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Abkulrzungen

Abkirzung  Englisch Deutsch

Apaf-1 apoptotic protease-activating apoptotischer Protease
factor-1 aktivierender Faktor 1

BDNF brain derived neurotrophic factor im ZNS produzierter neurotropher

Faktor

BrdU bromodeoxyuridine Bromdesoxyuridin

BSA bovin serum albumin Rinderserumalbumin

cDNA complementary DNA komplementare DNA

Cy3 cyanine-3 Cyanin 3

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4 NjDi&midin-2-phenylindol

DMEM Dul b esdModdiéd Eagle Dulbecco®& modifiziertes Eagle-
Medium Medium (Standard-Nahrmedium)

DNA desoxy ribonucleic acid Desoxyribonukleinséaure

ELISA enzyme-linked immunosorbent enzymgekoppelter
assay Immunadsorptionstest

EWG angle closure glaucoma Engwinkelglaukom

FKS fetal bovin serum fotales Kalberserum

GABA gamma-aminobutyric acid Gamma-Amino-Buttersdure

GFAP glial fibrillary acidic protein saures Gliafaserprotein

HAT histone acetyltransferase Histon-Acetyltransferase

HCI Hydrochloric acid Chlorwasserstoff

HDAC histone deacetylase Histon-Deacetylase

HDACI histone deacetylase inhibitor Histon-Deacetylaseinhibitor

hNF human neurofilament humanes Neurofilament

HRP horseradish peroxidase Meerrettichperoxidase

kDa kilodalten Kilodalten

MAP-2 microtubule-associated protein 2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2

mA milliampere Milliampere

mmHg millimeter of mercury Millimeter-Quecksilberséule

pl microliter Mikroliter

nM nanomole Nanomol
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mV
NADP(H)

nm
NMDA
MRNA
NT
MTS

Opn
PAGE
PBS
PCR
POWG
RGC

rpm
qRT-PCR

sConA
SDS
STS
TBS
TBST
TEMED
Thy-1
TNF-U
Trk
TSA

Tween 20

VEGF

millivolt

nicotinamide adenine dinucleotide
phosphaten

nanometer

n-methyle d-aspartate
messenger ribonucleic acid
neurotropine

dimethylthiazolyl-
carboxymethoxyphenyl-
sulfophenyl-tetrazolium

opsine

polyacrylamide gel electrophoresis
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction

primary open angle glaucoma
retinal ganglion cell

revolutions per minute

guantitative real-time polymerase
chain reaction

succinyl concanavalin-A

sodium dodecyl sulfate
staurosporine

tris buffered saline

tris buffered saline and tween 20
tetramethylethylenediamine
T-cell antigen / Theta antigen
tumor necrosis factor alpha
tyrosine kinase receptor
trichostatin A

polysorbate 20

vascular growth factor

Millivolt

Nicotinsaureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat

Nanometer
N-Methyl-D-Aspartat
Messenger-Ribonukleinsaure
Neurotropin

Dimethyl-Carboxymethoxyphenyl-
Sulfophenyl-Tetrazol

Opsin
Polyacrylamid-Gelelektophorese
phosphatgepufferte Losung
Polymerase-Kettenreaktion
Primares Offenwinkelglaukom
Retinale Ganglienzelle
Umdrehungen pro Minute

guantitative Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion

Succinyl-Concanavalin A
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1. Einleitung

1.1 Die Geschichte des Glaukoms und der Glaukomforschung

Seit dem Altertum wird der Begriff Glaukom fur eine heterogene Gruppe an
Augenerkrankungen verwendet [1]. In den Aphorismen des Hippokrates
bezeichnet das Wort AGl aykoseisfi eine Erbl iAWMeunnngsur s a
die Pupille wie die Farbe des Meeres wird, ist das Augenlicht zerstort und haufig

trifft Erblindung [Aluch das andere Augefh

Im Jahr 1622 brachte der englische Augenarzt R. Banister den grinen Star
erstmals in Zusammenhang mit einem zu hohen Augeninnendruck [2]. Da man
sich aber lange nicht Uber die Pathophysiologie des Glaukoms im Klaren war,
fiel bis ins 18. Jahrhundert auch die Behandlung widersprichlich aus. Erst
durch die Erfindung des Augenspiegels durch H. Helmholtz 1850 [3] begann
eine neue Ara in der Augenheilkunde und der damit verbundenen Forschung.
Albrecht von Graefe war es schlie8lich, der Mitte des 19. Jahrhunderts
postulierte, dass beim Glaukom ein zu hoher Augeninnendruck dauerhaft die
Netzhaut und den Sehnerv schadige. Er fuhrte erstmals die
Gesichtsfeldbestimmung mithilfe einer Wandtafel durch und das erste

Impressionstonometer wurde von ihm etabliert [4].

Nachdem 1884 das Kokain als Lokalanasthetikum entdeckt wurde [5], erfolgte
die Druckmessung direkt an der Hornhaut. Bereits 1954 gelang es H.
Goldmann, ein Applanationstonometer zu entwickeln, das bis heute in
modifizierter Form zu den Standardinstrumenten der Augenheilkunde zahlt und
die zuverlassigste Methode ist, den intraokularen Druck zu bestimmen [6]. Auch
hinsichtlich der Glaukomtherapie machte man Fortschritte. Mit der Iridektomie
operierte von Graefe 1856 erstmals erfolgreich einen Glaukompatienten [7] und
mit der Entdeckung des Pilocarpins knapp zwanzig Jahre spater gab es die

erste echte medikamentdse Option [2, 8] .



Die moderne Wissenschaft ist heute an einem Punkt, an dem es mdglich ist,
zellulare Signalwege zu verstehen, diese auf RNA-, DNA- und Proteinebene
nachzuweisen und daraus zu schliel3en, was sie tUber den Zustand der Zelle
verraten. Der Begr i f f[9] AnG Imadikkntemidse Soveiet
operative Therapieoptionen sind vorhanden [7, 10, 11]. Dennoch bleibt das
Glaukom ein brisantes Forschungsthema, da es immer noch keine kurative
Therapie gibt sondern nur einen Stopp des status quo erreichbar ist. Es gilt
weiterhin, die genauen Ursachen und die Pathophysiologie des Untergangs der
retinalen Ganglienzellen zu begreifen, neue Ansatzpunkte fur Therapien zu

entdecken und maogliche praventive Malinahmen zu erschliel3en.

1.2 Definition und Einteilung der Glaukome

Der BegriffodR&GI| awl dimnA gezeicimet im aigeraemén ein
multifaktorielles Geschehen, das in einem relativ zum Perfusionsdruck zu
hohen Augeninnendruck muindet, was die progressive Degeneration der
Ganglienzellschicht der Netzhaut und damit des Nervus opticus mit
fortschreitenden Gesichtsfelddefekten zur Folge hat [12]. Im Grunde hat man es
mit einer Form der Optikusneuropathie zu tun, fir deren Genese heute mehrere
Risikofaktoren bekannt sind [13, 14].

Prinzipiell unterscheidet man das primére Glaukom vom Sekundéarglaukom, das
als Folge einer vorbestehenden Augenerkrankung oder als Nebenwirkung eines
Medikaments auftritt. Ein Sonderfall ist das angeborene Glaukom. Die
verschiedenen Glaukomformen unterscheiden sich zum Teil in ihrer Atiologie
und Therapie [12, 15].

Vom primaren Offenwinkelglaukom (POWG) spricht man, wenn der
Augeninnendruck konstant oberhalb von 25 mmHg liegt und kein akuter
Winkelblock (s.u.) vorliegt. Hier besteht ein chronisches Ungleichgewicht
zwischen Kammerwasserproduktion und Kammerwasserabfluss. Das POWG
macht rund 90 % der Glaukome aus und wird durch den Patienten oft zu spat

erkannt, da es keinerlei Symptome verursacht. Bis bemerkbare Gesichts-

def i
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felddefekte entstehen, kbnnen bereits Uber 70 % der Optikusfasern irreversibel
geschadigt sein [12, 16].

Das akute Winkelblockglaukom (EWG), auch als Glaukomanfall bezeichnet,
liegt vor, wenn der Kammerwinkel plotzlich verlegt wird, z.B. durch ein
Vorwolben der Iris, und damit der Abfluss des Kammerwassers behindert ist.
Der Augeninnendruck steigt schnell auf Werte Gber 60 mmHg an. Die Patienten
haben dabei neben starken Augen- bzw. Kopfschmerzen und ausgepragten

Allgemeinsymptomen wie Ubelkeit auch einen steinharten Bulbus oculi [12, 13].

Von einem Normaldruckglaukom spricht man, wenn der Patient zwar einen
Augeninnendruck im Normbereich zwischen 10 und 21 mmHg aufweist,
trotzdem aber glaukomatése Veradnderungen an Papille und Sehnerv zu
erkennen sind [12, 17].

Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Offenwinkelglaukoms sind neben dem
erhohten Augeninnendruck u.a. eine positive Familienanamnese, steigendes
Alter, eine hohergradige Myopie, eine dinne Hornhaut und Menschen
afrikanischer Abstammung sind haufiger betroffen. Beim Engwinkelglaukom
gelten Hyperopie und verschiedene okulédre Pradispositionen wie eine flache
Vorderkammer oder ein geringer Hornhautdurchmesser als Risikofaktoren und
es tritt bei Asiaten und bei Frauen geh&uft auf. AuRerdem sind Migrane,
Vasospasmen, nachtliche  Hypotonie,  Autoimmunerkrankungen  und
Vaskulopathien im Zusammenhang mit der Pathogenese des Glaukoms zu
nennen [18, 19].

1.3 Bedeutung und Epidemiologie des Glaukoms

Das Glaukom ist weltweit nach der Katarakt die zweithdufigste Erblindungs-
ursache und sogar der haufigste Grund fir eine irreversible Erblindung [20]. Im
Jahre 2002 waren rund 37 Mio. Menschen erblindet, 12,3 % davon als Folge
des grinen Stars [21]. In Deutschland gehen gegenwartig etwa 15 % aller
Erblindungen auf Glaukome zurtick. D.h. jedes Jahr erblinden 1500 bis 2000

Menschen als Folge des griinen Stars [22]. Eine aktuelle Metaanalyse von



Tham et al. ging von rund 64 Mio. Glaukomkranken im Alter von 40 bis 80
Jahren im Jahr 2013 aus. Schatzungen fur 2020 und 2040 sprechen von 80
Mio. bzw. Uber 100 Mio. Glaukompatienten weltweit [19, 23].

Fur die Bevolkerung jenseits des 40. Lebensjahres betragt die Pravalenz des
Glaukoms weltweit 3,5 % [23]. In Europa liegt sie etwa bei 2 % und steigt mit
zunehmendem Alter an [24]. Die Dunkelziffer ist hoch und es muss bedacht
werden, dass die Diagnose oft erst erfolgt, wenn bereits irreversible Schaden
eingetreten sind [25]. Weniger als die Halfte aller Offenwinkelglaukome sind den
Betroffenen in den Industrienationen bekannt. Aufgrund der demografischen
Entwicklung in den Industrienationen ist damit zu rechnen, dass das Glaukom

fur die westliche Welt in Zukunft noch mehr an Bedeutung gewinnt.

1.4 Retinale Ganglienzellen und ihre Eigenschaften

Retinale Ganglienzellen (RGC) vermitteln als drittes Neuron der Netzhaut
visuelle Impulse Uber den Sehnerv an das Gehirn. Schadigungen dieser Zellen
sind eng verknupft mit verschiedenen ophthalmologischen Krankheitsbildern
wie z.B. der Optikusneuritis oder der erblichen Leber-Optikusneuropathie [26].
Vor allem aber spielt der Untergang der RGC beim Glaukom eine

entscheidende Rolle (s. Kapitel 1.5).

RGC sind postmitotisch, d.h. sie teilen sich nicht mehr. Sie haben einen
neuronalen Phanotyp, also einen runden Zellkbrper mit vielen astartig
verzweigten Dendriten. Sie gelten als sensitiv fur Glutamat-Exzitotoxizitat [27-
29] und reagieren mit Zelltod wenn sie z.B. hydrostatischem Druck, hellem Licht
oder oxydativem Stress ausgesetzt sind [30-34]. Weiterhin ist die Abhangigkeit
von Neurotropinen charakteristisch fir RGC [35]. Sie exprimieren verschiedene
Marker-Proteine, darunter die RGC-spezifischen Marker der Brn3-Familie [36],
Thy-1 [37] und verschiedene neuronale Marker wie MAP-2, Tau, humanes
Neurofilament (hNF) u n d-llI-Bubulin [38-40].



1.5 Pathophysiologie des Glaukoms

Wie unterschiedlich die Pathogenesewege des Glaukoms auch sein mégen,
letztlich kommt es immer zur Schadigung der retinalen Ganglienzellen (RGC)

und ihrer Axone und damit zur Optikusneuropathie und Gesichtsfeldverlusten.
1.5.1 Das 5-Stufen-Modell der Pathogenese

Wichtig fur das Uberleben der Ganglienzellen sind Neurotrophine wie z.B.
BDNF, die in den héheren Zentren, z.B. im Corpus geniculatum laterale,
produziert und Uber retrograden axonalen Transport zu den Zellkérpern der
RGC transportiert werden [41-44]. Demgegeniber stehen verschiedene
ATodes si gnaB. esih ermbhter intrazellularer Kalziumspiegel [45],
Ubererregung durch extrazellular vermehrtes Glutamat, die sogenannte
Glutamat-Exzitotoxizitat [28, 46-49], oder das Binden von Todesliganden wie
beispielsweise TNF-U an Rezeptoren der Ganglienzellen [50-52]. Kommt es
z.B. durch mechanische Irritation, gestérten axonalen Transport oder eine
Storung der Homoostase des umgebenden Gewebes zum Ungleichgewicht
zwischen solchen Uberlebenssignalen und Todesfaktoren, beginnen
verschiedene Zelltodkaskaden in den betroffenen Zellen. Bezogen auf den
Ganglienzelluntergang beim Glaukom lasst sich dieser Prozess in funf Stufen
beschreiben [53].

Zuerst kommt es zur Gliaaktivierung. Durch den (relativ) zu hohen
Augeninnendruck werden neben den Axonen der Ganglienzellen auch die
Gliazellen an der Lamina cribrosa geschadigt, die verantwortlich fur den Stoff-
und Flissigkeitstransport des Gewebes sind. Zusatzlich zur mechanischen
Belastung der Ganglienzellaxone wird durch die Beeintrachtigung der Gliazellen
so die Homoostase der Ganglienzellumgebung beeintrachtigt [54-56]. Wie
genau sich dieser Umstand auf den axonalen Transport der RGC auswirkt, ist
unklar. Diskutiert wird z.B. das Sezernieren von Stickstoffmonoxid [54, 57] und
Vasokonstriktoren [54, 58] durch aktivierte Gliazellen, was zu direktem Schaden
benachbarter Axone und indirekter Schadigung durch lokale Ischamie flihren

konnte.



Aus mechanischer Belastung durch Druck und gestorter Gewebehomoostase
resultiert ein beeintrachtigter Membrantransport und eine energetische
Minderversorgung der RGC weshalb das Kalzium in den Zellen ansteigt i ein
starkes Signal fur sie, mit der autonomen Degeneration des betroffenen Axons
zu starten. Die zweite Stufe, das sogenannte ARiickwartssterben der Axonef
beginnt. Es handelt sich um eine Kompartmentdegeneration der Zelle [53, 59].
Dabei stehen die Zerstorung der Mikrotubuli und der damit einhergehende

Verlust des axonalen Transports im Vordergrund.

Infolge des gestOrten axonalen Transports, der z.B. auch den Transport von
Neurotropinen mit einschlief3t [60], kommt es zum dritten pathophysiologischen
Schritt auf dem Weg zum Glaukom: Die Zelle beginnt mit dem programmierten
Zelltod, der primaren Ganglienzellapoptose. Beim Untergang der RGC wird
Glutamat freigesetzt. Die uberschieende Glutamatausschittung aus
absterbenden Zellen fihrt bei den eigentlich noch gesunden benachbarten
Ganglienzellen zur Apoptose. Glutamat bewirkt eine Dauerdffnung der
Kalziumkanale und damit ein erhodhtes intrazellulares Kalziumangebot. Das
viele Glutamat kann nicht mehr ausreichend von den Gliazellen, in diesem Fall
den Miuller-Zellen, aufgenommen und abgebaut werden. Immer mehr Zellen
beginnen den programmierten Zelltod. Man spricht bei dieser vierten Stufe der

Pathogenese von sekundarer Ganglienzellapotose [18, 54].

Im letzten Schritt bildet sich infolge des Ganglienzelluntergangs eine Glianarbe
[53]. Bis erste Gesichtsfeldausfélle detektierbar sind, konnen bereits tUber die
Halfte der Nervenfasern degeneriert sein [54, 61].

1.5.2 Apoptose

Der programmierte Zelltod oder auch Apoptose, i st ein zell-eigenes
Programmij das zum Schrumpfen der Zelle, zur Kondensation des Chromatins
mit nukledrer Fragmentierung und zur Vakuolisierung fuhrt. Anschliel3end

werden die apoptotischen Zellen durch Mikrogliazellen phagozytiert [62].
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Abbildung 1: Die Kaskade der Apoptose

Die Abbildung zeigt einen Uberblick tUber den Ablauf von intrinsischer und extrinsischer
Apoptose. Der extrinsische Weg der Apoptose wird durch die Bindung eines Todesliganden,
beispielsweise TNF, an den entsprechenden Rezeptor aktiviert. Dies fuhrt intrazellular zur
Anlagerung von Adaptermolekilen (hier FADD) und die Caspase-8 wird aktiviert. Sie aktiviert
wiederum Effektor-Caspasen wie Caspase-3 und -7. Der intrinsische Weg ergibt sich aus einer
fur die Zelle ungunstigen Situation, wie z.B. dem Mangel an Wachstumsfaktoren. Er setzt die
Freisetzung von Zytochrom C aus dem Mitochondrium voraus. Zytochrom C bindet an Apaf-1,
welcher die Caspase-9 aktiviert. Diese aktiviert wiederum durch limitierende Proteolyse die
Effektor-Caspasen 3 und 7. Damit Zytochrom C das Mitochondrium verlassen kann, muss es
dessen Membran passieren. Liegen die proapoptotischen Proteine Bax/Bak aktiviert als
Heterodimer in der Membran vor, ist dies der Fall. Ob Bax/Bak aktiv sind, hangt von zahlreichen
weiteren Proteinfaktoren ab. Modifiziert nach Loffler G., et al., Biochemie und Pathobiochemie
[157].

