteinbestimmung in den
Fraktionen der Affinitatschromatographien), wurden die Anséatze direkt in die Vertiefung einer
Mikrotiterplatte pipettiert (Gesamtvolumen 200 ul pro Vertiefung) und dieiBegtngen der
Absorption im ELISA-Reader bei 595 nm durchgefiihrt. Bei den Proteinreinigungen wurden
Proteingehalte nach Bradford (1976) und nicht nach Lowrynmest da EDTA und GSH den

Test nach Lowry et al. (1951) stéren und damit eine genaue Protemmbesy unmaoglich
machen (Peterson, 1979). Dagegen stort nach Herstellerangaben keine der beiden Substanzen
die Proteinbestimmung nach Bradford. Fur die Bestimmung der spezifischen Aktivitaten der
GR in den neuralen Zellkulturen war die Methode nach Lowry et al. (1951) dagegen aufgrund
der Préaparation der Proben von Vorteil. Rinderserumalbumin diente fir alle

Bestimmungsmethoden als Standardprotein.

7.5. Reinigung von Glutathionreduktasen und Malatenzym

Die Arbeiten wurden soweit nicht anders angegeben bei 4°C durchgefuhrt. Rinderhirn, -leber
und -blut wurden aus dem Schlachthof in Tubingen oder Rottenburg bezogen und bis zur
Verwendung bei -20°C (Organe) bzw. 4°C (Blut) gelagert. Die Saulenmaterialien wurden nach

den Angaben der Hersteller vorbehandelt und regeneriert.

7.5.1. Aufschlul? der Erythrocytenund Entfernung des Hamoglobins

Fur die Reinigung der GR aus Erythrocyten des Rindes muf3te zunachst das Hamoglobin
entfernt werden. Dazu wurde die Methode nach Krohne-Ehrich et al. (1977) modifiziert.
Rinderblut wurde im Verhaltnis 1:1 (v/v) mit 1 M Kaliumphosphatpuffer, 150 mM EDTA, pH

7.4, Uber Nacht bei 4°C gelagert. Das Serum wurde abdekantiert und der Niederschlag vor
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dem Aufschlu? der Erythrocyten mit Phenylmethylsulfonylfluorid und FAD in den
Endkonzentrationen 50 uM bzw. 6 uM versetzt. Eine Losung aus Chloroform/Butanol (2.5/1;
vlv; -20°C) wurde langsam zu 10 Teilen Erythrocyten unter standigem Rihren mit einem
Paddelrtihrer zugegeben und die Mischung anschlieend 1 h lang auf Eis gerthrt. Die Losung
wurde zuerst 30 min bei 9000 x g, anschlieend 10 min bei 21500 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit dem 1.5- fachen Volumen an Aceton versetzt, die entstandenen beiden
Phasen wurden im Scheidetrichter getrennt und das in der Unterphase (waldrig) ausgefallene
Protein nochmals 10 min bei 2500 x g zentrifugiert. Das so entstandene Prazipitat wurde in 20
mM Kaliumphosphatpuffer, 2 mM EDTA, pH 7.4 (Puffer A) resuspendiert, die Suspension 3 h
lang geriihrt und dann bei 16000 x g 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
das Prazipitat ein weiteres Mal in Puffer A resuspendiert und die Suspension 2 h lang gerthrt.

Nach Zentrifugation wurden die beiden Uberstande vereinigt und gegen Pdifdystert.

7.5.2. Gewebeaufschlu? von Hirmnd Leber

Rinderhirn und -leber wurden aufgetaut und im Gewichtsverhaltnis 1:3 mit Puffer A 2 min lang
im Waring Blendor zerkleinert. Die Zellen im Rohhomogenat wurden in einem Homogenisator
nach Potter-Elvehjem durch Scherkréafte zerstdrt. Nach Zentrifugation des Homogenates
(21600 x g, 30 min) wurde der Niederschlag in Puffer A resuspendiert und nochmals in einem
Homogenisator nach Potter-Elvehjem homogenisiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.0.)

wurden die beiden Zentrifugationstiberstande vereinigt.