Damit in einer Zelle Apoptose ausgeldst wird, bedarf es bestimmter Signale, die
sie entweder von auf3en erreichen oder die im Zellinneren entstehen. Im Zuge
der intrinsischen Kaskade der Apoptose registriert die Zelle selbst, dass
irreparable Schaden vorliegen und sie A¢gber fl ¢ssigi i st

Stress, intrazellular erhdhtes Kalzium, einen gestorten pH-Wert sowie DNA-



Schaden ausgelost werden kann [63]. Infolgedessen werden die Caspasen 1, 2,
4, 5, 9, 11 und 12 der intrinsischen Kaskade durch einen intrazellularen
Komplex aktiviert, an dem Apaf-1, die Caspase-9 und Zytochrom C, das bei
zellularen Mangelsituationen aus dem Mitochondrium ausgeschittet wird,
beteiligt sind [63-65].

Im Rahmen des extrinsischen Signalwegs erhalt die Zelle proapoptotische

Signale von auRen, z.B. durch Entzug von Wachstums- bzw. Uberlebens-

faktoren oder Aktivierung durch sog. Todesliganden. Es werden bestimmte
Caspasen mit einer ATodes e t8fusdkGaspase-ilOmai ne i,
durch die Interaktion mit der intrazellularen Domaine der Todesrezeptoren (z.B.

Fas- oder TNF-Rezeptoren) aktiviert [63, 65].

Sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Weg muinden in der
Aktivierung von Effektor-Caspasen, zu denen Caspase-3 und Caspase-7
gehoren, welche die zellulare Degradierung einleiten [66]. Es werden
Proteinkinasen aktiviert, Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und auf diesem

Wege proapoptotische Gene aktiviert [63].

Des Weiteren spielen die Proteine der Bcl-Familie eine Rolle bei der Steuerung
der intrinsischen Kaskade der Apoptose [66]. Einige Mitglieder dieser Familie,
wie Bcl-2 und Bcl-X wirken antiapoptotisch wahrend andere wie Bax oder Bak
proapoptotisch wirken [53, 67].

1.6 Die Etablierung und Bedeutung der RGC-5-Zelllinie

RGC sind nur schwer aus humaner oder tierischer Retina zu gewinnen, die Zahl
vitaler Zellen nimmt in vitro schnell ab und meist Uberleben sie nach Isolation
maximal einige Tage [68]. Deshalb war die Etablierung der RGC-5-
Ganglienzelllinie durch Krishnamoorthy et al. [69] ein durchschlagender Erfolg.
Krishnamoorthy et al. beschrieben die Etablierung einer Zelllinie durch
Transformation von retinalen Ganglienzellen aus postnatalen Ratten mit dem
y 2 E ¥VAus [69]. Auf diesem Wege konnte ein Klon aus einer retinalen

Mischkultur ausfindig gemacht werden, der eindeutige neuronale Marker



exprimierte und Merkmal retinaler Ganglienzellen aufwies. Der Klon RGC-5
wurde positiv getestet auf Ganglienzell- und neuronale Marker wie Thy-1,
Brn3a, Neuritin, NMDA-Rezeptoren, GABA-B-Rezeptoren, Synaptophysin und
reagierte sensitiv auf Glutamat-Exzitotoxizitdt sowie Neurotropine. Die
Kultivierung des RGC-5-Zellklons uber flinfzig Passagen resultierte weder in
der Abnahme der mitotischen Aktivitdt noch im Verlust von Thy-1. Die RGC-5-
Zellen hatten ein spindelférmiges Aussehen mit kurzen Fortsatzen aber ohne
Dendriten, wuchsen einschichtig und adharent und teilten sich ca. alle 20 bis 24
Stunden [70]. Die Schussfolgerung der Forscher: Eine Ratten-
Ganglienenzelllinie konnte etabliert werden, die das Potential zur in vitro
Erforschung der Physiologie und Pathophysiologie von RGC-abhéangigen
Prozessen in der Augenheilkunde vermuten lie3 7 ein Meilenstein in der
Glaukomforschung. Heute berufen sich bereits Uber 250 wissenschatftliche
Publikationen auf die RGC-5-Zelllinie, denn sie ist nach wie vor die einzig
existierende retinale Ganglienzelllinie und damit insbesondere fur die

Glaukomforschung unabdingbar.

1.7 Entdifferenzierung der RGC-5-Zellen und GegenmalRnahmen

Bedauerlicherweise gab es immer wieder Bedenken hinsichtlich der
Funktionalitdt und Identitdt der RGC-5-Zellen. Es wurde angemerkt, dass die
RGC-5-Zelllinie nach einigen Jahren ihre neuronalen und Ganglienzell-
eigenschaften eingebuf3t habe [30, 39, 71-73]. Anfanglich konnte bei
undifferenzierten und bei mit Succinyl-Concanavalin A differenzierten RGC-5-
Zellen Uber Glutamat-Sensitivitat berichtet werden [35, 69, 74]. Doch spatere
Publikationen erwahnten eine zunehmende Resistenz gegeniber Glutamat-
Exzitotoxizitat [33, 34, 72]. Auch hinsichtlich der Expression neuronaler und
ganglienzellspezifischer Marker gab es widersprichliche Publikationen. Der
Nachweis von Thy-1 und Brn3-Markern sowie NMDA-Rezeptoren und die
Bestatigung der Wachstumsfaktor-Abhangigkeit gelang Krishnamoorthy et al.
anfanglich sogar bei undifferenzierten RGC-5-Zellen [69]. Die Expression von

RGC-Markern wurde auch durch nachfolgende Publikationen bestatigt [35, 45].



Andere Artikel bestreiten aber das Vorkommen von Ganglienzell-Marker bei
undifferenzierten und differenzierten RGC-5-Zellen [39].

Durch Van Bergen et al. wurde 2009 ein Artikel publiziert, der besagt, dass
RGC-5-Vorlauferzellen urspriinglich aus Mause- und nicht aus Rattenretina
isoliert wurden und neur onal e -lliMabulikh eimd Tauj récht Bber
Ganglienzell-spezifische Marker wie bestimmte Neurofilamente oder Thy-1
exprimieren [72]. RGC-5-Zellen waren allerdings auch negativ fur Marker
weiterer retinaler Zellen wie Horizontalzellen (Calbindin), amakrine Zellen
(Calretinin), On-Bipolarzellen (Proteinkinase-C U ) und AstroBgten (GF
Es konnte gezeigt werden, dass sie Nestin exprimieren, ein Intermediarfilament
das typisch fur neuronale Progenitorzellen ist [39, 75], sodass RGC-5-Zellen
eine Art neuronale Vorlauferzellen sein kdnnten. Die Expression verschiedener
neuronaler Marker wie Tau, MAP-2  u nld-Tubulin [38, 39, 72, 76, 77] sowie
das Vorkommen von Neurotropinen (BDNF, NT3, NT4) und deren Rezeptoren
(TrkA, TrkB, TrkC) wurde mehrfach bestatigt [35, 69].

In den letzen Jahren wurden in Reaktion auf die Entdifferenzierung und
fragliche Identititt der RGC-5-Zellen verschiede  Protokolle  zur
Redifferenzierung etabliert, mit dem Ziel, in den Zellen verlorene Eigenschaften
retinaler Ganglienzellen zu reaktivieren und die Zelllinie dazu zu bringen, mehr
Eigenschaften neuronaler Zellen bzw. Ganglienzell-Eigenschaften anzunehmen
[39, 77, 78]. Differenzierung bedeutet in diesem Falle, die Mitoserate zu
reduzieren, einen neuronalen Phanotyp zu induzieren und die Expression RGC-
typischer und neuronaler Marker zu verstarken, mit dem Ziel, mdglichst
realitdtsnahe Forschungsbedingungen zu schaffen. Es werden heute im
Wesentlichen zwei Substanzen genutzt, um RGC-5-Zellen zu differenzieren:

Trichostatin A und Staurosporin.

1.7.1 Differenzierung mit Trichostatin A

Trichostatin A (TSA) ist ein aus Streptomyces sp. gewonnenes Antibiotikum und
ein potenter Histon-Deacetylaseinhibitor [79]. Histone sind basische Proteine,

um die der DNA-Doppelstrang des Eukaryonten-Genoms aufgewickelt ist,

10



sodass die Erbinformation im Zellkern eine mdoglichst kompakte Gestalt
(Euchromatin) hat. Histone kénnen u.a. durch Acetylierung modifiziert werden,
was das Chromatingerist insgesamt verandert und damit auch die
Genexpression [80-82]. Die Acetylierung von Histonen setzt die Bindungs-
fahigkeit fur die DNA herab und die Struktur des Chromatins lockert sich T eine
wichtige Voraussetzung fur die Transkription. Bestimmte Enzyme, die
Acetyltransferasen (HAT) und Histon-Deacetylasen (HDAC), regulieren den

Acetylierungszusand von Histonen [82].

Histon-Deacetylase-Inhibitoren  (HDACi) wie TSA verursachen eine
Hyperacetylierung, was zu vermehrter bzw. veranderter Genexpression fuhrt
[80-82]. TSA fordert dadurch beispielsweise die Wirksamkeit von Krebs-
medikamenten, die die DNA als Ziel haben [83]. Man geht auRerdem davon
aus, dass HDACIi neuroprotektiv wirken [84-86]. Der HDACIi Valproinsaure
fordert z.B. das Uberleben von RGC nach Verletzungen des Sehnervs [87]. Es
gibt neuere Ansatze, wonach Histon-Deacetylierung eine zentrale Rolle in
sterbenden RGC spielt und Hemmung durch HDACiwi e T SA d gewe
silencingn nor mal er imZage eer Apdpdose auftritt, verhindern kann
[88].

Besonders von Bedeutung fur diese Arbeit ist, dass HDACI in der Lage sind,
durch einen Switch im Transkriptionsprofil einige neuronale Zelltypen zu
differenzieren [89, 90]. TSA induziert bei RGC-5-Zellen transkriptionsabhangig
die Differenzierung zu einem neuronalen bzw. ganglienzellahnlichen Phanotyp
[38, 39, 78].

Allerdings 16st TSA in bestimmten Konzentrationen auch Apoptose in
neuronalen Zellen und RGC aus [38, 91-93]. Schnichels et. al konnten 2012
[38] nachweisen, dass TSA in der fur die Redifferenzierung der RGC-5-Zelllinie
benottigten Konzentration von 500 nM und sogar bei geringeren
Konzentrationen Uber einen Zeitraum von zwei Tagen zu Apoptose und Zelltod
fuhrt.

11
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1.7.2 Differenzierung mit Staurosporin

Staurosporin  (STS) ist ebenfalls ein aus Streptomyces sp. isoliertes
Antibiotikum und ein Proteinkinase-Inhibitor [94]. Es ist zellpermeabel und
hemmt schon bei sehr niedrigen Konzentrationen unspezifisch verschiedene
Kinasen. Dadurch ruft STS die unterschiedlichsten, teils zellspezifischen Effekte
hervor: Induktion der Apoptose, Ca®'-Freisetzung oder Genaktivierung.
AulRerdem hemmt es die Topoisomerase Il durch Bindung im aktiven Zentrum
[95].

Bei der Differenzierung der RGC-5-Zelllinie mittels 316 nM Staurosporin Uber
24 Stunden konnte das Neuritenwachstum induziert und eine Soma-Rundung
erreicht werden, die Zellen anderten ihre Morphologie hin zu einem neuronalen
Phanotyp und verloren ihre mitotische Aktivitat [77]. Allerdings reagierten die
Zellen anschlieRend weniger empfindlich auf Neurotropine als bei der
Behandlung mit TSA [78]. Die Differenzierung der RGC-5-Zellen mittels
Staurosporin erfolgt im Gegensatz zu TSA-vermittelten Verdnderungen
unabhangig von Transkription und Translation in den Zellen [78, 95]. Auch beim
Einsatz von Staurosporin zur Redifferenzierung der RGC-5-Zellen konnte eine

Apoptoseinduktion nachgewiesen werden [76].

1.7.3 Etablierte Differenzierungsprotokolle fiur RGC-5-Zellen

Hinsichtlich der Differenzierung der RGC-5-Zelllinie mit TSA wurden seit 2007
drei wichtige Publikationen veroffentlicht, die sich unterschiedlichen

Teilaspekten widmen.

Schwechter et al. [78] bauten auf dem Ansatz von Frassetto et al. [77] von 2006
fur die Differenzierung mit STS auf, setzten aber erstmals TSA ein. Sie konnten
fur eine Konzentration von 500 nM TSA im Nahrmedium der RGC-5-Zellen und
Inkubation flr 24 Stunden zeigen, dass die Expression von neuronalen Markern
(MAP-2, Tau) sowie Ganglienzellmarkern (Brn3a/b), das Neuritenwachstum und
die Neurotropin-Sensitivitat der RGC-5-Zelllinie deutlich anstieg und die Zellen

ihre mitotische Aktivitat einbURten.
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Wood et al. [39] verglichen mehrere Differenzierungsmethoden (STS, TSA,
sConA), um herauszufinden, wie diese u.a. die Expression neuronaler und
Ganglienzellmarker sowie die Glutamat-Sensitivitat beeinflussen. Dazu
kultivierten sie RGC-5-Zellen zunéchst 24 Stunden ohne Serum im Medium, um
dadurch die Proliferation zu drosseln und gaben danach auch bedeutend
weniger FKS (0, 1 %) zu als bei anderen Protokollen ublich (5 % FKS). Sie
erweiterten auf3erdem den Inkubationszeitraum auf funf Tage. Es wurde hierbei
u.a. gezeigt, dass TSA die Expression von neuronalen Markern wie MAP-2, Tau
u nd -lll-Bubulin bei RGC-5-Zellen positiv beeinflusst und die Glutamat-
Sensitivitat steigt. Diese Effekte traten v.a. nach Langzeitinkubation (drei bis
funf Tage) auf. Ein Einfluss auf die Expression von Ganglienzellmarkern konnte

nicht gezeigt werden.

Schnichels et al. 2012 [38] untersuchten die Frage, inwiefern die gangige
Differenzierung mit TSA mit der als optimal geltenden Konzentration von
500 nM uber 24 Stunden zytotoxisch wirkt, indem sie neben der Differenzierung
der RGC-5-Zellen auch Zellzahl, Vitalitat, Apoptose und Zelltod betrachteten.
Ihre Experimente basierten dabei auf der durch Schwechter et al. und Frassetto
et al. beschriebenen Inkubation und umfassten einen Zeitraum von 48 Stunden.
Es konnte gezeigt werden, dass TSA schon in geringen Konzentrationen, die

noch nicht zu Differenzierung fiihren, Zelltod induziert.

Die im Rahmen des Wood-Protokolls beschriebene Langzeitdifferenzierung,
welche einen eindeutig positiven Effekt auf die neuronale Differenzierung hat,
scheint ein vielversprechender Ansatz zu sein. Allerdings bleibt beispielsweise
fraglich, ob die durch Schnichels et al. beschriebene Zytotoxizitdt auch bei
langeren Inkubationszeitraumen bestehen bleibt. Deshalb soll es Aufgabe
dieser Arbeit sein, die unterschiedlichen Differenzierungsmethoden mit TSA, die
durch Schwechter und Wood vorbeschrieben sind, Uber einen Zeitraum von funf
Tagen und unter Berlcksichtigung potentieller zytotoxischer Effekte

vergleichend durchzufihren.

13



1.8 Die Aktuelle Forschung und Problematik

1.8.1 Die 661W-Zelllinie

Das menschliche Auge enthalt ungefahr 127 Mio. Fotorezeptoren, davon 6 Mio.
Zapfen, die in der zentralen Retina gelegen fur das Tag- und Farbensehen
verantwortlich sind [26]. Um ihr Verhalten in vitro erforschen zu kdnnen, wurde
die 661W-Zapfen-Zelllinie aus retinalem Tumorgewebe einer transgenen
Mauslinie geklont, welches das Simianvirus T-Antigen 40 enthielt [96].
Forschung auf zellularer und molekularer Ebene ergaben, dass 661W-Zellen
Zapfen-typische Marker wie blaues und grines Zapfen-Pigment, Transducin
und Zapfen-Arrestin so wie das SV40 T-Antigen aufwiesen [97]. Zu den
Eigenschaften von 661W-Zellen gehort, dass sie auf Lichtstimuli reagieren und
nach Exposition an helles Licht mit Apoptose reagieren [98]. Sie wachsen als
Monolayer, teilen sich ca. alle 27 Stunden und ihr Zellkdrper ist spindelformig.
661W-Zellen konnen Fortsatze entwickeln und treten Uber diese mit

Nachbarzellen in Verbindung [97].

1.8.2 Eine mdgliche Kontamination der RGC-5-Zelllinie mit 661W-Zellen

Die 661W-Zelllinie fand zeitgleich zur Etablierung der RGC-5-Zellen im Labor
der Forschungsgruppe um Krishnamoorthy Verwendung. Unglicklicherweise
wurden einige Test zur Identifikation der damals isolierten RGC-5-Zellen nie
durchgefiihrt, darunter die Uberprifung, ob die Zellen den verwendeten
Transf or mat i on senteidteanound tatsAdBIiLhA ein Rattengenom
aufwiesen [69, 70]. Es ist also theoretisch moglich, dass wahrend des
Etablierungsprozesses der RGC-5-Zellen eine Kontamination mit 661W-Zellen

stattgefunden hat.

Interessanterweise reagieren RGC-5-Zellen auf exzessive Lichtexposition im
blauen Spektrum (400-480 nm) mit sinkender Stoffwechselaktivitat und
Apoptose, v.a. wenn sie bereits durch Serum-Entzug vorgeschédigt sind [32,
99, 100]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass langfristige Lichtexposition alle
Schichten der Retina angreift [101] und es ist bekannt, dass bestimmte RGC-

Typen an sich fotosensitiv sind [102]. Kurzwelliges Licht fuhrt bei RGC zum
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Zelltod, wenn diese schon leicht in ihrer Homo6ostase z.B. durch Druck,
Mangelversorgung oder Alterungsprozesse beeintrachtigt sind [103]. Neben der
Reaktion auf Licht, konnten blaue Zapfen-Opsine in RGC-5-Zellen nach-
gewiesen werden [39, 104]. Die Expression von Opsinen und die Reaktion auf
Licht konnte damit zusammen hangen, dass RGC neben der Weiterleitung und
dem Verschalten visueller Informationen auch andere Aufgaben wie z.B.
Kontrastverstarkung haben [102]. Aber auch die potentiele AVer wechsl ungs
Zell l'inieA 661W exprpsine[87] and miaApbpwsetayfpi s c he

exzessive Lichtexposition zu reagieren ist typisch fur sie [98].

Eine kurzlich erschienene Publikation [70] greift die Behauptung auf, RGC-5-
Zellen seien in Wahrheit aus Mausen und nicht aus Ratten isoliert worden [72].
Auf DNA-Ebene wurde gezeigt, dass sie kein Ratten-spezifisches genetisches
Muster aufweisen, daflr aber tatsachlich ihren Ursprung in Mauszellen zu
haben scheinen. Weiterhin gelang es der Forschungsgruppe nicht, das in
di esen Zel |l en e Vims Transformationsgr@einl Azw. die

entsprechende mRNA nachzuweisen.

Da folglich die Frage im Raum stand, ob es die Wissenschaft tberhaupt mit
einer Ganglienzelllinie zu tun hat oder mit einer Maus-Zelllinie unbekannten
Phanotyps, verglich man die RGC-5-Zellen mit der 661W-Zelllinie. Es konnte
gezeigt werden, dass beide Zelllinien dasselbe Transformationsprotein (SV 40
large T-Antigen) exprimieren, 95 % ihrer genetischen Information identisch sind
und sie einen ahnlichen Karyotyp aufweisen. Deshalb auf3erten Krishnamoorthy
et al. abschliel3end die Vermutung, dass es sich bei der RGC-5- und der 661W-
Zelllinie um dieselbe Zelllinie handelt, die ihren Ursprung in der C57BL/6-Maus-
Inzuchtlinie hat und durch Transformation mit dem Onkoprotein SV40 large T-
Antigen entstand 7 also aktuell gar keine Ganglienzelllinie fir Forschungs-
zwecke existiert. Fraglich bleibt, warum die RGC-5-Zelllinie dann jemals

Ganglienzellmarker exprimiert haben soll [35, 45, 69].
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1.9 Das Ziel dieser Arbeit

Die moderne Glaukomforschung benétigt eine Af unkt i @inétimale e nd e
Ganglienzelllinie, um in vitro die Mdglichkeit zur Erforschung der genauen
pathophysiologischen Mechanismen beim grinen Star und Untersuchung
maoglicherweise protektiver Ansatze zu haben. Deshalb ist es notwendig, bereits
vorhandene Differenzierungsprotokolle fur RGC-5-Zellen genauer zu betrachten
bzw. zu erganzen und gleichzeitig die aktuellen Erkenntnisse hinsichtlich einer

maoglichen Kontamination der RGC-5-Zelllinie nicht aul3er Acht zu lassen.
Vor diesem Hintergrund bearbeitet die vorliegende Arbeit zwei Fragestellungen:

U Im ersten Schritt geht es darum herauszufinden, inwiefern RGC-5- und
661W-Zellen unter Differenzierungsbedingungen mit 500 nM Trichostatin

A und 300 nM Staurosporin ahnlich oder unterschiedlich reagieren.

U Der zweite Teil befasst sich mit dem Vergleich zweier etablierter
Differenzierungsprotokolle fir RGC-5-Zelllinie nach Schwechter et al.
2007 [78] und Wood et al. 2010 [39].

Besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem Aspekt der Langzeitdifferenzierung
mit TSA sowie dessen Effekte auf die neuronale Differenzierung und die
Expression von Ganglienzellmarkern unter Bericksichtigung mdglicher
zytotoxischer Wirkungen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zellen und Nahrmedien

Die RGC-5-Zelllinie wurde von Prof. Neeraj Agarwal (UNT Health Sience Center
Fort Worth, TX, USA) zur Verfiugung gestellt, die 661W-Zellen von Prof. Dr.
Muayyad Al-Ubaidi (Department of Cell Biology, University of Oklahoma, OK,
USA). Fur die unterschiedlichen Differenzierungsprotokolle mit Trichostatin A
bzw. Staurosporin nach Schwechter et al. 2007 und Wood et al. 2010 wurden

die Standard-Medien jeweils um bestimmte Supplemente erganzt.

Differenzierung nach Schwechter et al., 2007: Dulbecco’s Modified Eagle's Me-
dium (DMEM) erganzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 5 % FKS

Differenzierung nach Wood et al., 2010: Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium
(DMEM) Low Glucose Without L-Glutamin erganzt mit

A 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 10 % fétalem
Kalberserum (FKS) bzw.

A 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 0,1% fétalem
Kéalberserum (FKS) bzw.

A 1% Penicillin, 1 % Streptomycin, 2 mM L-Glutamin.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien fir die Zellkultur

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), GIBCO, # 31885-023

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Low Glucose Without L-
Glutamin, PAA, # E15-005

- Fotales Kalberserum (FKS), GIBCO, # 10270

- Penicillin/Streptomycin, PAA, # P11-010

- L-Glutamin, Sigma, # G8415

- Dulbecco’s PBS, PAA, # H15-002

- Trypsin-EDTA 25 %, GIBCO, # 25200
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- Trichostatin A Ready Made Solution, Sigma, # T1951
- Zellkulturflaschen Cellstar (250 ml), Greiner bio-one, # 658 170
- 6-, 24- u. 96-Well-Platten, Costar

2.1.3 Assays & Kits

- BrdU Cell Proliferation Assay Kit, Millipore (Callbiochem), # QIA58-
1000TEST

- CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, #
G3580

- Crystal Violet Solution, Sigma, # HT901-8FOZ

- Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit, Promega, # G8091

- Propidium lodide 50 mg, EMD Millipore (Calbiochem), # 537059

- DAPI, Applichem, # A4099

- Triton X-100, Roth, # 3051.2

- Paraformaldehyd 4 % in PBS, Millipore, # 104005

- SDS ultra pure (Sodium dodecyl sulphate), Roth, # 2326.2

- Bovines Serumalbumin (BSA), Albumin bovin Fraction V, Serva, # 11930

2.1.4 Spezielle Materialien fur Gelelektrophorese und Western Blot

- Polyacrylamidgele:

Bestandteile Trenngel Sammelgel
(22,5 ml) (9 ml)

H,O 7,7 ml 51ml

Acrylamide, Sigma, # A3699 9,0 mi 1,53 ml

Tris-HCI: 1,5 M mit pH 8,8 5,6 ml

Tris-HCI: 0,5 M mit pH 6,8 2,25 ml

Sodium dodecyl sulfate (SDS), Roth # 225 pl 90 pl

2326.2,10%ig

Ammoniumpersulfat (APS), Sigma, # A9164, 225 ul 90 ul

10%ig

Tetramethylethylendiamin (TEMED), Roth, # 9 ul oul

2367
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PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific (Pierce), #
26616
BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific (Pierce), # 23227
Cell extraction buffer, Invitrogen, # FNNO011
Running Buffer (auf ein Volumen von 500 ml H,O MilliQ):
o 15,0 g TrisBase, Applichem, # A1086
o 72,0 g Glycin, Roth, # 3908.2
0 59 SDS, Roth, # 2326.2
5x Sample Buffer/SDS Reducing Buffer (Stockldsung)
o 31,25 ml 1M Tris-HCI pH 6,8
o 50 ml Glycerin, Sigma, # G2289
o 5 ml1 % Bromphenolblau, Sigma, # B0126
o 23,75 ml H,O MilliQ
1x Sample Buffer:
0 400 ul 5x Sample Buffer/ SDS Reducing Buffer (s.0.)
0 50 ul 20 % SDS Roth # 2326.2
o 50 ul Mercaptoethanol, Roth, # 4227
Towbin-Buffer/Transfer-Buffer (auf ein Volumen von 1Liter H,O):
3 g TrisBase, Applichem, # A1086
14,4 g Glycin, Roth # 3908.2
0,005 % SDS, Roth # 2326.2
200 ml Methanol, VWR # 20847.307
10x TBS:
0 60,57 g TrisBase, Applichem, # A1086 } zu 900 ml H,0 MilliQ,

O O O o

dann mit 25 % HCI auf
o 87,66 g NaCl, VWR #27810.295 .
pH 7,6 einstellen
o auf 1000 ml auffillen, pH Gberprifen
1x TBST: 10x TBS 1:10 verdunnt mit 0,1 % Tween 20, Serva, # 39796.10
Ammoniumpersulfat, Sigma # A9164
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Roth, # 2367
Nitrocellulose Membrane Whatman™, Protran BA 83, GE Healthcare, #
10401396
Entwickler: GBX developer, Sigma, # P7042-16A
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- Fixierer: GBX fixer, Sigma, # P7167-16A

- Pierce® ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, Product #
32106

- Amersham Hyperfilm ECL (18x24 cm), GE Healthcare, Product #
28906836

2.1.5 cDNA-Synthese und quantitative Real-Time-PCR

- MultiMACS cDNA Synthesis Kit, Miltenyi Biotec # 130-094-410: Verwen-
dung nach Angabe des Herstellers

- Multi-8 Filter and Frame, Miltenyi Biotec # 130-092-548

- Master Mix for PCR SsoAdvanced Universal SYBER Green Supermix,
Biorad #166-5009EDU

- Verwendet wur edaRchtung) fumicdgendd Cerde:
L32 (Haushalts-Gen), VEGF (Endothelzellwachstumsfaktor), Thy-1 (Mar-

ker flr retinale Ganglienzellen), GFAP (Marker fur Gliazellen)

Tabelle I: Primer fur die gRT-PCR und ihre Sequenzen

Primer Sequenz

GFAP For3 R. n. 2482 TTAGTGTACCCTCTCGGAAG
GFAP Rev3 R. n. 2631 AGGTTAGCAGAGGTGACAAG
THY1 For3 R. n. 925 AGCCAGATGCCTGAAAGAGA
THY1 Rev3 R. n. 1117 GGGCTGAGAATGACCTGGTA
VEGF For3 R. n. 2325 GCCCTGAGTCAAGAGGACAG
VEGF Rev3 R. n. 2494 CAGGCTCCTGATTCTTCCAG
L32 For AACCGAAAAGCCATCGTAGAA
L32 Rev CCTGGCGTTGGGATTGG

2.1.6 Antikorper
Immunhistochemie

- Priméarantikorper:
0 Anti-Tau, clone 5E2 (mouse monoclonal IgG;), Millipore, # 05-348
0 Anti-Microtubule-Associated Protein 2 (MAP2) Antibody, Millipore,

# AB5622
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0 Anti Human NF-H Antibody, R&D Systems, # AF3108
0 Anti neuron-specific beta-IlI-tubulin, R&D Systems, # MAB1195
- Sekundarantikorper:

0 Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody,
Invitrogen, # A21202

0 Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody,
Invitrogen, # A21206

o Cy3 donky anti goat IgG (H+L), Jackson, # 705-165-147

Western Blot

- Primarantikorper:
o [R-Aktin (13E5) Rabbit mAb, Cell Signalling, #4970
Caspase 3 Antibody, Cell Signalling, #9662
Bax Antybody, Cell Signalling, #2772
Bcl-2 Antibody, Cell Signalling, #2876
Neuron-specific beta-lllI-tubulin mAb (Clone TuJ-1), R&D Systems,
# MAB1195
- Sekundéarantikorper:
0 Anti-Rabbit IgG (H+L) HRP Conjugate, Cell Signalling, #7076
0 Anti-Mouse IgG (H+L) HRP Conjugate, Cell Signalling, #7074

©O O o o

2.1.7 Geratschaften

- Zellkulturschrank/CO2-Inkubator, Heraeus

- Mikroskop: Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Gottingen)
- Neubauer Zahlkammer

- ELISA-Reader: Synergy HT, BioTek

- Western-Blot-Set (Wet/Tank Blotting System), BioRad

- Gelelektrophorese-Set, BioRad

- Filmkassette 18x24 cm, Dr. Goos Suprema

- MultiMACS M96thermo Separator, Miltenyi Biotec

- CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Biorad

21



2.2 Methoden

2.2.1 Kultivieren von RGC-5- und 661W-Zellen

Die Zellen wurden zunachst in Zellkulturflaschen mit Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, versetzt mit Penicillin/Streptomycin, fotalem Kalberserum und L-
Glutamin (s. Kapitel 2.1.1) im Zellkulturschrank bei 37°C, 5 % CO, und 95 %

relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Um die Zellen zu passagieren, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt. Nach
einmaligem Waschen mit 20 ml PBS und Absaugen des Puffers wurden die
adharenten Zellen durch 1 ml Trypsin und durch vorsichtiges Klopfen vom
Flaschenboden geldst. Ob sich die Zellen vollstandig gel6st hatten, wurde am
Mikroskop kontrolliert. Schlie3lich wurden die Zellen mit 19 ml frischem Medium

resuspendiert.

Mithilfe einer Neubauerzahlkammer lie3 sich die Konzentration der Zellen
bestimmen, sodass anschliel3end je nach Zelldichte mit zusatzlichem Medium
verdiinnt und die gewilnschte Zellkonzentration flr die Aussaat erreicht werden

konnte:

- 6-Well-Platte: 2 ml/Well, 8,75x10" Zellen/ml, 1,75x10° Zellen/Well
- 24-Well-Platte: 500 pl/Well, 1,2x10° Zellen/ml, 6x10* Zellen/Well
- 96-Well-Platte: 100 pl/Well, 1x10° Zellen/ml, 1x10* Zellen/Well

2.2.2 Die Behandlung mit Trichostatin A und Staurosporin

Nachdem die Zellen fir die verschiedenen Versuche entsprechend ausgesat
waren, erfolgte die Behandlung mit TSA basierend auf den Publikationen von
Schwechter und Wood [39, 78].

Getestet wurden funf unterschiedliche Inkubationszeiten mit Trichostatin A
immer in 24stindigem Abstand, also nach 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden.
Dabei wurden fir jeden Zeitraum vier verschiedene Konzentrationen TSA
untersucht, nadmlich 40 nM, 150 nM, 500 nM, 2000 nM, einschliel3lich einer

Kontrolle ohne die Zugabe von TSA.
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Tabelle II: Verwendete Differenzierungsprotokolle

Schwechter et al. 2007 Wood et al. 2010

- Aussaat der Zellen in Medium mit - Aussaat der Zellen in Medium mit
5 % FKS 10 % FKS

- Inkubation fir vier Stunden im - nach sechsstiindiger Inkubation im
Zellkulturschrank Zellkulturschrank Wechsel zu

- Zugabe von 5 bis 10 pl TSA- Medium ohne FKS
Ldsung (je nach Well-Grol3e), - Inkubation fir 24 Stunden im
sodass die gewiinschte Zellkulturschrank
Endkonzentration resultierte - Mediumwechsel zu frischem

Medium mit 0,1 % FKS und der
gewiinschten TSA-Konzentration

Die Differenzierung der RGC-5-Zelllinie mittels Staurosporin (STS) erfolgte
analog dem Schwechter-Protokoll fur TSA. Nach Aussaat der Zellen und
vierstiindiger Wartezeit, in der sich die Zellen am Boden absetzen und
anwachsen konnten, wurde Staurosporin verdunnt in Medium mit 5 % FKS
direkt den einzelnen Wells zugefihrt, sodass eine Endkonzentration von
300 nM Staurosporin resultierte. Hier wurde ebenfalls eine Kontrolle ohne
Staurosporin belassen. Es folgte die Inkubation fur 24, 48, 72, 96 und 120

Stunden.

2.2.3 BrdU-Assay

Bei diesem Test handelt es sich um eine labordiagnostische Methode zur

Markierung proliferativer Zellen mittels Enzymimmunoassay.

Strukturchemisch betrachtet besteht Bromdesoxyuridin (BrdU) aus der
Nukleinbase 5-Bromuracil, die Gber eine glykosidische Bindung mit der Pentose
Desoxyribose verbunden ist. Damit ist es ein Analogon des Nukleosids
Thymidin. BrdU kann von Zellen aufgenommen und in phosphorylierter Form
wahrend des Zellzyklus anstelle des Desoxythymidintriphosphat bei der

Neusynthese der DNA verwendet werden.
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Abbildung 2: Strukturformeln von Bromdesoxuridin und Thymidin

Mittels spezifischer Antikérper gegen BrdU kann nach Denaturierung der DNA
die erfolgte Replikation immunhistochemisch nachgewiesen werden [105].
Hierfir wird mit einem spezifischen Erstantikdrper gegen BrdU inkubiert um
dann mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikbrper und Zugabe des
entsprechenden Peroxidase-Substrats eine Farbreaktion zu erzeugen. Somit ist

eine quantitative Bestimmung der Zellproliferation durch Photometrie moglich.

Im Folgenden wurde der BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Millipore, USA) zur
Quantifizierung der Proliferation eingesetzt. Zur Durchfiihrung des BrdU-Assays
wurden die Zellen in 96-Well-Platten mit einer Konzentration von 1x10°
Zellen/ml zu je 100 pl/Well ausgesat (entspricht 1x10* Zellen/Well). Nach vier
Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37° C, 5% CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit wurde TSA in den vier unterschiedlichen Konzentrationen 40,
150, 500 und 2000 nM zugegeben. Fir jeden Zeitpunkt (24, 48, 72, 96, 120
Stunden) wurde eine Kontrolle (nur Medium ohne TSA) und ein Background
(gleiche Konzentrationen TSA aber ohne BrdU) festgelegt. Pro Zeitpunkt und

Konzentration wurde der Assay sechsfach durchgefuihrt (n=6).

Immer 24 Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit mit TSA erfolgte die Zugabe
von 20 ul BrdU pro Well (1:2000 mit Medium verdiinnt), damit jede Platte genau
24 Stunden Inkubationszeit mit BrdU ausgesetzt war. Nach Ablauf der
Inkubationszeit (im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit) und vorsichtigem Abklopfen des Mediums wurden die Zellen
durch 200 dikative/Bdnadturing &olution fixiert. Nach 30minutiger
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Inkubation bei Raumtemperatur und Entfernen der Losung wurden 100 pl/Well
des Anti-BrdU-Antikorpers dazu pipettiert um dann erneut eine Stunde bei
Raumtemperatur zu inkubieren. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer
erfolgte die Zugabe von Peroxidase Goat Anti-Mouse IgG, dem Zweitantikorper,
mit je 100 pl/Well. Nach einer weiteren halben Stunde Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen, dann
vollstandig mit H,O A g e fuhduaufeéapiertiichern abgeklopft. Nach Zugabe
von 100 ul/Well der Substrate Solution und 30 Minuten Inkubation im Dunkeln

bei Raumtemperatur konnten 100 ul/Well der Stop Solution zugegeben werden.

Anschlieiend wurde die Absorption bei 450 und 595 nm photometrisch am
ELISA-Reader bestimmt. Aus den Werten mehrfacher Messungen zu einem
Zeitpunkt und bei einer Konzentration (n=6) wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Die Kontrolle wurde als 1 definiert und die
anderen Mittelwerte behandelten Zellen entsprechend dazu in Bezug gesetzt.