7.5.3. Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung und Dialyse

Fein gepulvertes Ammoniumsulfat wurde den vereinigten Uberstanden unter standigem Riihren
bis zu einer Sattigung von 35 % langsam zugegeben und die entstandene Suspension 1 h lang
geruhrt bevor sie zentrifugiert wurde (21600 x g, 30 min). Der Niederschlag wurde verworfen,
der Uberstand mit Ammoniumsulfat bis zu einer Sattigungskonzentration von 75 % versetzt
und erneut eine Stunde geriihrt. Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) wurde der Uberstand
verworfen. Der Niederschlag wurde in 50 mM Kaliumphosphatpuffer, 2 mM EDTA, pH 7.4
(Puffer B) resuspendiert und die entstandene Losung gegen Puffer B (2 x 5 ) Uber Nacht

dialysiert.
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7.5.4. Anionenaustausch-“Batch“-Verfahren

DE-52 Cellulose (ca. fiinffacher UberschuB an Bindungskapazitat) wurde in Puffer B
aquilibriert, entgast und zum Dialysat gegeben. Nach 15-mindtigem RuUhren mit einem
Paddelrtihrer wurde die Suspension Uber eine Sinterglasfritte abgesaugt. Der lonenaustauscher
wurde mit Puffer B 15 min lang gewaschen bevor die Suspension erneut abgesaugt wurde. Die

beiden Uberstande wurden vereinigt.

7.5.5. Affinitdtschromatographie an 2’,5’-ADP-Sepharose 4B

Nach Zugabe von NaCl (Endkonzentration 150 mM) und GSH (Endkonzentration 2 mM)
wurde der vereinigte Uberstand der Anionenaustauschchromatographie auf eine 2’,5-ADP-
Sepharose 4B-Saule appliziert. Das Affinitatsmaterial war zuvor in 50 mM
Kaliumphosphatpuffer, 2 mM EDTA, 2 mM GSH, 150 mM NaCl, pH 7.4 (Puffer C)
aquilibriert worden. Nach Beendigung des Auftrages wurde die Saule mit Puffer C gewaschen
und Fremdprotein mit NaCl (Endkonzentration 1 M, in Puffer C) eluiert. Nach erneutem
Waschen mit Puffer C wurden GR und ME mit einem linearen NADPH-Gradienten (0 - 0.5
mM NADPH) aus der Séaule eluiert (Gesamtvolumen des Gradienten: 60 ml). Im Falle der
Reinigung der GR aus Erythrocyten des Rindes wurde in allen Puffern auf GSH verzichtet. Zur
Ermittlung des NADPH-Gradienten wurden aliquote Volumina der Fraktionen 1:20 mit Puffer
B verduinnt. Anschlieend wurde im ELISA- ,Reader bei 340 nm die Extinktiomirasund

mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten fur NADPH € 6.22 mM'cm?) die Konzentration an

NADPH ermittelt.

7.5.6.  Ammoniumsulfat-Fallungund Molekularsiebchromatographie an
Superdex 200

Die Enzymaktivitdt enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und durch Zugabe von festem
Ammoniumsulfat auf 80 %-ige Sattigung gebracht. Anschlieend wurde der Niederschlag
abzentrifugiert (21600 x g, 45 min) und der Uberstand vorsichtig mit einer Pasteur-Pipette
abgenommen und verworfen. Das Prazipitat der Ammoniumsulfat-Fallung wurde in wenig
Puffer C (1-2 ml) resuspendiert und in 500 pl-Portionen auf eine Superdex 200-FPLC-Saule

aufgetragen. Die Saule wurde bei Rt mit Puffer C eluiert. Im Falle der Reinigung der GR aus
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Erythrocyten und Leber war in dem Elutions-Puffer kein GSH enthalten. Wahrend des

Molekularsiebchromatographie-Laufes wurde die Saule mit Eiswasser gekihlt.

7.5.7. Konzentrierung der gereinigten Enzyme

Die Enzym-enthaltenden Fraktionen der Gelfiltration wurden vereinigt und in Centricon-30/

Microcon 30 Ultrafiltrationsréhrchen (11000 x g, Rt) konzentriert.