2.2.4 MTS-Assay

Ziel des MTS-Assay ist es, die lebenden Zellen einer Kultur quantitativ zu
erfassen bzw. dadurch indirekt den zytotoxischen Effekt einer Substanz durch
den Verlust der Anzahl vitaler Zellen greifbar zu machen. Das Prinzip dieser
kolorimetrischen Methode beruht auf der Umsetzung des Substrats MTS in
stoffwechselaktiven Zellen [105]. Zur Versuchsdurchfihrung wurde hier ein
Versuchs-Kit (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay,

Promega) verwendet.

Die im Versuchs-Kit enthaltene Reagenz beinhaltet u.a. das gelbe,
wasserlosliche Salz  3-(4,5-Dimethyl-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-Tetrazol, kurz MTS, und den Elektronenakzeptor Phenazin-
ethosulfat (PES). PES wird in den Zellen durch die Reduktionsaquivalente
NADH oder NADPH reduziert und fuhrt anschlieRend aul3erhalb der Zelle zur
Reduktion von MTS. Wird dieses reduziert, entsteht das intensiv blau-violette
Formazan mit einem Absorptionsmaximum bei 490 nm. Dieser Vorgang ist an

mitochondriale und zytosolische Dehydrogenasen gebunden und prinzipiell
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moglich, wenn Reduktionsaquivalente vorhanden sind, also bei intakter
Atmungskette. Da dies nur in vitalen Zellen der Fall ist, ist die Menge des
entstandenen Formazan, also der photometrisch bestimmte Farbumschlag,
proportional zur Menge lebender Zellen. MTS wird unabhéngig davon, ob die

entsprechenden Zellen mitotisch aktiv sind, umgesetzt [105].

Um den MTS-Test durchzufihren, wurden die Zellen in 96-Well-Platten
kultiviert. Dazu wurden je 100 pl/Well mit einer Konzentration von 1x10°
Zellen/ml pipettiert. Es erfolgte die Zugabe der vier Uublichen TSA-
Konzentrationen bzw. von 300 nM STS und die Festlegung einer Kontrolle (nur
Medium ohne TSA oder STS) jeweils in 6facher Ausfihrung (n = 6). Die Platten
wurden Uber die gewlnschte Zeit bei 37 °C, 5% CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Anschliel3end wurden nach 24, 48, 72, 96 bzw. 120 Stunden je 20 ul/Well der
MTS-Reagenz direkt zum Medium dazu gegeben und die Platten fir 90 Minuten
im Zellkulturschrank inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Absorption bei
490 und 690 nm im ELISA-Reader. Aus den Werten mehrfacher Messungen zu
einem Zeitpunkt und bei einer Konzentration (n=6) wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Die Kontrolle wurde als 1 definiert und alle
anderen Mittelwerte der mit TSA bzw. STS inkubierten Zellen entsprechend

dazu in Bezug gesetzt, sodass ein Ubergreifender Vergleich méglich war.

Um die Platten anschlieRend fiir den Kristallviolett-Test zu konservieren, wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, mit 4%igem Paraformaldehyd (PfA) in PBS
fixiert und Uber Nacht bei 4 °C im Kuhilschrank aufbewahrt. Alternativ konnte
auch nach finfzehnmindtiger Inkubation mit PfA und anschlieendem Waschen

mit destilliertem H,O direkt mit der Kristallviolettfarbung fortgefahren werden.

2.2.5 Kristallviolettfarbung

Hierbei geht es um die Bestimmung der Zahl der vorhandenen Zellen. Der
Kristallviolettfarbung eignet sich zur Bestimmung der Zellzahl bei adhérent

wachsenden Zellen, da bei diesen Kulturen die toten Zellen die Fahigkeit der
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Adhérenz einbifRRen, sich vom Plattenboden lI6sen und ausgewaschen werden.
Es werden alle in der Platte befindlichen Zellen unspezifisch angefarbt und das
Ausmald der Farbung wird nach Lyse der Zellen photometrisch bestimmt [106,
107].

Die Kristallviolettfarbung wurde im Anschluss an den MTS-Assay durchgefuhrt.
Dazu wurden zunéchst die mit 4%igem Paraformaldehyd fixierten Zellen einmal
mit 200 ul/Well destilliertem H,O gewaschen. Dann wurde die Kristallviolett-
Losung zur Farbung der Zellen mit je 100 pl/Well zugegeben. Nach 30minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten dreimal mit 200 pl
destilliertem Wasser pro Well gespult, um den Uberschissigen Farbstoff
auszuwaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mithilfe von 1%igem
Sodiumdodecylsulfat (SDS) lysiert (eine Stunde Inkubationszeit bei
Raumtemperatur) um den Farbstoff freizusetzten. Es folgte die Messung der
Absorption bei 595 nm am ELISA-Reader. Aus den Werten mehrfacher
Messungen zu einem Zeitpunkt und bei einer Konzentration (n=6) wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Die Kontrolle wurde als 100 %
definiert und alle anderen Mittelwerte der mit TSA bzw. STS inkubierten Zellen

entsprechend dazu in Bezug gesetzt.

2.2.6 Caspase-3/7-Assay

Beim programmierten Zelltod spielen spezifische Cystein-Aspartat-Proteasen,
sog. Caspasen, die wichtigste Rolle. Sowohl der extrinsische als auch der
intrinsische Weg der Apoptose mindet in der Aktivierung der Effektor-Caspasen
3, 6 und 7, die die zellulare Degradation in Gang setzten (s. Kapitel 1.5.2). Der
Nachweis der Aktivitdit der Effektor-Caspasen 3 und 7 geschah unter
Zuhilfenahme des Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit (Promega, Madison, USA),
dessen Reagenz die Zellen lysiert und optimale Bedingungen fir Caspase- und

Luziferase-Aktivitat schafft.

Hauptbestandteil ist ein Substrat, das die DEVD-Sequenz enthélt. Darunter
versteht man ein Tetrapeptid mit der Aminosduresequenz Asparaginsaure-

Glutaminsaure-Valin-Asparaginsdure. Diese Sequenz kommt innerhalb des
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DNA-Reparaturenzyms Poly-ADP-Ribose-Polymerase-1 vor und wird wéahrend
eine Zelle Apoptose unterlauft durch die Caspase-3 gespalten. Durch die
Spaltung des in dem Reagenz enthaltenen Substrats wird Aminoluziferin
freigesetzt, das wiederum durch die ebenfalls enthaltene Luziferase umgesetzt
wird. Dabei entsteht Licht. Die Starke der Biolumineszenz korreliert mit der
Anzahl der aktiven Caspasen und damit mit dem Ausmal? der Apoptose.

Fur die Durchfuhrung des Versuches wurden die Zellen in 96-Well-Platten mit
einer Dichte von 1x10* Zellen/Well ausgesat. Pro Konzentration TSA sollten je
sechs Wells (n=6) fur die Caspase-Reaktion zur Verfigung stehen. Zusatzlich
wurden sechs Wells nur mit Medium gefullt, um spater den sog. Blank-Wert der
Caspase-Reagenz messen zu konnen. Die Zellen wurden zu den ublichen
Konditionen mit TSA bzw. STS inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeiten mit
wurden 100 pl/Well der Caspase-Glo Reagent direkt in die Platten pipettiert, um
dann bei Raumtemperatur fir eine Stunde abgedunkelt zu inkubieren. So
konnte anschlieRend die Lumineszenz bei verschiedenen Sensitivitdten (100,
125, 150, 175, 200) am ELISA-Reader gemessen werden. Die Auswertung
erfolgte mit den Messwerten der Intensitat, die alle Proben vollstandig erfasste.
Die Werte mehrfacher Messungen zu einem Zeitpunkt und bei einer
Konzentration wurden gemittelt und verglichen. Die Kontrolle wurde als 1
definiert und alle anderen Mittelwerte der mit TSA bzw. STS inkubierten Zellen

entsprechend dazu in Bezug gesetzt.

2.2.7 SDS-PAGE und Western Blot

Mithilfe der Gelelektrophorese ist es moglich Proteine aus einem Gemisch nach
bestimmten Kriterien aufzutrennen, sodass man anschlielend einzelne
Proteine nachweisen und auch semi-quantitativ erfassen kann. Da Proteine
geladen sind, wandern sie im elektrischen Feld, wobei die Art der Wanderung

durch ihre Grol3e, Gestalt und Nettoladung bestimmt wird.

Ziel der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist
es, Proteine unabhangig von ihrer Ladung und dreidimensionalen Struktur nur

nach ihrer Molekilmasse aufzutrennen. Wie bei der gewohnlichen
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Gelelektrophorese wird ein Polyacrylamidgel von den Proteinen durchwandert,
wobei diese abhangig von ihrer GroRRe friher (grof3e Proteine) oder spater
(kleine Proteine) in den Maschendes GelsAh2 ngen bl e i b Kraftfst
auch hier ein elektrisches Feld. Hier wird den Proteinproben nun zusatzlich
Natriumdodecylsulfat (SDS) beigemischt. SDS ist als Sulfatester des
Dodekanols ein stark negativ geladenes Detergens. Es lagert sich mit seinem
hydrophoben Anteil an die Proteine an und tUberdeckt so deren Eigenladung. Im
Durchschnitt bindet dabei ein SDS-Molekll pro 1,5 bis 2 Peptidbindungen,
sodass die Ladung alle Proteine gleich ist. Zusatzlich stofRen sich die vielen
negativen Ladungen ab, sodass sich die durch Kochen denaturierten Proteine
linear ausrichten, also ihre dreidimensionale Struktur ganzlich verlieren.
Zusatzlich wird oft ein reduzierender Stoff wie Mercaptoethanol, der
Disulfidbindungen spaltet, in die Gelelektrophorese integriert. So werden auch
durch Disulfidbricken stabilisierte Konformationen in Proteinen zerstdrt und
Proteinkomplexe aufgelost. Damit ist gewahrleistet, dass die Proteine alle zur
Anode wandern und einzig nach ihrer Kettenlange bzw. Molekilmasse
aufgetrennt werden. Proteine mit geringer Molekilmasse kommen dabei nach
Abschluss der Gelelektrophorese der positiven Elektrode am néchsten zu

liegen [67].

hydrophober FettsaureTeil hydrophiler/geladener Tell
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Abbildung 3: Strukturformel des Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nach der Gelelektrophorese kénnen die einzelnen Proteinbanden durch das
Western-Blot-Verfahren auf eine Tragermembran ulbertragen werden. Dazu
werden die Proteine vom Polyacrylamidgel mittels Elektrotransfer
beispielsweise auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, d.h. es wird
senkrecht zur ehemaligen Laufrichtung der Proteine eine Spannung angelegt,

sodass die Proteine aus dem Gel zur Membran wandern. Auf der
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Nitrozellulosemembran bleiben die Proteine durch ionische und polare
Wechselwirkungen haften. Das gelelektrophoretische Auftrennungsmuster
bleibt dabei erhalten. Ei n derartiger AAbkIl at schi kar
Antikérpern inkubiert werden, wodurch die gezielte Identifikation bestimmter

Proteine moglich ist.

So konnen bestimmte Proteine beispielsweise mittels Chemolumineszenz
sichtbar gemacht werden. Dazu muss das gesuchte Protein mit einem
spezifischen Erstantikorper detektiert werden. Ein an einen Zweitantikbrper
gekoppeltes Enzym ist in der Lage, durch Umsetzten eines Substrats Licht zu
erzeugen, sodass die lumineszierende Bande auf einen Film Ubertragen und

dort festgehalten werden kann [67] (s. Abbildung 4).

Substrat

Zweitantikbrper. @

an Meerrettich
Peroxidase (HRP)

ekoppelt oxidiertes
TP Produkt
Erstantikdrper

Proteine Blocker(hier BSA)

O\
OO0 OOOOOOOOOO

Membran

Abbildung 4: Das Prinzip der Proteindetektion mittels Western Blot

Nach Ubertragung der Proteinbanden auf eine Nitrozellulosemembran kénnen bestimmte
Proteine durch spezifische Erstantikérper markiert werden. Mithilfe eines enzymgekoppelten
Zweitantikorpers kann anschlielRend lokal eine Chemolumineszenz erzeugt werden, sodass die
Banden auf Rontgenfilme transferiert und sichtbar gemacht werden kdnnen. Modifiziert nach
Fluorescent Western Detection, Produktbeschreibung der Firma Advansta [158].

Hier sollte die SDS-PAGE bzw. das Western-Blot-Verfahren dazu genutzt
werden, das Vorhandensein von bestimmten Markern auf Proteinebene zu den

verschiedenen Zeitpunkten bei den behandelten RGC-5-Zellen zu erfassen.
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Dazu wurden die Zellen in 6-Well-Platten kultiviert, wobei je vier Well pro
Zeitpunkt und Konzentration TSA angesetzt wurden (n=4). Nach Inkubation mit
TSA zu den Ublichen Konditionen erfolgte die Isolierung der Proteine. Dies
geschah nach Entfernung des Mediums und Waschen mit PBS durch den
Einsatz von 100 pl Cell Extraction Buffer (Invitrogen, Germany) pro Well. So
konnten die Zellen mittels Cell Scraper gelost und in Eppendorf-Gefalie
Uberfahrt werden, um dann Lysat und Zellen durch Zentrifugation Uber 20
Minuten bei 13.000 rpm und Abpippetieren des Uberstandes zu trennen.

Danach wurden die Proben bis zum weiteren Gebrauch bei - 20 °C eingefroren.

Das Lysat wurde anschlieBend auf seinen Proteingehalt getestet. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte via BCA-Protein-Assay-Kit
(Pierce, Germany). Ziel war es, gleiche Mengen von genau 10 pg Protein in
jede Geltasche zu pipettieren. Je nach Proteingehalt wurden die Proben mit
PBS auf eine Konzentration von 10 pg/12 pl verdinnt. Nach Zugabe von je 3 pl
Sample Buffer pro Probe ergab sich damit ein Volumen von 15 pl je Tasche.

Durch Kochen bei 95 °C fir funf Minuten wurden die Proteine denaturiert.

Negative
Elektrode

2000 nM
Kontrolle
150 nM
500 nM
2000 nM
Kontrolle
Marker
Marker

Marker
150 nM
500 nM

40 nM
40 nM

Laufrichtung der Proben

Sammelgel

Trenngel

Positive
Elektrode

Abbildung 5: Schema der Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die verwendeten Gele fir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestanden aus einem
Sammelgel und einem dichteren Trenngel, welches der Auftrennung der Proteine nach
Molekilmasse diente. Jedes Gel wurde mit 15 Taschen gegossen. So war es mdglich mit
einem Gel fur jeden Zeitpunkt und jede Konzentration TSA zwei Proben zu analysieren.
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FUr jeden Zeitpunkt wurden je zwei 1,5 mm dicke 12 % SDS-Gele a 15 Taschen
bendtigt, damit insgesamt fir Marker sowie eine Vierfachkontrolle (n=4) fur
jeden untersuchten Zeitpunkt Platz war. Ein Gel bestand immer aus Trenn- und
Sammelgel. Zunachst wurde das dichte Trenngel hergestellt und nach dessen
Auspolymerisieren das weniger dichte Sammelgel oben drauf gegossen und mit

einem Kamm fir die Taschen versehen.

Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 200 Volt durchgefihrt, bis
sich die Banden des Marker nach ungefahr einer Stunde klar tber das Gel
aufgetrennt hatten. Fir den Elektrotransfer der Proteinbanden auf die
Nitrozellulosemembran wurde eine Stunde bei 300 mA im Rahmen eines
nassen Transfers (Wet/Tank Blotting System, BioRad) Ayeblottetfi Im Folgenden
konnte mit dem Wissen um die Molekilmasse der gesuchten Proteine und
anhand der sichtbaren Markerbanden die Membran so zugeschnitten werden,
dass sich der Tei | mi tActig-Bande @etrennt von den anderen Banden
(Bax, Bcl-2, Caspase, -lIbTubulin) mit den entsprechenden Antikdrpern
inkubieren lie. Dann wurde zunachst mit 5%igem bovinen Serumalbumin in
TBST geblockt, um freie Bindungsstellen auf der Membran mit Proteinen zu
uberdecken, die nicht von Antikérpern erkannt werden konnen. Uber Nacht
erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikorper bei 4 °C.

Tabelle lll: Ziele der spezifischen Priméarantikorper beim Western Blot

b-Actin BezugsgroRe zum Normalisieren, Haushaltsgen 45 kDa
Caspase-3 Die Caspase-3 liegt in ihrer inaktiven Form als Procaspase- 35 kDa
& 3 mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa vor. In 19 kDa

Gespaltene apoptotischen Zellen wird dieses Protein in zwei Fragmente 17 kDa
Caspase-3 gespalten (gespaltene Caspase-3)

Bax proapototisches Protein der Bcl-Familie 20 kDa
Bcl-2 antiapototisches Protein der Bcl-Familie 28 kDa
b-111- Bestandteil der Mikrotubuli und spezifisch fir Neurone. Wird 55 kDa
Tubulin nicht von Gliazellen exprimiert, sodass es der

Unterscheidung von Gliazellen und Neuronen dient.
Ganglienzell-spezifisch.

Verwendet wurden Erstantikdrper gegen Caspase-3, Bcl-2 , Bax -llund b

Tubulin sowie jeweils g e g e +Actirb (Verdinnung von 1:1000). Das b-Actin
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wurde nachgewiesen, um spater auf eine gemeinsame Bezugsgrolle
normalisieren zu kdnnen. Es wird als so genanntes Haushaltsgen bezeichnet,
bei dem zuvor Uberprift wurde, dass es konstitutiv exprimiert wird. Am Folgetag
erfolgte nach dreimaligem Waschen mit TBST die einstindige Inkubation mit
dem Zweitantikdrper: Anti-Rabbit IgG (H+L), HRP Conjugate, Verdinnung
1:10.000.

Zur Visualisierung der Banden wurde das Pierce® ECL Western Blotting
Substrate (Thermo Scientific) genutzt. Das Luminol-basierte Substrat eignet
sich zur Detektion der Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP),
die mit dem Zweitantikbrper konjugiert war. Die HRP katalysiert eine Vielzahl
von Reaktionen, weswegen sie gerne als Markerenzym eingesetzt wird. Hier
vermittelte sie die Chemolumineszenzreaktion des Luminols. Durch Zugabe der
Losung entstand dort, wo ein Zweitantikbrper gebunden hatte, ein

lumineszierender Farbstoff.

Die Nitrocellulosemembran wurde fur zwei Minuten mit Detection Reagent
inkubiert. Die so behandelte Membran wurde anschlieRend in einer Film-
kassette platziert und bei unterschiedlichen Belichtungszeiten wurden die

gewunschten Banden in der Dunkelkammer auf Rontgenfilm Gbertragen.

Die Banden der einzelnen Marker konnten aufgrund ihres bekannten
Molekulargewichts anhand der Marker-Bande identifiziert werden. Um die
Ergebnisse nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ zu erfassen, wurde
unter Zuhilfenahme der Bildbearbeitungssoftware ImageJ die Intensitat der
Banden erfasst. Alle untersuchten Marker wurden auf das Haushaltsprotein i -
Actin normalisiert, um die Basis fur einen Vergleich zu schaffen. Aus den
jeweils vier Proben zu einer Konzentration fur einen Zeitpunkt (n=4) konnten
anschlieRend Mittelwert und Standardabweichung errechnet werden. Die wurde

Kontrolle als 100 % definiert und alle anderen Werte dazu in Bezug gesetzt.
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2.2.8 Phasenkontrastmikroskopie

Zur Beurteilung der zellmorphologischen Verédnderungen wurden die Zellen in
einer Konzentration von 1,75x10° Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesét. Mittels
des Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Gottingen) wurden
Phasenkontrastbilder bei 100facher VergroBerung aufgenommen. Dabei
wurden pro Konzentration und Inkubationszeitpunkt je vier Bilder aufgenommen
(n=4). Die Aufnahmen wurden anschlielend rein qualitativ beurteilt und

gegenubergestellt.

2.2.9 PI-Farbung

Propidiumiodid ist ein stark basischer Nukleinsdureinterkalator und ein
fluoreszierendes Molekdl mit einem Emissionsmaximum bei 617 nm. Es kann
die perforierte Zellmembran toter Zellen, nicht jedoch die intakte lebender
Zellen Uberwinden, problemlos in den Zellkern eindringen und interagiert dann
mit der DNA. Es markiert also tote Zellen, die anschlieBend mittels

Fluoreszenzmikroskopie erkannt werden kénnen [108].

Die Zellen wurden fur die Pl-Farbung in 6-Well-Platten mit einer Dichte von
1,75x10° Zellen/Well ausgesét. Pro Konzentration TSA wurden vier Wells (n=4)
vorgesehen. Es folgte die Zugabe von TSA in den gewohnten Konzentrationen
unter Belassung einer Kontrolle ohne die Zugabe von TSA und die Inkubation

uber die Ublichen Zeitpunkte.

Nun wurde 40 pl Propidium-lodid-Lésung pro Well hinzu pipettiert und die
Platten fur 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden Fluoreszenz-
und Phasenkontrastfotografien am Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135
(Zeiss, Gottingen) bei 100facher Vergrof3erung aufgenommen und qualitativ
beurteilt.

2.2.10 Immunfluoreszenz

Das Prinzip der Immunhistochemie ist es, bestimmte Strukturen, z.B. Proteine
oder DNA, mithilfe von Farbstoff-gekoppelten Antikérpern sichtbar zu machen.

Im Falle von fluoreszierenden Farbstoffen spricht man von Immunfluoreszenz.
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Dies kann direkt, also mit einem spezifischen markierten Antikbrper gegen eine
bestimmte Struktur oder indirekt Uber einen spezifischen Erstantikdrper und
einen Farbstoff-gekoppelten Zweitantikorper, der gegen den primaren

Antikdrper gerichtet ist, erfolgen [109].

In diesem Fall wurde die indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis bestimmter
Ganglienzell- und neuronaler Marker verwendet. Auf3erdem wurde in jedem Fall
zusatzlich eine Farbung mit 4 NjDi&midin-2-phenylindol (DAPI) durchgefihrt,

um die Zellkerne sichtbar zu machen.

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich v.a. an die AT-reiche kleine Furche
der DNA anlagert. Er wird deshalb gerne i wie auch hier i zur Kernfarbung
gebraucht. DAPI emittiert im kurzwelligen (blauen) Bereich des Spektrums des
sichtbaren Lichts (Emissionsmaximum bei 461 nm), weswegen gleichzeitig
weitere Fluoreszenzfarbstoffe, wie beispielsweise Alexa 488 mit langwelligeren
Emissionsmaxima, verwendet werden konnen, ohne dass es zu Signaltber-

schneidungen kommt.

Tabelle 1V: Ziele der Primarantikdrper in der Immunhistochemie

b-IlI-Tubulin  b-Tubulin ist der Hauptbestandteil der Mikrotubuli. Di e | dlo
Tubulini st spezifisch f¢r Ne u-H-Gubdinistl
vermutlich eines der frihsten Zeichen fir eine neuronale
Differenzierung.

Tau Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das v.a. in Axonen von Neuronen
vorkommt
MAP-2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2, das der Stabilisierung der

Mikrotubuli dient, indem es sie mit Intermediarfilamenten und anderen
Mikrotubuli verbindet

Bei Ratten/Mausen: spezifisch fur das Zytoskelett von Neuronen, wird
in Dendriten zur Stabilisierung deren Struktur angereichert

hNF humanes Neurofilament, Intermediarfilament, das spezifisch nur in
Neuronen vorkommt

Es erfolgte die Aussaat der RGC-5-Zellen in 24-Well-Platten mit einer Dichte
von 6x10* Zellen/Well (1,2x10° Zellen/ml). Fiir jede Antikérperfarbung wurden

pro Konzentration TSA zwei Wells ausgesat. Im Anschluss wurde bei den finf
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bekannten Konzentrationen tber die Ublichen Zeitraume hinweg inkubiert. Nach
Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd fir
zehn Minuten bei Raumtemperatur fixiert und dann mit PBS dreimal fur je funf
Minuten gewaschen. Durch Inkubation mit 0,1 % Triton-X wurden nun die Zellen
permeabilisiert und dann mit 4%igem bovinem Serumalbumin flr eine Stunde

geblockt. Uber Nacht wurde bei 4 °C mit dem Erstantikérper inkubiert.

Tabelle V: Verdinnung der Erstantikérper (Immunhistochemie)

Antikorper Herkunft Verdinnung in 4 % BSA in PBS

Brn3a goat 1:250
b-1ll-Tubulin  mouse 1:100
Tau mouse 1:100
MAP-2 rabbit 1:250
hNF goat 1:100

Am néchsten Tag wurde der tberschiissige Erstantikdrper durch Absaugen und
dreimaliges Waschen mit PBS fiur je fuinf Minuten entfernt und es folgte die
Inkubation mit dem korrespondierenden Zweitantikorper flr eine Stunde bei

Raumtemperatur.

Tabelle VI: Verdunnung der Zweitantikorper (Immunhistochemie)

Zweitantikorper Verdlinnung in
4% BSA in PBS

Alexa 488 donky anti-mouse 1gG 1:1000

Cy3 donky anti-goat 1:2000

Alexa 488 donky anti-rabbit IgG 1:1000

Nach Ablauf der Inkubationszeit und erneutem dreimaligem Waschen mit PBS
konnten in jedes Well 500 ul DAPI-Reagenz (1ug/ml) zugegeben werden. Die
DAPI-Reagenz wurde nach flunfminutiger Inkubationszeit abgezogen und die
Platten zur mikroskopischen Betrachtung und zum Fotografieren mit PBS

gefillt, um die Zellen vor Austrocknung zu schitzen.
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Von den so behandelten Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss
inverses Mikroskop Axiovert 135) pro Zeitpunkt, Konzentration TSA und
Antikdrper vier Bilder (n=4) bei 200facher Vergrél3erung aufgenommen i dabei
jeweils eines fur die DAPI-Kern-Farbung und ein korrespondierendes fir die
Antikorperfarbung. Fur jede Farbung wurde immer auch eine Negativkontrolle
betrachtet, bei der nur mit dem Zweit- aber ohne Erstantikorper inkubiert wurde.
Auf diesem Wege ware ein unspezifisches Bindeverhalten des sekundaren

Antikorpers ersichtlich gewesen.

2.2.11 cDNA-Synthese und quantitative Real-Time-PCR

Die Mitte der 80er Jahre entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
beschreibt ein Verfahren zur Vervielfaltigung von Nukleinséduren in vitro [110].
Ziel ist es, definierte DNA-Sequenzen mit Hilfe des Enzyms Tag-Polymerase
(thermostabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus) zu
amplifizieren, um sie spéater beispielsweise mittels Southern Blot nachweisen zu
konnen [111]. Auch RNA kann indirekt mittels PCR amplifiziert werden,
nachdem sie in einem zuséatzlich vorgeschalteten Schritt in  cDNA
umgeschrieben wurde [112]. Um eine PCR durchfiihren zu kénnen, muss der
Ansatz neben der zu untersuchenden Original-DNA-Sequenz, die Tag-
Polymerase, fur jeden DNA-Strang einen Primer, der den jeweiligen Beginn des
Amplikons (in Sense- und Antisense-Richtung) markiert, sowie gentiigend DNA-
Bausteine (Desoxyribonucleosidtriphosphate) enthalten. Es ist eine gepufferte
Reaktionslosung, die auch das fur die Polymerase essentielle Magnesium
enthalt, notwendig. Die Reaktion findet in einem Thermocycler statt, um fir die
einzelnen Reaktionsschritte die Temperatur optimal regeln zu kdnnen [111].

Die quantitative Real-Time-PCR (gRT-PCR) als Weiterentwicklung der
einfachen PCR macht Uber Zusatz eines Fluoreszenzfarbstoffs zur
Reaktionslosung  zusatzlich eine  Quantifizierung der gewonnenen
Nukleinsauren maoglich. Sie wird tGiber eine Fluoreszenzmessung wahrend eines
PCR-Zyklus in Echtzeit durchgefihrt [113]. Mit der Menge der amplifizierten
Nukleinsdure-Produkte steigt auch die Fluoreszenz, sodass nach Ablauf

mehrere Zyklen anhand von Fluoreszenzsignalen bzw. dem Signalanstieg in
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der exponentiellen Phase (optimale Reaktionsbedingungen) direkt eine
quantitative Aussage getroffen werden kann [114].

Fur die qRT-PCR wurden die RGC-5-Zellen in 6-Well-Platten mit einer Dichte
von 1,75x10° Zellen/Well ausgesat und zu den tiblichen Konditionen mit TSA
inkubiert. Im Anschluss an die TSA-Inkubation erfolgte das Lysieren der Zellen
und die cDNA-Synthese mithilfe des MultiMACS cDNA Synthesis Kit (Miltenyi
Biotec). Fur bis zu 10’ Zellen wurde 1 ml Lyse-Puffer pro Well zugegeben um
die Zellen vom Plattenboden zu l6sen und sie in ein Eppendorf-Gefaf
Uberfihren zu konnen. Die Proben wurden fur drei Minuten mit dem
Vortexmischer durchmischt und es wurde durch das mehrfache Aufziehen durch
eine 25G-Kantle Scherkrafte auf die DNA ausgeibt, um so die Viskositéat des
Lysats zu reduzieren. Schlie3lich wurden die Proben drei Minuten bei 6000 xg
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in frische Eppendorf-GefaRe uberfiihrt
und mit 30ul Oligo(dT) MicroBeads zur magnetischen Markierung der mRNA
versetzt. Ein Multi-8 Filter wurde mit Lyse/Bindungs-Puffer befeuchtet, auf die
entsprechende Saule positioniert und das Lysat auf den Filter gegeben. Es
folgte das Waschen mit 2 x 200l Lyse/Bindungs-Puffer und nach Entfernen des
Filters das viermalige Waschen mit Wasch-Puffer und das zweimalige Waschen
mit Aquilibierungs/Wasch-Puffer. Auf diesem Wege, wurde die magnetisch
markierte RNA in der Saule zuriickgehalten. AnschlieRend wurde der
Synthesemix angesetzt (Auflésen des Enzymmix in Resuspensions-Puffer) und
es wurden je 20 pl davon auf die Saulen pipettiert. Die Synthese erfolgte bei
42°C uiber eine Stunde. AnschlieBend wurde zweimal mit Aquilibierungs/Wasch-
Puffer gewaschen und 20 pl cDNA Release Solution auf die Saule gegeben.
Dann wurde das Programm erneut fir 10 Minuten bei 42°C laufen gelassen. Im
letzten Schritt wurde nach Zugabe von cDNA Elution Buffer eine 96-Well-Platte
einsetzen und auf 70°C erhitzt. So konnte die gewonnene cDNA in die neu

eingesetzte Platte Gberfuhrt werden.

Nach Synthese der cDNA wurde die qRT-PCR durchgefiihrt. Dazu wurden die
spezifischen Primer fur das Haushaltsgen L32, den Ganglienzellmarker Thy-1,
den Gliazellmarker GFAP und fiur den Endothelwachstumsfaktor VEGF auf
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1 pM mit H,O dest. verdunnt (Primer-Stocklésung: 100 uM). Die cDNA wurde
auf 1ng/ul verdunnt. Fur jedes Primerpaar wurde derselbe Reaktionsmix ange-
setzt bestehend aus 1 pl H,O mit 2 pl Primer for und 2 pl Primer rev sowie 10 pl
Mastermix (Biorad). Von diesem Reaktionsmix wurden 15 pl/Well in eine 96-
Well-Platte vorgelegt und 5 pl cDNA pro Well dazu pipettiert. Nach Versiegeln
der Platte mit selbstklebender Abdeckfolie wurde eine Minute zentrifugiert

(5000 rpm). Dann konnte das Programm der gRT-PCR gestartet werden.
Die PCR lief Gber insgesamt 45 Zyklen nach folgendem Programm ab:

- Denaturierung Uber 15 Minuten bei 95°C: 1 Zyklus
- Amplifikation: 40 Zyklen

- Annealing bei 60°C fur 30 Sekunden

- Schmelzkurve mit Hochheizen auf 95°C

- zwei Minuten konstant bei 60°C

- Hochheizen mit 0,1°C/Sekunde bis 95°C

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Biorad-Software (BioRadCFX Mana-
ger 2.0). Zur Berechnung der relativen mRNA-Expression des Zielgens wurde
nach dem Modell von Pfaffl [115] gearbeitet. Dabei bezieht man sich auf eine

Kontrollprobe:

ACPtarget ( controf - sample )

( Etarget)
R=

ACPref ( controf— sample )

( Eref)

Die Effizienz der Primer wurde anhand einer cDNA-Verdinnungsreihe und an-
schlieBender gRT-PCR Uber eine Standardkurve ermittelt.
2.2.12 Statistische Analyse

Um die Ergebnisse aus den Assays und Western Blots statistisch zu
Uberprifen, folgte die Analyse mittels ANOVA und anschliel3ender post Hoc
Analyse mittels Tukey-Kramer- bzw. Dunnett-T e s t (Signifikanznivea
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mit der Statistiksoftware JMP (SAS). So konnte eine Aussage daruber getroffen
werden, inwieweit die Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen (Tukey
Kramer) und im Bezug zur Kontrolle (Dunnett) als zuféllig oder signifikant
unterschiedlich gewertet werden kénnen. Dabei wurde von folgender gangiger
Einteilung Gebr auc h signitkena (brrtumswahgschenlicbkeitd 5 =
kl einer al s 5sehtdignifikant (I@rturBswdhrscheinlichkeit kleiner

als 1 %), bhochét signifikr@t {Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als

l1a) .
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3. Ergebnisse

3.1 Systematik der Versuchsauswertung

Zunachst wurde die Frage, ob es sich bei RGC-5-Zellen und 661W-Zellen um
dieselbe Zelllinie handelt oder Unterschiede bestehen, angegangen. Dazu
wurden beide Zelllinien tGber 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden mit 500 nM TSA
bzw. 300 nM STS, den als aktuell optimal geltenden Konzentrationen fir die
Differenzierung der RGC-5-Zellen [39, 77, 78], inkubiert. Anschlie3end wurde
ihr Verhalten hinsichtlich Stoffwechselaktivitat, Zellzahl und Apoptose sowie die

Expression von besti mmt-dlsTubim mTduend MARZ ei nen

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle untersucht. In vielen Versuchen
reagierten RGC-5- und 661W-Zellen &hnlich, unterschieden sich aber dennoch
in einigen Punkten wesentlich, vor allem bei langeren Inkubationszeiten (s.
Kapitel 3.2.8).

Mit der so gewonnenen Erkenntnis, dass sich die beiden Zelllinien zwar @hnlich
sind aber sich nicht immer gleich verhalten, wurde versucht, die RGC-5-Zelllinie
mithilfe zweier gangiger Differenzierungsprotokolle nach Schwechter et al. 2007
und Wood et al. 2010 Uber einen Zeitraum von funf Tagen bei Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen TSA ndher zu betrachten. Das Ziel war, her-
auszufinden, ob sich diese Zelllinie doch redifferenzieren lasst und damit fur die

Glaukomforschung weiter verwendbar bleibt.

3.2 RGC-5-Zellen vs. 661W-Zellen

3.2.1 Zellmorphologie (Phasenkontrastmikroskopie)

Unbehandelte RGC-5-Zellen wiesen einen eher langlichen, spindelférmigen
Zellkorper auf wie es auch bei 661W-Zellen der Fall war. Bereits nach 48
Stunden hatten die Zellen allerdings so stark proliferiert, dass sie konfluierten
und daher nicht mehr einzeln abgrenzbar und morphologisch zu beurteilen

waren.
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Bei Inkubation der RGC-5-Zellen mit 500 nM TSA nach dem Schwechter-
Protokoll lieBen sich bereits nach 24 Stunden solitar veranderte Zellen
erkennen, deren Zellkérper runder erschien und die Neuriten ausbildeten. Diese
Veranderungen hin zu einem eher neuronalen Phanotyp wurden mit
zunehmender Inkubationszeit deutlicher und zeigten sich nach 96 und 120
Stunden besonders ausgepragt. Ferner war eine deutliche Abnahme der
Zellzahl unter TSA-Behandlung ersichtlich (s. Abbildung 6). 661W-Zellen
reagierten ebenfalls mit morphologischen Veranderungen zu einem neuronalen
Phanotyp unter langerfristiger Inkubation mit TSA, allerdings wesentlich
schwéacher. Die ausgebildeten Neuriten waren weniger und kirzer und
insgesamt lieBen sich offensichtlich weniger Zellen pro Gesichtsfeld
differenzieren. AuRerdem war der Zelluntergang unter Inkubation mit TSA so
dominierend, dass bei Inkubation nach dem Schwechter-Protokoll tber funf

Tage kaum lebende Zellen tibrig waren (s. Abbildung 7).

Bei Differenzierung der RGC-5-Zellen nach Wood konnten zellmorphologische
Veranderungen schlecht beurteilt werden, da die Zellen durch die 24stindige
Vorbehandlung bereits so stark proliferierten, dass sie konfluierten. Es zeigte
sich hier ein vermehrter Zelluntergang bei Kontrollzellen und auch bei TSA-
behandelten RGC-5-Zellen nach 120 Stunden (s. Abbildung 8). Die Zellzahl der
661W-Zellen blieb bei Inkubation nach Wood bedingt durch die Vorbehandlung
etwas hoher als bei Inkubation nach Schwechter, knickte allerdings bei langeren
Inkubationszeiten ebenfalls deutlich ein, sodass auch hier der Zelluntergang

dominierte (s. Abbildungen 9).