7.5.8. Analytische lonenaustauschchromatographie des Malatenzyms

Ein Aliquot (0.4 mg ME in 3 ml) der vereinigten ME-enthaltenden Fraktionen der
Molekularsiebchromatographie wurde tber Nacht gegen 30 mM Tris/HCI, pH 7.4 (4°C)
dialysiert. Das Dialysat wurde auf ME-Aktivitat Gberprift und - wenn Test positiv ausgefallen-
auf eine DEAE-52-Cellulose-Saule appliziert. Eluiert wurde stufenweise mit Magnesiumacetat
(5, 10, 15, 20, 30 und 50 mM) gel6st in 30 mM Tris/HCI, pH 7.4, jeweils mit dem 5-fachen
des Bettvolumens. Die einzelnen Fraktionen wurden auf ME-Aktivitdt getestet und die

Magnesiumacetatkonzentrationen durch Leitfahigkeitsmessunmimest

7.5.9. Lagerung der gereinigten Enzyme

Verschiedene Lagerungsbedingungen fir gereinigte GR wurden in einem Experiment
exemplarisch fir GR aus Rinderleber untersucht (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte sich, daf3
die GR-Aktivitat am besten erhalten blieb, wenn die GR bei 4°C in 50 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 2 mM GSH (nicht bei der Erythrocyten-GR) mit
0.05 % Natriumazid gelagert wurde. Fur Experimente, bei denen nur das Protein Verwendung
fand (ELISA, ,Western Blots®), wurden aliquote Volumina gereinigter GR in 50 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 2 mM GSH (nicht bei der Erythrocyten-GR) bei
-20°C gelagert. Proben fir MALDI-MS und HPLC-ESI-MS wurden gegen doppelt-
deionisiertes Wasser dialysiert, lyophylisiert und ebenfalls bei -20°C gelagert. Das ME wurde

unter denselben Bedingungen gelagert wie die GR.
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7.6. Gelelektrophorese

7.6.1. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektophorese

Stammldésungen

Acrylamidlésung: 29.2 % (w/v) Acrylamid, 0.8 % (w/v) Bisacrylamid

Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8

Trenngelpuffer: 3 M Tris/HCI, pH 8.9

Probenpulffer: 125 mM Tris/HCI, pH 6.8; 5 % SDS (w/v) (nicht bei nativer
Gelelektrophorese); 20 % Glycerin (w/v); 0.002 % Brom-
phenolblau (w/v)

Elektrodenpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0.1% SDS (w/v) (nicht bei nativer
Gelelektrophorese); pH 8.5

Tabelle 15.Zusammensetzung des Polyacrylamidgels

Ldsung 11 %-iges 4.2 %-iges
Trenngel (ml) Sammelgel (ml)
Acrylamid/ Bisacrylamid 3.6 0.70
Sammelgelpuffer - 0.63
Trenngelpuffer 125 -
H20qq 5.1 3.6
ENTGASEN
SDS-L6sung (10 %-ig) 0.1 0.050
TEMED 0.02 0.005
START DER POLYMERISATION

Ammoniumperoxodisulfat- 0.038 0.20
Ldsung (10 %-ig)

Durchfihrung
Die Proteine wurden gelelektrophoretisch nach Laeni@lir@) in Minigelen

(8 cm x 10 cm x 0.1 cm ) aufgetrennt.
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Probenvorbereitung/ Trennparameter

Proteinldsungen (max. 16 pl) wurden mit 4 ul Probenpuffer (mit oder ohne SDS) gemischt,
sofern angegeben mit Mercaptoethanol (5 pl) versetzt und 5 min im siedenden Wasserbad
erhitzt. Anschliel3end wurden die Proben abgekuhlt, 2 min bei 16000 x g zentrifugiert und der
Uberstand in die Auftragstaschen des Sammelgels appliziert. Eine konstante Stromstarke von
20 A wurde fur 1 bis 1.5 h angelegt. Zur Bestimmung von Molekilmassen der gereinigten
Enzyme wurden als Markerproteine Phosphorylase b (94 kDa), Albumin (67 kDa), Ovalbumin
(43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Trypsininhibitor (20 kDa) und Lactalbumin (14 kDa)

eingesetzt.

7.6.2. Native Gelelektophorese

Die Zusammensetzungen der Gele war identisch zu denen in Tabelle 15 beschriebenen, mit der
Ausnahme, dal3 SDS in Gel und Puffern fehlte. Es wurden die gleichen Volumina an
Proteinldsungen appliziert wie bei der SDS-Gelelektrophorese, mit dem Unterschied, dal diese
Proben nicht mit Mercaptoethanol behandelt und auch nicht gekocht wurden. Die
Elektrophorese wurde bei konstanten 200 V fur maximal 1.5 h durchgefuhrt. Nachdem die
Bromphenolblaufront der Proben aus dem Trenngel ausgewandert war, wurde in unbenutzte
Sammelgeltaschen erneut eine kleine Menge des Probenpuffers eingeflllt. Die Elektrophorese
wurde anschlie3end solange betrieben bis dieses Bromphenolblau zur Mitte des Trenngels
gelangt war. Danach wurde die Elektrophorese beendet und das Gel entweder mit Silbernitrat

angefarbt oder die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.