661W- und RGC-5-Zellen reagierten also tendenziell ahnlich auf Differenzierung
mit TSA, unterscheiden sich aber v.a. nach langerfristiger Inkubation deutlich
voneinander. Wahrend RGC-5-Zellen eine vielversprechende neuronale
Differenzierung nach vier bis fiinf Tagen erkennen lieRen, Giberwog bei 661W-

Zellen zu diesen Zeitpunkten der Zelluntergang.
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48h

72h

96 h

120h

Abbildung 6: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter

Gezeigt sind représentative Phasenkontrastbilder der Zellen bei 100facher Vergrof3erung. Bei
Behandlung der RGC-5-Zelllinie mit TSA nach Schwechter begann bereits nach 48 Stunden
Inkubation eine deutliche Differenzierung hin zu einem neuronalen Phanotyp mit Entwicklung
eines eher runden Zellkérpers und Ausbildung multipler, langer Neuriten. Besonders deutlich
war diese Entwicklung nach 96 und 120 Stunden erkennbar.

43



48h

72h

Abbildung 7: Phasenkontrastmikroskopie bei 661W mit TSA nach Schwechter

Gezeigt sind reprasentative Phasenkontrastaufnahmen der Zellen bei 100facher Vergréf3erung.
Bei Differenzierung der 661W-Zellen mit TSA nach Schwechter war anfénglich vereinzelt eine
Differenzierung zu einem neuronalen Phéanotyp erkennbar, allerdings Uberwog bei

Inkubationszeiten tber 72 Stunden der zytotoxische Effekt des TSA und es kam zu einem
massivem Zelluntergang.
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RGGE5 ohne TSA RGGE5 + 500nM TSA

Abbildung 8: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Wood

Gezeigt sind reprasentative Phasenkontrastbilder der Zellen bei 100facher Vergrof3erung.
Wurden RGC-5-Zellen nach Wood mit TSA inkubiert, lie3 sich aufgrund der starken
Zellproliferation bedingt durch die eintédgige Vorbehandlung kaum eine Aussage hinsichtlich der
Zellmorphologie bei einzelnen Zellen machen. Insgesamt war aber eine neuronale
Differenzierung erkennbar.
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Abbildung 9: Phasenkontrastmikroskopie bei 661W mit TSA nach Wood

Gezeigt sind reprasentative Phasenkontrastaufnahmen der Zellen bei 100facher Vergréf3erung.
Bei Inkubation der 661W-Zellen mit TSA nach Wood lie3 sich nach 48 Stunden eine leichte
Formverénderung im Sinne von Neuritenwachstum erkennen, die allerdings nicht zeitabhangig
zunahm. Ferner erkannte man das eindeutige Zugrundegehen der Zellen unter TSA-Inkubation.
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3.2.2 Expression von Thy-1, VEGF und GFAP (qRT-PCR)

Die Inkubation mit 500 nM TSA nach Schwechter Uber 120 Stunden zog bei
beiden Zelllinien keinerlei Veranderungen hinsichtlich der Expression von Thy-1
nach sich. Durch 120stindige Differenzierung mit 500 nM TSA nach Wood
verdoppelte sich allerdings die Thy-1-mRNA-Expression bei RGC-5-Zellen
gegenuber der Kontrolle (p=0,0028). Bei 661W-Zellen unterschied sich die Thy-
1-Expression im Rahmen beider Protokolle nicht signifikant von der der
Kontrollzellen (s. Abbildung 10). Die CT-Werte der gRT-PCR zeigten, dass der
Ganglienzellmarker Thy-1 im Rahmen beider Differenzierungsprotokolle bei
RGC-5-Zellen viel friher detektierbar war als bei 661W-Zellen (bei RGC-5-
Zellen durchschnittlich bei CT-Werten von 30, bei 661W-Zellen bei CT-Werten
von 35). Die relative VEGF-mRNA-Expression wurde durch Inkubation mit
500 nM nicht beeinflusst und der Gliazellmarker GFAP war bei RGC-5- und
661W-Zellen im Rahmen beider Protokolle negativ (Daten nicht gezeigt).

Thy-1 bei RGC-5 und

g 120 h Inkubation mit 500 nM TSA
&
§ 2,5 7 * @
"% 2,0 <
gE ! 7 7
Z3 15 - € ¢
o= B RGC-5
15
zxz 10 O661W
|_
2 05
e
i
2 00 | | |

Kontrolle Schwechter Wood

Abbildung 10: Relative mRNA-Expression von Thy-1 bei RGC-5 und 661W

Die Grafik zeigt die relative Expressionserhéhung bzw. -erniedrigung der Thy-1-mRNA bezogen
auf eine unbehandelte Kontrolle nach 120stundiger Inkubation mit 500 nM TSA im Rahmen
beider Differenzierungsprotokoll e. Mi t -Fbimelf
wurden die CT-Werte des Markers in Relation zur Kontrolle gesetzt wobei als interner Standard
das Haushaltsgen L32 diente. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben
mit * * = p al®sigaifikdntlunterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach
durchgefuhrt (n=4). Wé&hrend sich bei Inkubation nach Schwechter keine Expressionserhthung
gegeniber der Kontrolle zeigte, stieg bei Behandlung nach Wood bei RGC-5-Zellen die Thy-1-
Expression nach 120 Stunden signifikant um den Faktor 2 an (p=0,0028). Bei 661W-Zellen war
die relative Thy-1-mRNA-Expression nie signifikant erhoht.
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3.2.3 i -lll-Tubulin-Expression

3.2.3.1 Immunhistochemie

Unbehandelte 661W- und RGC-5-Zellen waren nur vereinzelt positiv fir den
neuronalen Marker i -lll-Tubulin. Unter TSA-Behandlung zeigten RGC-5-Zellen
im Rahmen des Schwechter-Protokolls stets eine vermehrte i -1ll-Tubulin-
Expression, besonders nach 72 bis 120 Stunden. Auch bei Inkubation nach
Wood waren v.a. nach Langzeitinkubation mehr Zellen positiv fir i -11l-Tubulin
als bei den Kontrollzellen. Wurden 661W-Zellen mit 500 nM TSA behandelt, war
im Rahmen des Schwechter-Protokolls eher bei kurzen Inkubationszeiten ein i -
[lI-Tubulin-Anstieg erkennbar, wéhrend sich nach 120stundiger Inkubation kein
Unterschied zur Kontrolle zeigte. Bei Inkubation nach Wood zeigten behandelte
661W-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine vermehrte Expression (s. Abbildungen
11 und 12).

3.2.3.2 Western Blot

Bei Inkubation nach Schwechter stieg bei RGC-5-Zellen die b-Ill-Tubulin-
Expression innerhalb der ersten Tage. Vor allem bei Inkubation tGber 96 und
120 Stunden war eine gesteigerte Expression zu messen bis zu einem
Maximum nach 120 Stunden mit einer Steigerung um mehr als das Doppelte.
Bei Inkubation nach Wood konnte ebenfalls ein zeitabhangiger Anstieg der
Expression bis auf das 2,5fache nach 120 Stunden (p < 0,001) beobachtet
werden. Die 661W-Zellen verhielten sich anders. Bei Behandlung nach
Schwechter zeigten sie nach einem anfanglichen Expressionsanstieg einen
zeitabhangigen Abfall der b-IlI-Tubulin-Expression bis sich behandelte Zellen
nach 120 Stunden nicht mehr von der Kontrolle unterschieden. Bei
Differenzierung nach Wood war die b-lll-Tubulin-Expression nur nach 24
Stunden schwach erhoht, lag zu allen anderen Zeitpunkten aber unter der der
Kontrolle oder unterschied sich nicht von dieser. Wéahrend also bei RGC-5-
Zellen unter vier- bzw. funftagiger TSA-Inkubation die Expression gegeniber
der Kontrolle deutlich gesteigert werden konnte, blieb dieser Effekt bei 661W
aus (s. Abbildung 13).
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Abbildung 11: -llibTubulin-Expression bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Schwechter

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher VergroRer-
ung sowie korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfarbung. Bei Behandlung der
Zellen nach Schwechter zeigten RGC-5-Zellen immer eine vermehrte i -llI-Tubulin-Expression,
v.a. nach Langzeitinkubation. 661W-Zellen verstarkten ihre Expression zu Beginn leicht,
unterschieden sich aber nach Langzeitinkubation nicht von Kontrollzellen.
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Abbildung 12: b-IlI-Tubulin-Expression bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Wood

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrofer-
ung sowie korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfarbung. Bei Inkubation nach
Wood reagierten RGC-5-Zellen mit einer verstarkten i -1ll-Tubulin-Expression wenn sie langer
als 72 Stunden inkubiert wurden, wahrend bei 661W-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine
gesteigerte Expression erkenntlich war.
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Abbildung 13: -lll-Bubulin-Expression bei RGC-5 und 661W mit TSA

A-D zeigen reprasentative Western-Blot-B a n d e n -llifTgbulin €65 kDa) und Actin (45 kDa)
zu den jeweiligen Zeitpunkten. E und F bilden die daraus errechnete Expression quantitativ ab,
wobei die Daten als Mittelwert N Standardab
p O 0,01, * = p O 0,05 als signifikant wunte
durchgefuhrt (n=4). Bei kurzer Inkubation nach Schwechter reagierten 661W-Zellen mit einer
deut | i ch -BIHTubAlim-Expression, RGC-5-Zellen nur mit einer maRigen Erhéhung. Bei
beiden Protokollen unterschieden sich 661W-Zellen nach Langzeitinkubation kaum von Kont-
rolizellen, wahrend RGC-5-Zellen ihre Expression nach 120 Stunden mehr als verdoppelten.
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Abbildung 14: MAP-2-Expression bei RGC-5 und 661W nach Schwechter und Wood

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher VergréRer-
ung fur 24 und 96 Stunden Inkubationszeit sowie die korrespondierenden mit der DAPI-
Kernfarbung aufgenommenen Bilder. Unbehandelte RGC-5- und 661W-Zellen waren nur
schwach oder gar nicht positiv fir MAP-2. Durch Inkubation mit 500 nM TSA nach Schwechter
lieR sich v.a. nach 96 und 120 Stunden bei beiden Zelllinien die Expression steigern. Bei
Inkubation nach Wood stieg die MAP-2-Expression bei RGC-5-Zellen durch Langzeitinkubation
mit 500 nM TSA deutlich starker als bei 661W-Zellen. Bei 661W-Zellen imponierte v.a. bei
Differenzierung nach Schwechter der massive Zellzahlverlust nach langeren Inkubationszeiten.
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Abbildung 15: Tau-Expression bei RGC-5 und 661W nach Schwechter und Wood

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrof3er-
ung fur 24 und 96 Stunden Inkubationszeit sowie die korrespondierenden mit der DAPI-
Kernfarbung aufgenommenen Bilder. Mit 500 nM differenzierte Zellen exprimierten zwar mehr
Tau als entsprechende Kontrollzellen aber nach Langzeitinkubation nicht wesentlich mehr als
nach 24 Stunden. Tendenziell lieBen sich nach dem Schwechter-Protokoll inkubierte 661W-
Zellen nach 96 Stunden etwas starker anfarben als unter gleichen Bedingungen Kkultivierte
RGC-5-Zellen. Bei 661W-Zellen dominierte nach 96 und 120 Stunden der Ruckgang der
Zellzahl.
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3.2.4 Expression neuronaler Marker

Das Expressionsprofil des neuronalen Markers MAP-2 unterschied sich bei
beiden Zelllinien nicht wesentlich voneinander. Wahrend unbehandelte RGC-5-
und 661W-Zellen stets negativ waren, exprimierten behandelten Zellen v.a.
nach 72 und 96 Stunden vermehrt MAP-2. RGC-5- und 661W-Zellen
unterschieden sich nur hinsichtlich der Zellzahl. Bei 661W-Kulturen waren nach
Langzeitinkubation mit TSA v.a. im Rahmen des Schwechter-Protokolls kaum
lebende Zellen Ubrig (s. Abbildung 14).

Bei der Expression des Tau-Proteins verhielt es sich &hnlich. Tendenziell lieRen
sich nach dem Schwechter-Protokoll inkubierte 661W-Zellen nach 72 und 96
Stunden etwas starker anfarben als unter gleichen Bedingungen Kkultivierte
RGC-5-Zellen (s. Abbildung 15).

3.2.5 Programmierter Zelltod

3.2.5.1 Caspase-3/7-Assay nach Inkubation mit TSA

Tendenziell entsprachen sich RGC-5-Zellen und 661W-Zellen in ihrem
Apoptoseverhalten bei Behandlung mit 500 nM TSA. Bis zu einer
Inkubationszeit von 48 Stunden Uberstieg die Caspase-3/7-Aktivitat bei
Behandlung mit TSA die der Kontrolle. Der Anstieg war bei der 661W-Zelllinie
deutlich starker als bei RGC-5-Zellen. Bei Langzeitinkubation war die Caspase-
3/7-Aktivitdt sowohl bei RGC-5- als auch bei 661W-Zellen unter TSA-
Behandlung gegeniber der Kontrolle deutlich erniedrigt, unabhangig vom
angewendeten Protokoll. Die geringste apoptotische Aktivitdt war bei RGC-5-
Zellen unter Anwendung des Schwechter-Protokolls nach 96 und 120 Stunden
Inkubation messbar (s. Abbildung 16).

Insgesamt reagierten RGC-5-Zellen in den ersten Inkubationstagen also nicht
so stark mit Apoptose wie 661W-Zellen und unter Langzeitinkubation sank ihre
Caspase-3/7-Aktivitat deutlicher als bei 661W-Zellen.
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Abbildung 16: Caspase-3/7-Assay bei RGC-5 und 661W mit TSA

A-D zeigen die Caspase-3/7-Aktivitaten bei mit TSA differenzierten RGC-5- und 661W-Zellen im
Verhaltnis zu der der Kontrollzellen (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert =
Standardabwei chung angegeben, mit *** = p (
unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche wurden sechsmal durchgefuhrt (n=6). RGC-5- und
661W-Zellen reagierten ahnlich auf Behandlung mit 500 nM TSA. Nach ein- bis zweitagiger
Inkubation stieg die Caspase-3/7-Aktivitat gegenltber der Kontrolle an, v.a. massiv bei 661W-
Zellen bei denen das Wood-Protokoll angewandt wurde. Bei langeren Inkubationszeiten sank
die Aktivitat gegeniber der Kontrolle, besonders unter Differenzierung nach Schwechter.

3.2.5.2 Caspase-3/7-Assay nach Inkubation mit Staurosporin

Die Differenzierung mit 300 nM STS rief bei beiden Zelllinien einen ahnlichen
Effekt hinsichtlich des Apoptoseverhaltens hervor wie die Behandlung mit 500
nM TSA: Ein Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat in der ersten zwei Inkubations-
tagen und ein Absinken gegenuber der Kontrollwerte bei langerer Inkubation.
Minimale Caspase-3/7-Aktivitaten resultierten bei 661W-Zellen nach 120
Stunden Behandlung mit STS (Abfall auf 6 % der Kontrolle, p < 0,001), bei
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RGC-5-Zellen nach 96 Stunden (20 % der Kontrolle, p < 0,001). Die
gemessenen Werte der STS-behandelten Zellen lagen immer unter den
korrespondierenden Werten der TSA-Zellen (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Caspase-3/7-Assay bei RGC-5 und 661W mit TSA und STS

A und B zeigen die Caspase-3/7-Aktivitaten bei mit TSA und mit STS differenzierten RGC-5-
und 661W-Zellen im Verhéltnis zu dem der Kontrollzellen (Kontrolle=1). Die Daten sind als
Mittelwert N Standardabweichung angegeben,
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle und = p O 0, 001 als sign
Behandlung mit TSA. Alle Versuche wurden sechsmal durchgeftihrt (n=6). Innerhalb der ersten
Inkubationstage reagierten vor allem 661W-Zellen auf TSA-Behandlung empfindlich mit
vermehrter Caspase-3/7-Aktivitat wahrend bei RGC-5-Zellen zwar erhdhte Absorptionen bei
inkubierten Zellen gemessen werden konnten, aber kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
TSA- und STS-Inkubation in diesem Zeitraum erkennbar war. Spater sank die gemessene
Absorption der behandelten Zellen relativ zur Kontrolle wobei mit STS inkubierte Zellen stets
eine geringere Caspase-3/7-Aktivitat aufwiesen als mit TSA behandelte Zellen.
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3.2.5.3 Gespaltene Caspase-3/Caspase-3-Verhaltnis

Wurden RGC-5-Zellen mit 500 nM nach Schwechter inkubiert, verdoppelte sich
das Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhéltnisses nach 24 Stunden, uber-
traf aber zu spateren Zeitpunkten nie das der Kontrollzellen. Am kleinsten war
der Quotient nach 72 und 120 Stunden. Bei Inkubation der 661W-Zellen nach

Schwechter zeigten sich meist keine Unterschiede zur Kontrolle.

Bei Inkubation nach Wood zeigten beide Zelllinien einen Anstieg des
Quotienten in den ersten Behandlungstagen und einen Abfall nach
Langzeitinkubation. Der Anstieg in den ersten 48 Stunden war bei RGC-5-
Zellen deutlicher als bei 661W-Zellen (Uber 2fache Steigerung 24 Stunden, p <
0,001), der Abfall unter Langzeitinkubation allerdings ebenfalls. Ein minimales
Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhaltnisses resultierte bei RGC-5-Zellen
nach 120 Stunden (20 %, p < 0,001). Die erfassten Veranderungen waren
dabei immer durch verstarkte oder abgeschwéchte Banden der gespaltenen
Caspase-3 zu erklaren (s. Abbildungen 18 und 19).

3.2.5.4 Bax/Bcl-2-Verhaltnis

Nach Schwechter behandelte RGC-5-Zellen zeigten zeitabhéngige
Schwankungen des Bax/Bcl-2-Verhaltnises: Wahrend sie sich nach 24 und 72
Stunden kaum von den Kontrollzellen unterschieden, stieg der Bax/Bcl-2-
Quotient nach 48 Stunden auf knapp das 3,5fache und nach 96 und 120
Stunden auf das 1,3fache der Kontrolle. 661W-Zellen reagierten dezenter. Sie
zeigten kaum Abweichungen von der Kontrolle, bis auf leicht erhdhte Werte

nach 48 Stunden und leicht erniedrigte Werte nach 72.

Die RGC-5-Zellen reagierten bei Inkubation nach Wood nach 48 und 72
Stunden mit einem diskreten Anstieg des Quotienten um rund 20 % und nach
120 Stunden mit einem deutlichen Abfall auf 53 % (p < 0,001). Bei 661W-Zellen
zeigten sich bis auf einen leichten Abfall des Bax/Bcl-2-Verhaltnisses nach 72
und 120 Stunden kaum Abweichungen von der Kontrolle. Verdnderungen
waren stets durch einen Abfall oder Anstieg des Bcl-2-Proteins bedingt (s.
Abbildungen 20 und 21).
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Abbildung 18: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhaltnis bei RGC-5 und 661W nach
Schwechter

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fir die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie fir das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben sind, mit *** = p O 0,001, ** = p
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgefihrt (n=4). Im Rahmen des Schwechter-
Protokolls stieg bei kurzen Inkubationszeiten (24 und 48 Stunden) bei RGC-5-Zellen zunachst
das Verhaltnis von gespaltener Caspase-3 zu Caspase-3 an, um dann nach 72, 96 und 120
Stunden relativ zum dem der Kontrolle zu fallen. 661W-Zellen unterschieden sich nicht von
Kontrollzellen bis auf einen leichten Abfall des Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Quotienten
nach 72 Stunden. Veranderungen waren auf eine sinkende oder steigende Gespaltene-
Caspase-3-Expression zurtckzufuhren.
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Abbildung19: GespalteneCaspased/Caspase3-Verhaltnis beiRGE5 und 661W nach Woor

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fir die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie fur das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung
angegebensi nd, mit *** = p O 0,001, ** = p O O,
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgefuihrt (n—4). Bei 24 und 48 Stunden stieg bei
Inkubation nach Wood bei beiden Zelllinien zunachst das Verhaltnis von gespaltener Caspase-3
zu Caspase-3 an, nach 96 und 120 Stunden fiel es relativ zum dem der Kontrolle. Bei dreitéagi-
ger Inkubation bestand kein Unterschied zu den unbehandelten Zellen. Tendenziell reagierten
RGC-5-Zellen starker und eine Verdnderung war immer auf eine sinkende oder steigende Ge-
spaltene-Caspase-3-Expression zurtickzufuhren.
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Abbildung20: Bax/Bct2-Verhéltnis bei RG6 und 661Wmit TSAnach Schwechter

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fur die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa)
sowie fur das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression quan-
titativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung angegeben si n d , mi t
0,001, ** = p 06 aB signifikant anterschigalichQzur Kontrolle. Alle Versuche
wurden vierfach durchgefuihrt (n=4). Bei Inkubation mit 500 nM TSA nach Schwechter zeigten
RGC-5-Zellen ein erhéhtes Bax/Bcl-2-Verhaltnis, au3er bei 72stindiger Inkubation, bei der sie
sich nicht von Kontrollzellen unterschieden. 661W-Zellen unterschieden sich nur nach 48 Stun-
den mit einem leichten Anstieg und nach 72 Stunden mit einem leichten Abfall des Bax/Bcl-2-
Quotienten wesentlich von unbehandelten Zellen.

o2}

0



B Bax/Bcl-2 RGC-5 vs. 661\
(Wood-Protokoll)

=1]
=}

Vox g W

EX 3
EX 3
EX 3

=]
n.
n.
*
n.s.
n.s.
n.s.

Bax/Bcl-2 (Kontrolle
(R

Kontrolle RGC-5 661W
m24h m48h @72h @9 h O120h
A
RGGS 661W
Bax Bcl2 Actin Bax Bcl2 Actin
20 kDa 28 kDa 45kDa 20 kDa 28 kDa 45kDa

24 h

i

48 h

120h 96 h

72 h
|

K 500nM K 500nM K 500nM K 500nM K 500nM K 500nM

Abbildung 21: Bax/Bcl-2-Verhéltnis bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Wood

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fur die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa)
sowie fur das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression quan-
titativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung angegeben si n d , mi t
0,001, ** = p 06 aB signifikant anterschigulichQzur Kontrolle. Alle Versuche
wurden vierfach durchgefuhrt (n=4). Bei RGC-5-Zellen, stieg das Bax/Bcl-2-Verhéltnis nach
zwei bzw. drei Tagen Inkubation nach Wood zunachst, um nach 120 Stunden stark auf nur
noch 20 % der Kontrolle zu fallen. 661W-Zellen reagierten in den ersten Behandlungstagen nur
schwach auf TSA, zeigten aber nach 72 und 120 Stunden Inkubationszeit ein sinkendes
Bax/Bcl-2-Verhéltnis auf bis zu 80 % der Kontrolle. Fir Schwankungen verantwortlich war v.a.
eine vermehrte oder verminderte Bcl-2-Expression.



3.2.6 Vitalitat der Zellen (MTS-Test)

3.2.6.1 Behandlung mit 500 nM TSA

Bei differenzierten RGC-5-Zellen lagen alle gemessenen Absorptionen etwa
gleich weit unter den Kontrollwerten mit Ausnahme der 120-Stunden-Werte, die
unter Anwendung beider Protokolle einen starken Anstieg gegenuber der
Kontrolle zeigten. Bei 661W-Zellen blieb diese Vitalitdtssteigerung nach
Langzeitinkubation aus. Sie reagierten v.a. bei langer Inkubation nach dem
Wood-Protokoll mit sinkender Stoffwechselaktivitat (s. Abbildung 22).
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Abbildung 22: MTS-Test an RGC-5 und 661W mit TSA

A-D zeigen die Stoffwechselaktivitéat bei mit 500 nM TSA differenzierten RGC-5- und 661W-
Zellen im Verhaltnis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert + Standardabwei-
chung angegeben, mit *** = p O 0,001, ** =
zur Kontrolle. Alle Versuche wurden sechsmal durchgefiihrt (n=6). Differenzierte RGC-5-Zellen
zeigten zuerst abfallende Werte. Nach 120 Stunden erreichen sie allerdings eine maximale
Stoffwechselaktivitat mit Steigerung um den Faktor 2,3 (Schwechter-Protokoll) bzw. 2,5 (Wood-
Protokoll). Bei 661W-Zellen blieb dieser Anstieg der Stoffwechselaktivitat aus. Sie reagierten
empfindlich mit sinkenden Werten bei Langzeitinkubation nach dem Wood-Protokoll.
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3.2.6.2 Behandlung mit 300 nM STS

Prinzipiell reagierten beide Zelllinien &hnlich auf 300 nM STS wie auf 500 nM
TSA. Allerdings war die Stoffwechselaktivitat stets etwas geringer als bei den
TSA-behandelten Zellen und der bei RGC-5-Zellen beobachtete Vitalitats-
Anstieg nach 120 Stunden Inkubation blieb aus (s. Abbildung 23).
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Abbildung 23: MTS-Test an RGC-5 und 661W mit TSA und STS

A und B zeigen die Stoffwechselaktivitdt bei mit TSA und STS differenzierten RGC-5- und
661W-Zellen im Verhéltnis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert + Stan-
dardabwei chu ng ange gE&bdE,n, * NIk, p** @5 &k sigaifik@ht Onter-
schiedlich zur Kontrolle und *** = p ,001, 6 = p ,0Dsigdifikant unterschiedlich zur TSA-
Behandlung. Die Versuche wurden sechsfach durchgefiihrt (n=6). Es kam grundséatzlich zu
einer ahnlichen Reaktion unter Anwendung der zwei Agenzien. Allerdings wiesen mit STS diffe-
renzierte Zellen starker fallende Absorptionen auf und der Vitalitdtsanstieg nach 120 Stunden
war nur bei mit TSA inkubierten RGC-5-Zellen erkennbar, nicht unter STS-Inkubation.
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3.2.7 Zellzahl (Kristallviolettfarbung)

3.2.7.1 Behandlung mit 500 nM TSA

Wurden die RGC-5-Zellen mit 500 nM TSA inkubiert, zeigte sich im Vergleich
zur Kontrolle zu jedem Zeitpunkt ein signifikanter Abfall der Kristallviolett-
Absorption, der bei Langzeitinkubation und unter Einsatz des Schwechter-
Protokolls am deutlichsten war. Die 661W-Zellen verhielten sich im Vergleich
ahnlich, der Zellanzahlverlust war jedoch bei langerer Inkubation ausgepragter
(s. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Kristallviolettfarbung bei RGC-5 und 661W mit TSA

A-D zeigen die durch Kristallviolettfarbung und anschlieRende Absorptionsmessung ermittelte
Zellzahl bei mit TSA differenzierten RGC-5- und 661W-Zellen im Verhaltnis zu der der Kontrolle
(Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert + St andar dabwei chung anc
0001, ** 0%, p* O8Pas sighifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche
wurden sechsfach durchgefiihrt (n=6). Bei beiden Zelllinien kam es zu einem zeitabhangigen
Abfall der Zellzahl. 661W-Zellen reagierten mit einem stéarkeren Abfall der Zellanzahl als RGC-
5-Zellen, v.a. bei lAngeren Inkubationszeiten und unter Einsatz des Schwechter-Protokolls.
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3.2.7.2 Behandlung mit 300 nM STS

Die Zellen reagierten &hnlich, wenn sie mit 300 nM Staurosporin statt mit
500 nM TSA inkubiert wurden. Nur nach 120 Stunden Inkubationszeit stieg die
Zellzahl bei differenzierten RGC-5-Zellen gegeniber dem viertdgigen
Inkubationszeitraum wieder leicht an wenn mit TSA behandelt wurde, was bei
STS-Behandlung nicht der Fall war (s. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Kristallviolettfarbung bei RGC-5 und 661W mit TSA und STS

A und B zeigen die Zellzahl bei mit TSA und STS differenzierten RGC-5- und 661W-Zellen im
Verhaltnis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben, mit *** = p O 0,001, ** = p O C
Kontrolle und **#*= p O *6z0p10"9,Pp10O 0,05 signifika-
Behandlung. Alle Versuche wurden sechsfach durchgefiihrt (n=6). 300 nM STS und 500 nM
TSA wirkten sich tendenziell gleich auf die Zellanzahl aus. Unabhangig vom angewandten
Protokoll sank unter Einsatz beider Agenzien mit steigender Inkubationszeit die Zellzahl.
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3.2.8 Zusammenfassung der Unterschiede zwischen RGC-5 und 661W

RGC-5 und 661W-Zellen ahneln sich unter Differenzierungsbedingungen mit
500 nM TSA, unterscheiden sich allerdings auch in wesentlichen Punkten (s.

Tabelle VII).

Tabelle VII: Unterschiede zwischen RGC-5- und 661W-Zellen

Zelllinie RGC-5

Morphologie | deutliche Differenzierung zu ei- maRige Differenzierung zu einem

& Zellzahl nem neuronalen Phénotyp v.a. neuronalen Phanotyp bei Inku-
bei Inkubation langer 72 Stunden bation langer 72 Stunden
Konstante Zellzahlen bei Lang- Zelluntergang bei langen Inkuba-
zeitinkubation nach Wood tionszeiten

Vitalitat prinzipiell Vitalitatsabfall, aber prinzipiell Vitalitatsabfall, bis auf
Steigerung der Vitalitdt um mehr einen leichten Anstieg nach 48
als das Doppelte am 120- und 72 Stunden (Schwechter-
Stundenzeitpunkt Protokoll)

Marker- relative Steigerung der mRNA- die mRNA-Expression von Thy-1

proteine Expression von Thy-1 nach 120 konnte durch Inkubation mit
Stunden Inkubation mit 500 nM 500 nM TSA nicht signifikant ge-
TSA nach Wood steigert werden
sehr starke zeitabhangige Stei- nur minimale Steigerung der b-
gerung der  b-lll-Tubulin-Ex- 1ll-Tubulin-Expression innerhalb
pression mit Maxima bei 96 und der ersten 48 Stunden, kein An-
120 Stunden stieg nach Langzeitinkubation

Apoptose Caspase-3/7-Assay: Anstieg der Caspase-3/7-Assay: Anstieg der
Caspase-3/7-Aktivitat innerhalb Caspase-3/7-Aktivitdt innerhalb
der ersten 48 Stunden, Abfall bei der ersten 48 Stunden, Abfall bei
Langzeitinkubation langerer Inkubation. Weder An-

stieg noch Abfall so ausgepragt
wie bei RGC-5-Zellen
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Zelllinie

RGC-5

Apoptose

Gespaltene Caspase-3/Caspase-

Gespaltene Caspase-3/Caspase-

3. in den ersten 48 Stunden An-
stieg, nach 72 Stunden deutlicher
Abfall

Bax/Bcl-2: Abfall nach 120 Stun-
den (Wood-Protokoll), sonst zeit-
abhangige Schwankungen

3. tendenziell wie RGC-5 aber
nicht so deutlich, bei Differenzie-
rung nach Schwechter sogar
keine Veranderungen gegenuber
Kontrollzellen

Bax/Bcl-2: Abfall nach 72 Stun-

den (beide Protokolle), sonst
zeitabhangige Schwankungen

Wurde TSA durch 300 nM STS ersetzt, fiel die Reaktion beider Zelllinien
ahnlich aus. Der Effekt auf die Zellzahl war vergleichbar aber die Caspase-3/7-

Aktivitat war unter STS-Behandlung etwas geringer. Der bei RGC-5-Zellen

erzielte Vitalitdtsanstieg nach 120 Stunden Inkubation konnte nur durch TSA-

Behandlung erzielt werden.
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3.3 Vergleich der Differenzierungsprotokolle

Infolge der Feststellung, dass RGC-5-Zellen unter Differenzierungsbedingungen
anders reagieren als 661W-Zellen, wurde die Auswirkung der beiden
Differenzierungsprotokolle nach Schwechter und Wood auf das Verhalten der
RGC-5-Zellen bei TSA- Inkubation ausfihrlich untersucht.

3.3.1 Zellmorphologie (Phasenkontrastmikroskopie)

Unbehandelte RGC-5-Zellen wiesen einen spindelférmigen Zellkdrper auf und
teilten sich ungeféhr alle 20 Stunden, sodass sie nach spatestens 72 Stunden
konfluierten, im Falle des Wood-Protokolls aufgrund der eintagigen
Vorbehandlung sogar friher. Bei Differenzierung nach Schwechter veranderten
sich RGC-5-Zellen bereits nach 24stindiger Inkubation bei allen
Konzentrationen leicht. Ihr Soma begann sich abzurunden und einzelne
Neuriten sprossen aus. Diese Formverdnderung hin zu einem neuronalen
Phanotyp war auch zu allen spateren Zeitpunkten zu beobachten, besonders
bei Behandlung mit 500 oder 2000 nM. Neben diesen morphologischen
Veranderungen war ein Abfall der Zellzahl Gber langere Inkubationszeitraume
mit hohen TSA-Konzentrationen zu bemerken. Nach fiinftagiger Inkubation mit
2000 nM TSA waren kaum lebende Zellen Ubrig. Nach 72 und 96 Stunden
Differenzierung mit 500 nM waren alle Zellen neuronal differenziert und es gab
deutlich weniger tote Zellen als bei Inkubation mit 2000 nM Uber gleiche
Zeitrdume. Bei Inkubation mit 40 und 150 nM konfluierten die Zellen &hnlich wie

die Kontrollzellen, sodass eine Beurteilung der Zellmorphologie schwierig war.

Im Rahmen des Wood-Protokolls gestaltete sich eine genaue Betrachtung der
morphologischen Veranderungen bedingt durch die eintagige Vorbehandlung
schwierig, denn die Zellen waren ab dem zweiten Behandlungstag bei allen
TSA-Konzentrationen mehr oder weniger konfluent. Dennoch war zu erkennen,
dass sich bei Langzeitinkubation mit hohen TSA-Konzentrationen der Zellkdrper
abrundete und die Zellzahl geringer wurde. Ferner wurde deutlich, dass bei
Inkubation Uber finf Tage auch Kontrollzellen und Zellen unter 40nM-Inkubation

untergingen (s. Abbildungen 26 und 27).
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Kontrolle 40 nM

Abbildung 26: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter

Gezeigt sind reprasentative Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellen in 100facher VergréRerung.
Unbehandelte RGC-5-Zellen hatten einen langlichen spindelférmigen Zellkérper und keine
Dendriten. Im Rahmen des Schwechter-Protokolls entwickelten RGC-5-Zellen v.a. nach 96
Stunden Inkubation mit 500 nM TSA einen neuronalen Phanotyp mit rundem Zellkérper und
vermehrtem Neuritenwachstum. Bei Inkubation mit hohen TSA-Konzentrationen war ein
Absinken der Zellzahl bemerkbar, v.a. bei Einsatz von 2000 nM nach 120 Stunden.
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40 nM

Naf s,

Abbildung 27: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Wood

Gezeigt sind reprasentative Phasenkontrast-Bilder der Zellen in 100facher VergréRerung. Im
Rahmen des Wood-Protokolls konfluierten die Zellen bereits nach 48 Stunden groéRtenteils, was
eine detaillierte morphologische Betrachtung erschwerte. Dennoch war zu erkennen, dass sich
bei Langzeitinkubation mit hohen TSA-Konzentrationen der Zellkdrper rundete und die Zellzahl
nahm ab. Nach finftagiger Inkubation konnte sogar bei der Kontrollkultur und bei Behandlung
mit 40 nM ein deutlicher Zelluntergang beobachtet werden.
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3.3.2 Expression neuronaler Marker

3.3.2.1 b-llI-Tubulin-Expression in der Immunhistochemie

Bei Inkubation nach Schwechter war neben einem diskreten Anstieg der
Expression am ersten Behandlungstag vor allem beim Einsatz von 500 nM TSA
nach 96 und 120 Stunden eine deutlich gesteigerte i -IlI-Tubulin-Expression zu
erkennen (s. Abbildung 28). Bei Differenzierung nach Wood war ebenfalls
Uberwiegend bei hohen TSA-Konzentrationen und Langzeitinkubation die i -IlI-
Tubulin-Expression gesteigert. Besonders deutlich stieg die Expression bei
Einsatz von 500 nM nach 96 und 120 Stunden Inkubation (s. Abbildung 29).

3 . 3. 2ll-Tabulib-Expression im Western Blot

Bei Inkubation nach Schwechter zeigte sich in den ersten 48 Stunden eine
Er h©° hun gli-Tueulin-EXpression, nach 72 Stunden unterschieden sich
behandelte Zellen nicht von unbehandelten und nach 96stindiger Inkubation
exprimierten wiedera | | e behandel t 4lAfubdliae &ld dee iKontmodeh r Db
Bei Behandlung der Zellen tber fiinf Tage konnte bei Einsatz von 500 nM sogar
mehr als eine Verdopplung der Expression gemessen wer d e n . -lliBrubalin-b
Expression bei Behandlung nach Wood war ebenfalls innerhalb der ersten
Inkubationstage bei allen TSA-behandelten Zellen geringfiigig erhdht. Ab den
vierten Inkubationstag war ein dosisabhangiger Anstieg der Expression bei
behandelten Zellen zu erkennen. Am deutlichsten war der Expressionsanstieg
bei Einsatz von 500 nM TSA, wobei es zu einer Steigerung um den Faktor 2,5
nach 120 Stunden kam. Im Rahmen beider Differenzierungsprotokolle ergab
sich eine maximale b-llI-Tubulin-Expression bei Langzeitinkubation mit 500 nM
TSA. Bei Differenzierung nach Wood war der Expressionsanstieg im Vergleich

zum Schwechter-Protokoll ausgepréagter (s. Abbildungen 30 und 31).