7.6.3. Zweidimensionale Gelelektsphorese

Die 2D-Gelektrophorese wurde nach der Methode von Celis et al. (1997) durchgefihrt.
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7.6.4. Anfarbung von Poteinen in RPolyacrylamidgelen

LOosungen
Fixierléosung 1.
Fixierlosung 2:

Fixierlosung 3:

Farbelbsung 1:

Farbelbsung 2:

Farbelbsung 3:

Stoplésung:

Durchfiihrung

10 % (v/v) iBessig, 30 % Medanol (v/v)in HOqq

5 % (v/v) iBessig, 10 % thanol (v/v)in HOqyq

30 % Methanol (v/Vv) in,Bq4q

25 ul 37 % Formaldehyd, 21 pl 43 % Natriumthiosulfat (w/v),
50 ml HOqyq

25 ul 37 % Formaldehyd, 50 ml 0.2 % Silbernitrat (w/v)

25 ul 37 % Formaldehyd, 5 pl 4.3 % Natriumthiosulfat (w/v),
50 ml 6 % Natriumcarbonat (w/v)

3 % Eisessig (v/Vv), 5 % Glycerin (v/v) #Ok

Gele wurden fur 5 min in #qq, anschlieRend flr 5 min in Fixierlosung 1 und danach fur 30

min in Fixierlosung 2 inkubiertNach zveimaliger Inkubation fur jeweils 15 min in Fixierlisy

3 wurde das Gel 1 min in Farbelésung 1 inkubiert und dann s@ig;Hjewaschen. Nach 10-

mindtigem sanften Schitteln in Farbeldsung 2 wurde n@yHintensiv nachgewaschen. Die

Entwicklung der Banden bis zur gewiinschten Farbintensitat erfolgte in Farbeldsung 3 und

wurde mittels der Stoplosung beendet. Die Silbernitratanfarbung erfolgte in Glas-Petrischalen.

Die Farbeldosungen wurden jeweils vor dem Gebrauch aus Stammlésungen neu hergestellt. Es

muf3 absolut chloridfreies (< 0.002 %) Natriumcarbonat verwendet werden

Die Gele der 2D-Gelektrophorese wurden nach der Methode von Tundn und Johansson (1984)

angefarbt.
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7.7. Gewinnung von Antiseren gegen die Glutathionreduktase aus

Rinderhirn

7.7.1. Immunisierungen

Immunisiert wurden zwei Chinchilla Bastarde (bezogen von der Firma Thomae, Biberach) mit
den Kennummern 40650 und 40696. Vor der iErsunisierung wurde den Kaninchen ca. 6

ml Blut entnommen.

Zur Erstimmunisierung wurden gleiche Volumina an komplettem Freundschen Adjuvans und
gereinigter GR aus Rinderhirn in je eine 2 ml-Einmalspritze aufgezogen. Beide Spritzen
wurden Uber ein Kopplungsstick miteinander verbunden. Das Lésungsgemisch wurde fir 15
min durch den Adaptor hin und her geprel3t, wobei sich eine dickfliissige, weil3e Emulsion

bildete, die subcutan im Nackenbereich des Kaninchens auf viele Stellen verteilt injiziert wurde.

Die weiteren Immunisierungen wurden identisch zur Erstimmunisierung durchgefuhrt, mit der
Ausnahme, dal3 inkomplettes Freundsches Adjuvans verwendet wurde. Die eingesetzten

Antigenmengen (GR) bei den jeweiligen Immunisierungen waren:

Immunisierung Kaninchen 40650 Kaninchen 40696

Erstimmunisierung |[100 pg in 1 ml Emulsion | 200 pg in 0.5 ml Emulsion

Zweitimmunisierung | 150 pg in 2 ml Emulsion | 73 pg in 1.6 ml Emulsion

Drittimmunisierung |73 g in 1.6 ml Emulsion |47 pg in 1.6 ml Emulsion

7.7.2. Serumgewinung und Titerbestimmung

Fur die Bestimmung des Antikorpertiters im Serum wurde Blut aus der Ohrvene mit einer
Kanile entnommen und das austretende Blut (5-6 ml) in einem 10 ml-Plastikgefaf’
aufgefangen. Zur Gewinnung des Gesamtserums wurden die Kaninchen durch Injektion eines
Barbiturates (Ketanest/Rhompun) durch den Tierarzt der Universitat Tubingen, Herrn Dr. Rau,

betdubt und durch Herzpunktion ausgeblutet. Das Blut wurde in 50 ml-Zentrifugenréhrchen
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Uberfuhrt und 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlielRend wurde der entstandene Blutpfropf in ein
weiteres 50 ml-R6hrchen Uberfihrt. Beide Ansatze wurden Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Das
verbliebene Antiserum im ersten R6hrchen wurde schliel3lich zentrifugiert (500 x g, 10 min,
4°C). Das Serum wurde mittels einer Pasteur-Pipette vorsichtig abgenommen. Das durch
Absetzen des Blutpropfes ausgetretene Serum wurde ebenfalls mit einer Pasteur-Pipette
vorsichtig abgenommen. Beide Losungen wurden vereinigt und aliquote Teile davon Uber
flussigem Stickstoff bzw. bei -20°C gelagert. Der Antikorpertiter in den Seren wurde mittels
ELISA (7.8.1.) bestimmt. Es wurde eine Verdunnungsreihe in Boratpuffer durchgefihrt. Als

Titer wurde die Verdinnung definiert, bei der die halbmaximale Extinktion gemessen wurde.

7.8. Immunologische Methoden

7.8.1. ,Enzyme-linked ImmunosorbentAssay*

LOosungen

Borat-Puffer (BP): 100 mM Borsaure, 25 mM Borax, 75 mM NaCl, pH 8.4

Substratpuffer: 100 mM Glycin/NaOH, 1 mM MgCL mM ZnC}, pH 9.5

Substratlésung: 1 mg 4-Nitrophenylphosphat pro ml Substratpuffer (Herstellung kurz
vor Gebrauch)

Durchfiihrung

Die Napfe einer Mikrotiterplatte (Nunc-Immuno MaxiSorp) wurden tber Nacht mit 100 ng
gereinigter GR in BP bei 4°C beschichtet. Nach zweimaligem Waschen der N&pfe mit 400 pl
BP wurde 2 h lang mit 400 pul 1 % Rinderserumalbumin (w/v) in BP bei 37°C inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit BP wurde 2 h lang mit 150 pl Antiserum (verdiinnt in BP) bei 37°C
inkubiert. Das Antiserum wurde durch zweimaliges Waschen mit BP entfernt. Sodann wurden
150 pl anti-Kaninchen-lgG-AP (1:1000 in BP) zugegeben. Nach zweistiindiger Inkubation bei
37°C wurde dreimal mit BP gewaschen, 150 ul Substratlésung zugegeben und bis zu 1 h bei Rt
inkubiert. Der Extinktionsanstieg in jedem Napf wurde bei 405 nm im ELISA-“Reader*

verfolgt.
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7.8.2. Immunprazipitation

500 ul verdinnter Homogenattberstand (Rinderhirn, Rinderleber und Rattenhirn, eingestellte
GR-Aktivitat jeweils ca. 90 mU) wurde mit 10 pl PBS (Kontrolle) oder mit 10 pl Antiserum
gemischt. Die Ansatze wurden 1 h bei Rt auf einem Rotationsschuttler bei 400 Umdrehungen
pro Minute geschittelt und anschlieend mit oder ohne Protein A-Sepharose (100 pl) eine
weitere Stunde lang geschiitteladachwurden die Lésungen 30in zentrifugert (15000 x g,

4°C) und die GR-Aktivitat in den Uberstanden und den Niederschlagen (in 200 pl PBS

resuspendiert) bestimmt.

7.8.3. ,Nativer Western Blot*

Zum Nachweis von GR in Zellhomogenaten mittels ,nativer Western Blot“-Analyse wurden
die Homogenatuberstande durch native Polyacrylamidgelelektrophorese in einem 4 %-igen
Sammelgel und einem 11 %-igen Trenngel in Abwesenheit von SDS und Mercaptoethanol
aufgetrennt. Bei 100 V wurden die Proteine dann wahrend einer Stunde bei 4°C in
Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8.5, 20 % (v/v) Methanol) auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membranen wurden dann 1 h lang mit Milchpulver