So Dbestétigte sich auch im Western Blot die positive Wirkung der
Langzeitinkubation mit 500 nM TSA auf die i -1ll-Tubulin-Expression bei RGC-5-

Zellen.
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Abbildung 28: -libTubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter

Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher VergrofRerung sowie
korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfarbung. Bei Behandlung nach Schwechter war
v.a. beim Einsatz von 500 nM TSA nach Langzeitinkubation eine st ar k g e sltl-Bubutjne
Expression erkennbar.
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Abbildung 29: -lib-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Wood
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Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergré3erung sowie
korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfarbung. Bei Inkubation nach Wood war
Uberwiegend bei hohen TSA-Konzentrati onen und L a-hl-gubwdin-
Expression gesteigert, v.a. bei Einsatz von 500 nM nach 96 und 120 Stunden.
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Abbildung 30: i -lll-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter

A zeigt reprasentative Western-Blot-B a n d e n-lllfTybulin &5 kDa) und das Haushaltsprotein
Actin (45 kDa) fur die jeweiligen Konzentrationen TSA zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. B
bildet die daraus errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben sind, mi t * ook
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Jeder Versuch wurde vierfach durchgefiihrt (n=4). Bei
Differenzierung der RGC-5-Z el | en nach S c h we-dlfTubelin-Exmessioe dei
behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten stets an. Innerhalb der ersten drei Tage war
die Expression v.a. bei Inkubation mit 150 nM TSA erhoht, bei Differenzierung tber langere
Zeiten bei Einsatz v on  S8l@TObulimBRpressiéri wuzde mit girien
Steigerung um den Faktor 2,3 (p < 0,001) nach 120stiindiger Inkubation mit 500 nM TSA
erreicht.
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Abbildung 31: b-Ill-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Wood

A zeigt reprasentative Western-Blot-B a n d e n-lllfTybulin &5 kDa) und das Haushaltsprotein
Actin (45 kDa) fur die jeweiligen Konzentrationen TSA zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. B
bildet die daraus errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben sind, mi t * ook
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Jeder Versuch wurde vierfach durchgefuhrt (n=4). Die
nach Wood behandelten RGC-5-Zellen verhielten sich &hnlich wie nach Schwechter
differenzierte. Innerhalb der ersten zwei Behandlungstage exprimierten die behandelten Zellen
vor allem bei niedrigen TSA-Konzentr at i on e All-Tububnr nBeih K&rigeren
Inkubationszeiten waren vor allem mit 500 nM TSAinkubi erte Zel |l en delil-
Tubulin-Expression uberlegen, besonders deutlich nach 120 Stunden Inkubation mit einer
Erhéhung auf das 2,5fache (p < 0,001).
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3.3.2.3 Neuronale Marker: MAP-2, Tau, hNF (Immunhistochemie)

Im Rahmen beider Differenzierungsprotokolle lie3 sich die Expression des
neuronalen Markers MAP-2 durch Langzeitinkubation (96 und 120 Stunden) mit
500 und 2000 nM TSA steigern, wobei bei 2000 nM die Zellzahl stark
einknickte, v.a. bei Inkubation nach Schwechter. Bei Behandlung nach Wood
waren nach 120 Stunden sogar alle behandelten Zellen, also auch Kulturen mit
geringeren TSA-Konzentrationen, starker positiv (s. Abbildung 32).

Auch die Tau-Expression konnte durch Behandlung nach Schwechter und
Wood nach 96 und 120 Stunden Inkubation mit 500 nM TSA gesteigert werden
(s. Abbildung 33).

Die Expression von humanem Neurofilament stieg zwar nur leicht mit
zunehmender Inkubationszeit, war aber im Rahmen beider Protokolle nach 96
und 120 Stunden Inkubation mit 500 nM TSA deutlich erhdht gegenuber
Kontrollzellen und Zellen nach nur 24 Stunden Inkubation (s. Abbildung 34).

Die beiden Differenzierungsprotokolle unterschieden sich nicht wesentlich in

ihrem Effekt auf die Expression neuronaler Marker.
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Abbildung 32: MAP-2-Expression bei RGC-5 nach Schechter und Wood

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrofer-
ung nach 24 und 120 Stunden Inkubation mit 40, 150, 500 und 2000 nM TSA im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen. Es handelt sich jeweils um Fluoreszenzbilder von mit Antikérpern
gegen MAP-2 angefarbte Zellen und die entsprechenden zusatzlich mit der DAPI-Kernfarbung
aufgenommenen Bilder. Die MAP-2-Expression lie sich bei RGC-5-Zellen im Rahmen beider
Differenzierungsprotokolle bei Langzeitinkubation (96 und 120 Stunden) mit 500 nM TSA
deutlich steigern. Wenn nach Wood inkubiert wurde waren nach 120 Stunden sogar alle
behandelten Zellen, nicht nur die 500nM-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle starker positiv.
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Abbildung 33: Tau-Expression bei RGC-5 nach Schechter und Wood

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrofer-
ung nach 24 und 120 Stunden Inkubation mit 40, 150, 500 und 2000 nM TSA im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen. Es handelt sich sind um Fluoreszenzbilder von mit Antikdrpern
gegen Tau angefarbten Zellen und die korrespondierenden mit der DAPI-Kernfarbung
aufgenommenen Bilder. Die Expression des neuronalen Markers Tau konnte durch Behandlung
nach Schwechter und Wood v.a. nhach 96 und 120 Stunden und Inkubation mit 500 nM TSA
steigert werden.
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Abbildung 34: hNF-Expression bei RGC-5 nach Schwechter und Wood

Gezeigt sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrofer-
ung nach 24 und 120 Stunden Inkubation mit 40, 150, 500 und 2000 nM TSA im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen. Es handelt sich jeweils um Fluoreszenzbilder von mit Antikbrpern
gegen hNF angefarbte Zellen und die entsprechenden zusatzlich mit der DAPI-Kernfarbung
aufgenommenen Bilder. Die Expression von humanem Neurofilament (hNF) konnte zwar nur
leicht mit zunehmender Inkubationszeit gesteigert werden, war aber im Rahmen beider
Protokolle nach 96 und v.a. 120 Stunden Inkubation mit 500 nM TSA deutlich erhéht gegeniber
Kontrollzellen.



3.3.3 Apoptoseverhalten

3.3.3.1 Caspase-3/7-Assay

In den ersten 48 Stunden zeigte sich ein Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat bei
Inkubation mit TSA. Bei Langzeitinkubation sank die Caspase-3/7-Aktivitat der
behandelten Zellen oder war mit der der Kontrolle vergleichbar. Es war ein
zeitabhangiger und weitestgehend auch dosisabhangiger Abfall zu beobachten.
Am geringsten war die Aktivitat bei Einsatz von 500 nM TSA wéhrend sie bei
2000 nM oft wieder leicht anstiegen. Am starksten reagierten RGC-5-Zellen
also bei kurzer Inkubationszeit und hohen TSA-Konzentrationen mit Apoptose.
Langzeitinkubation fihren hingegen zu einer Reduktion der Apoptose mit einer
minimalen Caspase-3/7-Aktivitat nach 96 Stunden Inkubation nach dem
Schwechter-Protokoll und einem Abfall auf 22 % der Kontrolle (p < 0,001) und
nach 120 Stunden Inkubation im Rahmen des Wood-Protokolls mit einem Abfall
auf 45 % der Kontrolle (p < 0,001). Diese Veranderungen zeigten sich im
Rahmen beider Differenzierungsprotokolle. Der Aktivitatsanstieg bei Inkubation

nach Wood war deutlicher und der Abfall geringer. (s. Abbildung 35).

3.3.3.2 Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhaltnis

Bei Differenzierung nach Schwechter zeigte sich nach 24 Stunden bei hohen
TSA-Konzentrationen ein signifikanter Anstieg des Gespaltene-Caspase-
3/Caspase-3-Verhaltnisses. Zu spateren Zeitpunkten Ubertraf der Quotient der
behandelten Zellen nie den der Kontrollzellen. Nach 72 und 120 Stunden
Inkubation war bei héheren TSA-Konzentrationen ein Abfall des Quotienten zu
beobachten (s. Abbildung 36). Wurden RGC-5-Zellen nach Wood differenziert,
stiegen die Werte des Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhaltnisses in den
ersten zwei Tagen dosisabhangig. Am vierten Behandlungstag fiel das
Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhaltnis beim Einsatz von 500 nM TSA
ab. Nach 120 Stunden entsprachen nur noch mit 40 nM behandelte Zellen der
Kontrolle bei allen anderen Kulturen fiel der Quotient auf ca. 20 % ab (s.
Abbildung 37). Die Unterschiede zwischen den Protokollen waren gering. Unter
Differenzierung nach Wood war der Apoptose-Anstieg am ersten Tag deutlicher

und auch am zweiten Tag noch nachvollziehbar. Im Rahmen des Schwechter-
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Protokolls konnte bereits nach 72 Stunden ein sinkendes Gesapltene-Caspase-
3/Caspase-3-Verhéaltnis unter TSA-Behandlung beobachtet werden. Minimale
Werte ergaben sich nach 120 Stunden Differenzierung mit 500 und 150 nM
nach Wood.
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Abbildung 35: Caspase-3/7-Aktivitat bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter und Wood

A und B zeigen die Caspase-3/7-Aktivitat bei mit TSA differenzierten RGC-5-Zellen im Verhalt-
nis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben,
mit *** = p O 0,001, ** = p O 0, OichzurKontrelle.Die
Versuche wurden sechsfach durchgefuhrt (n=6). Die Caspase-3/7-Aktivitat TSA-inkubierter
Zellen stieg in den ersten Tagen an. Nach Langzeitinkubation fiel sie bei beiden Protokollen
unter die der Kontrolle, wobei ein maximaler Abfall nach 96stindiger Inkubation mit 500 nM
TSA nach Schwechter erreicht wurde (22 % der Kontrolle). Beim Wood-Protokoll war der Aktivi-
tatsanstieg ausgepragter, der Abfall schwéacher als bei Differenzierung nach Schwechter.

81



B Gespaltene Caspase-3/Caspase-3 RGC-5
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Abbildung 36: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3 bei RGC-5 nach Schwechter

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fir die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie fur das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben sind, mit *** = p O 0,001, ** = p
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgefihrt (n=4). Bei Differenzierung nach
Schwechter stieg nach 24 Stunden Inkubation mit hohen TSA-Konzentrationen das Gespaltene-
Caspase-3/Caspase-3-Verhdltnis an, nach 48 Stunden unterschied es sich nicht von dem der
Kontrolle. Ab dem dritten Inkubationstag fiel der Quotient unter TSA-Behandlung ab, am starks-
ten bei Einsatz von 500 nM TSA nach 72 und 120 Stunden mit einem Abfall auf rund 30 % der
Kontrolle. Fur Veranderungen war meist ein Anstieg oder Abfall der gespaltenen Caspase-3
verantwortlich.
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B Gespaltene Caspase-3/Caspase-3 RGC-5
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Abbildung 37: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3 bei RGC-5 nach Wood

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fir die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie fur das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert £ Standardabweichung
angegeben sind, mit *** = p O 0,001, ** = p
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgefiihrt (n=4). Bei Differenzierung nach Wood
kam es innerhalb der ersten zwei Inkubationstage zu einer Erhéhung des Gespaltene-Caspase-
3/Caspase-3-Verhéltnisses bei Inkubation mit 500 und 2000 nM TSA. Ab dem vierten Inkubati-
onstag sank das Verhdltnis unter Einsatz héherer TSA-Konzentrationen. Ein Minimum wurde
nach 120 Stunden Inkubation mit 500 nM und einem Abfall auf 20 % der Kontrolle erreicht. Fir
etwaige Veranderungen war immer der Anstieg oder Abfall der gespaltenen Caspase-3 verant-
wortlich.
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3.3.3.3 Bax/Bcl-2-Verhaltnis

Bei Differenzierung nach Schwechter hatte die Inkubation mit niedrigen TSA-
Konzentrationen keinen Effekt auf das Bax/Bcl-2-Verhaltnis. Wurden 500 nM
TSA eingesetzt, war nach 48 und 96 Stunden ein Anstieg des Quotienten zu
erkennen. Auch bei Einsatz von 2000 nM TSA kam es zum Anstieg des
Verhaltnisses ab dem zweiten Inkubationstag mit einem Maximum nach 120
Stunden. Nur nach 72stundiger Inkubation mit 500 nM TSA sank der Quotient
(s. Abbildung 38). Im Rahmen des Wood-Protokolls kam es unter Einsatz von
40, 150 und 500 nM TSA nicht zu wesentlichen Verénderungen des Bax/Bcl-2-
Verhéltnisses, nur nach 120 Stunden Inkubation mit 40 nM TSA stieg der
Quotient stark an. Wurde mit 2000 nM TSA inkubiert, war ein ndherungsweise
zeitabhangiger Anstieg des Verhéltnisses zu beobachten bis hin zu einer

maximalen Steigerung um den Faktor 4,5 nach 120 Stunden (s. Abbildung 39).

Sowohl unter Behandlung nach Wood als auch nach Schwechter wirkten sich
niedrige TSA-Konzentrationen nicht auf das Bax/Bcl-2-Verhaltnis aus. Hohere
Dosen fuhrten zu schwankenden Werten und tendenziell eher zu einem Anstieg
des Bax/Bcl-2-Quotienten. Ursachlich fur eine Veranderung des Quotienten war

meist eine veranderte Bcl-2-Expression.

3.3.4 Zelltod (PI-Farbung)

Bei Inkubation nach Schwechter waren in den ersten drei Inkubationstagen mit
steigender TSA-Dosis vermehrt Pl-positive Zellen sichtbar. Nach 96 und 120
Stunden konnte v.a. bei Behandlung mit 40 und 150 nM TSA ein Absterben der
Zellen beobachtet werden, wahrend bei Differenzierung mit 500 nM TSA
deutlich weniger Pl-positive Zellen zu erkennen waren. Bei Differenzierung
nach Wood verhielt es sich &hnlich, allerdings waren in den ersten
Inkubationstagen weniger Pl-positive Zellen sichtbar als bei Inkubation nach
Schwechter. Nach vier und finf Tagen waren deutlich mehr Zellen unter
Behandlung mit 40 und 150 nM TSA abgestorben, ebenso bei den
Kontrollzellen. Tote Zellen I6sten sich vom Plattenboden, erschienen weifilich

und schwammen frei im Medium (s. Abbildungen 40 und 41).

84



B Bax/Bcl-2 RGC-5
(Schwechter-Protokoll)
= 8,0
]
2 * *
S 60 x H
s
c
S 4,0
o 4G
(_:) 2’0 ccccocc
[21]
2 .o | MR
% 00 BT
Kontrolle 40 150 500 2000
TSA (nM)
m24h m48h m72h m96h ©@120h
A Bax Bck2 Actin
20 kDa 28 kDa 45 kDa
e |
L A A WA RSB
N - -
e - ‘
T e e
D MR ., e R
<
<
CUDE e QD - > - D — ——
e
g - - - . ————— -
g - . - -
40nM 500nM Kontr 40nM 500nM Kontr  40nM 500nM Kontt
150nM 2000nM 150nM 2000nM 150nM 2000nM

Abbildung 38: Bax/Bcl-2-Verhaltnis bei RGC-5 nach Schwechter

A zeigt reprasentative Western-Blot-Banden fur die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa)
sowie fur das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression
quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung angegeben sind, mit *** =
p O 0,0010, 0*1*, == p= @ O 0,05 als signifikant
wurden vierfach durchgefuhrt (n=4). Bei Inkubation nach Schwechter zeigte sich unter
Behandlung mit 40 und 150 nM TSA zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zur Kontrolle. Bei
Einsatz von 500 und 2000 nM TSA reagierten die RGC-5-Zellen nach 48 Stunden mit einem
deutlichen Anstieg des Bax/Bcl-2-Verhaltnisses auf das 3,5fache. Nach 72 Stunden war bei 500
nM TSA ein Absinken des Verhaltnisses zu erkennen. Nach 96 und 120 Stunden stieg der
Quotient bei héheren TSA-Konzentrationen wieder leicht an.
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Abbildung 39: Bax/Bcl-2-Verhéltniss bei RGC-5 nach Wood

A zeigt repréasentative Western-Blot-Banden fir die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa)
sowie fUr das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression
quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert + Standardabweichung angegeben sind, mit *** =
p O 0,001001** *= =p pOO 0,05 als signifikant
wurden vierfach durchgefihrt (n=4). Auch bei Inkubation nach Wood war bei niedrigen TSA-
Konzentrationen bis auf eine Ausnahme (> 5fache Steigerung bei 120 Stunden Inkubation mit
40 nM TSA) kein Effekt zu erkennen. Das war auch bei Inkubation mit 500 nM TSA grof3tenteils
der Fall. Bei Einsatz von 2000 nM TSA war ein dosisabhangiger Anstieg des Verhdltnisses zu
erkennen mit einer maximalen Steigerung nach 120stindiger Inkubation auf Uber das 4,5fache
der Kontrolle (p=0,0036). Veranderungen waren hauptsachlich durch Zu- oder Abnahme der
Bcl-2-Expression bedingt.
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Abbildung 40: PI-Farbung bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter

Gezeigt sind repréasentative Phasenkontrastaufnahmen und Fluoreszenzaufnahmen bei
100facher VergroRerung. Bei Behandlung nach Schwechter war in den ersten Inkubationstagen
ein konzentrationsabhangiger Anstieg der Pl-positiven Zellen erkennbar. Nach 96 und 120
Stunden waren jedoch mit 500 nM behandelte RGC-5-Zellen nur noch selten positiv.
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Abbildung 41: PI-Farbung bei RGC-5 mit TSA nach Wood

Gezeigt sind Phasenkontrastaufnahmen und Fluoreszenzaufnahmen bei 100facher Vergréf3erung.
Zuerst waren nur unter Einsatz hoher TSA-Konzentrationen Pl-positive Zellen zu erkennen. Nach
Langzeitinkubation starben v.a. mit 40 und 150 nM TSA inkubierte Zellen und Kontrollzellen ab
wahrend der Zelluntergang nach 96 Stunden Inkubation mit 500 nM TSA noch moderat war.
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