(5 % w/v) in PBS geblockt und 2 h lang bei Rt mit anti-GR (in PBS/Milchpulver)
(Verdinnung: 1:200 im Falle der Rattenhomogenatiberstande; 1: 1000 fir die
Rinderhomogenatiberstande) inkubiert. Nach Waschen mit PBS (2 x 10 min) wurde die
Membran 1 h lang mit dem Sekundarantikdrper anti-Kaninchen-lgG-AP (1: 5000 vedinnt in
PBS) inkubiert. Nach Waschen in PBS (2 x 10 min) wurde die Membran in 0.2 M Tris/HCI, 10
mM MgCl, pH 9.5 mit 40 uM 4-Nitroblautetrazoliumchlorid und 41 uM 5-Bromo-4-chloro-
3-indolylphosphat inkubiert. Die Substratreaktion wurde durch Waschen #@ifq Hind
anschlielRender Inkubation in PBS/20 mM EDTA abgestoppt.

7.8.4. Indirekte Immuncytochemie mit Doppelmarkierung

7.8.4.1. Vorbereitung der Zellen

Astroglia-reiche  Primarkulturen und microglia-reiche Sekundarkulturen wurden auf

Glasdeckglaschen (18 x 18 mm) kultiviert. Die Zellen wurden bei Rt mit 3.5 % (w/v)
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Paraformaldehyd in PBS 10 min lang fixiert. Nach zweimaligem 10-mindtigem Waschen in
PBS wurden die Zellen 5 min lang in 0.1 % (w/v) Glycin in PBS inkubiert. Danach wurden die
Zellen durch Inkubation mit 0.3 % (w/v) Triton X-100 in PBS 10 min lang peritrsaa.
Neuronen-reiche Priméarkulturen wurden auf poly-D-Lysin-vorbehandelten Deckgldschen
kultiviert und durch Inkubation mit 3.5 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS 15 min lang und mit
30 % (v/v) Methanol (-20°C) 5 min lang fixiert und - wie oben beschrieben - mit Glycin und
Triton X-100 weiterbehandelt. Fur die Anfarbung mit anti-GalC wurden die Zellen vor der
Fixierung/Permeabilisierung 2 x mit HEPES-Medium (25 mM HEPES in DMBBD
milliosmolar durch Zugabe der entsprechenden Menge an NacCl) je 10 min lang gewaschen und
1 h lang bei Rt mit anti-GalC (1:10 in HEPES-Medium) inkubiert. Danach wurden die Zellen
erneut 2 x mit HEPES-Medium gewaschen und, wie oben beschrieben, fixiert und

permeabilisiert.

7.8.4.2. Immuncytochemische Doppelmarkierung

Die immuncytochemische Doppelmarkierung wurde bei Rt durchgefiihrt. Nach jeder
Inkubation mit Antikdrpern wurden die Zellen zweimal mit PBS je 10 min lang géweasDie
Antikdrper und das Streptavidin-Texasrot wurden in  PBS mit 10 % Ziegennormalserum
verdinnt. Einzige Ausnahme war der GAP43-Antikorper, der in PBS mit 3 % (w/v)
Rinderserumalbumin verdinnt wurde. Die primaren Antikbrper wurden in den folgenden
Verdinnungen verwendet: anti-GFAP, 1:10; anti-GalC, 1:10; Ox42, 1:10; anti-GAP43, 1:100;
Praimmunserum, 1400; anti-GR, 1:400. Die fixierten Zellen wurden mit einem monoclonalen
Antikorper und dem GR-Antiserum (bzw. dem Praimmunserum) 2 h lang, danach mit
biotinyliertem anti-Kaninchen-IgG (1:250) 1 h lang und letztlich mit Streptavidin-Texasrot
(1:200) und FITC-markiertem anti-Maus-IgG (1:100) 30 min lang unter Lichtausschluf3
inkubiert. Die Deckglaschen wurden mit 50 % Glycerin in PBS eingebettet bevor die

Anfarbung im Fluoreszenzmikroskop untersucht wurde.
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7.9. Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchungen der gereinigten Enzyme wurden in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Felix Reutter (Institut fir Organische Chemie der Universitat
Tubingen) durchgefuhrt (Reutter, 1999).

7.9.1. Massenbestimmung von Proigen mittels Matrixunterstutzter
Laserdesorptions-lonisations-Massenspektrometrie

Fur die Massenbestimmung wurde 10 pg der zu untersuchenden Proteine in BDyqul H
geldst. Die unloslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugieren (16000 x g, 1 min) entfernt.
Zu 5 pl des klaren Uberstandes wurden 5 pl der Probenmatrix (Sinapinsaure; 3,5-Dimethoxy-
4-Hydroxyzimtséaure) gegeben. Ein Mikroliter dieser Losung (enthielt 100 ng Protein) wurde
auf den Probenteller des MALDI-MS aufgebracht und die Probe im Vakuumllisresta
Anschlielend wurde die Probe durch Laserbeschul’ (Laserenergie: 6.2 pJ) in lonen tberfuhrt.
Die so entstandenen lonen wurden durch eine lonenoptik gesammelt und auf einer definierten
Strecke beschleunigt. Die Geschwindigkeit, die die lonen auf dieser Beschleunigungsstrecke
erhalten, ist abhangig von ihrem Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z). Die lonen wurden in ein
ebenfalls evakuiertes Rohr geschossen und fielen an dessen Ende auf einen Detektor.
Gemessen wird in diesem ,time of flight“-(TOF)-Detektor die Zeitdifferenz zwisthserpuls

und dem sukzessiven Auftreffen der lonen unterschiedlicher m/z Werte auf dem Detektor. Fur

die Erzeugung der Spektren wurden 50 Einzelspektren akkumuliert.

7.9.2. Analyse von Spaltpeptiden

7.9.2.1. Probenvorbereitung

Proteinldsungen (jeweils Eluate der Molekularsiebchromatographie ) mit 25 pg GR wurden
Uber Nacht bei 4°C gegen 2 L®ky dialysiert, sodann wurde die Aktivitdt des Dialysates

gemessen und erneut die Proteinkonzentration nach der modifizierten Bradford-Methode (7.4.)
bestimmt. AnschlieRend wurden die Proben lyophylisiert und bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.
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7.9.2.2. Tryptischer Verdau

Die einzelnen Protein- und Kontrollansatze wurden folgendermal3en fir die Analyse
vorbereitet: Die Proteinlyophylisate wurden in 20 pul 8 M Harnsto$Ogg) gelost. Danach
wurden 140 pl 100 mM Tris/HCI, pH 8.5, zugegeben. Die Proteine wurden anschliefiend mit
7.5 pl 45 pM Dithiothreitol (DTT) versetzt und 20 min bei 50°C im Heizblock reduziert. Der
Lésung wurde 7.5 pl 100 mM lodacetamid beigefligt und nach 15 min bei Rt wurde Trypsin

(1 pg geldst in 10 pul 1 M HCI) den Ansatzen zupippetiert. Dabei wurde 5 % an Trypsin der
jeweiligen Proteinmenge (Gehirn-GR und Leber-GR) beigeflgt. Nach der Proteolyse im
Brutschrank (18 h bei 37°C) wurden die Proben maximal zwei Wochen bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

7.9.2.3. Auftrennung der Spaltpeptide mittels Hochleistungsflissigkeits-

chromatographie

Die Auftrennung der Spaltpeptide erfolgte mit Hilfe einer Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie an  einer C18 Phenomenex-Trennsaule.
Elutionsmittel A war HOq4q / 0.1 % (v/v) Trifluoressigsaure (TFA), Elutionsmittel B war 0.1

% (viv) TFA in Actetonitril. Die S&ule wurde zunachst mit 2 Saulenvolumina 5 %
Elutionsmittel B / 95 % Elutionsmittel A &quilibriert. Die Proben (90 ul der in 7.9.2.2.
beschriebenen Verdauansatze) wurden appliziert und entsalzt, indem die Saule mit 3 Saulen-
volumina 5 % Elutionsmittel B / 95 % Elutionsmittel A gespult wurde. AnschlieRend wurden
die tryptisch verdauten Peptide mit Hilfe eines linearen Gradienten im Bereich @036
Elutionsmittel B/ 95 - 0 % Elutionsmittel A eluiert und in das Massenspektrometer eingebracht
Die Fliel3gschwindigkeit bei der Entsalzung und der Elution betrug 45 pl/min. Gegen Ende der
Chromatographie wurde die Saule mit 2 Saulenvolumina 100 % Elutionsmittel B gespult und

erneut mit 2 Saulenvolumina 5 % Elutionsmittel B / 95 % Elutionsmittel A aquilibriert.

7.9.2.4. Peptidanalyse mittels Elektrospray-lonisationsmassenspektrometrie

Die Analyse der tryptischen Peptide der Enzyme wurden mit Hilfe eines Triple-Quadropol
Massenspektrometers durchgefiihrt. Die Kapillarspannung betrug dabei 3.5 kV, die Cone-

Spannung fur Peptide und Proteine zwischen 35 und 70 V. PreRluft (technische Reinheit) fand
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als Trocknungsgas mit einem Flul3 von 200 I/h und als Sprihgas mit einem Flul3 von 20 I/h
Verwendung. Die Temperatur der lonisierungsquelle betrug 70°C. Die Auflosung der
erhaltenen Daten im Massenanalysator wurde durch Variation der lonenenergie optimiert. Vor
der Analyse einer jeden Probe wurde zuerst eine Messung ohne Peptidzusatz durchgefihrt.
Dadurch konnten die durch die Lésungsmittel verursachten Hintergrundsignale detektiert und
von den Peptidsignalen abgezogen werden. Die TIC-Chromatogramme wurden mit Hilfe einer
speziellen Anwendersoftware (in die MassLynxSoftware integrierte Savitzky-Golay-Funktion)
Uber drei benachbarte Datenpunkte ,geglattet®. Sodann wurden die Gipfel automatisch
integriert. Ebenso automatisch wurden diese Chromatogramme auf lonenserien untersucht.
Durch diese ,software”-gesteuerte Bearbeitung der gewonnenatatalkonnten die Massen

genau bestimmt und in Relation zu deetentionszeiten gebracht werden.
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9. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Reinigung und Charakterisierung der Glutathionreduktase
aus Gehirn, die Lokalisierung des Enzyms in neuralen Zellen und die Suche nach

gewebsspezifischen Isoformen der Glutathionreduktase.

Glutathionreduktase wurde aus Rinderhirn zur Homogenitat gereinigt. Das gereinigte Enzym
besal’ eine spezifische Aktivitdt von 145 U/mg Protein. Die isolierte GR ist ein Dimer. Die

Molekillmasse der Untereinheiten wurde mit 54 kDa bestimmt.

Mit dem entwickelten Reinigungsverfahren wurde neben der Glutathionreduktase das
cytosolische Malatenzym zur Homogenitat gereinigt. Dieses Enzym wurde in einer spezifischen
Aktivitat von 40 U/mg Protein erhalten. Die Molekilmasse der Untereinheiten des

homotetrameren Malatenzyms betragt 64 kDa.

Mit dem Reinigungsschema, das fiir die Glutathionreduktase aus Rinderhirn entwickelt wurde,
lielen sich auch die Glutathionreduktase aus Rinderleber und - nach einer Modifikation - die
Glutathionreduktase aus Rindererythrocyten reinigen. Die spezifische Aktivitdt fur die
gereinigte Glutathionreduktase aus Leber betrug 147 U/mg, fir das Enzym aus den
Erythrocyten 114 U/mg.

Die Anwesenheit der Glutathionreduktase in astroglia-reichen und neuronen-reichen Primar-
kulturen wurde durch Nachweis der spezifischen Aktivitdt demonstriert. In den beiden neuralen

Kulturtypen wurden keine Unterschiede in den spezifischen Aktivitdten des Enzyms gefunden.
Gegen die aus Rinderhirn gereinigte Glutathionreduktase wurde ein Antiserum gewonnen, das

geeignet war, das Enzym spezifisch durch ,Western-Blot“-Experimente und

immuncytochemische Anfarbungen in neuralen Zellen nachzuweisen.
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Immuncytochemische Doppelanfarbungen neuraler Kulturen gegen Glutathionreduktase und
zelitypspezifische Marker identifizierten Microglia-, Oligodendrogliazellen und Neuronen als
deutlich Glutathionreduktase enthaltende Zelltypen. Astrogliazellen wiesen nur schwache

Immunreaktivitat fir Glutathionreduktase auf.

Mit mehreren proteinanalytischen und immunologischen Methoden wurde versucht,

Unterschiede zwischen den gereinigten Glutathionreduktasen aus Rinderhirn,- leber und -
erythrocyten festzustellen. Dabei erwiesen sich die drei Enzyme als &uf3erst ahnlich. Nur die
massenspektrometrische Analyse tryptischer Peptide der Glutathionreduktasen aus Gehirn und

Leber laRt auf Unterschiede dieser Enzyme und somit auf Isofomen schliel3en.
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