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1 Zusammenfassung

In der Pathogenese vieler neurodegenerativer Prozesse im Rahmen von Erkrankungen wie
z.B. Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer oder Schlaganfall wird oxidativem Stref3 eine
Schlissdrolle  zugeschrieben. Das Glutathionsystem ist als zentrale antioxidative
Verteidigung der Zelle gegen reaktive Sauerstoffspezies von potentiell therapeutischem
Interesse fur diese degenerativen Prozesse, auch wenn die initiale Ursache des oxidativen
Stref3 nicht in einer Dysfunktion des Glutathionsystems selbst liegt.

Experimente an neuronalen Zellkulturen demonstrierten, dal? innerhalb der Zelle ein separat
regulierter mitochondrialer Glutathionpool existiert, welchem herausgehobene Bedeutung in
einer Glutathionmangelsituation der Zelle zukommt. Unter solchen Bedingungen sind
Mitochondrien als Ort der oxidativen Phosphorylierung Ausgangspunkt einer oxidativen
Zellschadigung. Im weiteren konnte gezeigt werden, da3 eine milde Inhibition der
mitochondrialen Atmung im Zellkulturmodell keinen oxidativen Stref3 und Verminderung der
Glutathiongehalte verursacht. Dagegen erwies sich die Funktion des Komplex | der
mitochondrialen Atmungskette als sehr anfallig gegentiber thiol-inaktivierenden Molekilen
und oxidativem Stref3. Diese Befunde lassen eine Stérung der Glutathionhomdostase, speziell
auf mitochondrialer Ebene als Ursache einer oxidativen Zellschadigung wahrscheinlicher
erscheinen as eine schleichende mitochondriale Dysfunktion. Die Existenz eines
Glutathiontransports durch Mitochondrien isoliert aus Rattenhirngewebe wurde verifiziert und
dessen Kinetik untersucht. Die erhaltenen Daten favorisieren ein Zusammenspiel mehrerer
verschiedener Transportsysteme oder Untereinheiten gegeniber der Hypothese eines
spezifischen  Glutathiontransportproteins. Fir das Uberleben von Nervenzellen unter
oxidativem Stref ist dartiber hinaus auch das Zusammenwirken mit anderen Zelltypen im
Hirngewebe von Bedeutung. In einem weiteren Modell von oxidativem Zelltod wurde der
Nachweis erbracht, dald L-Glutamat, welches einigen Nervenzelltypen als Neurotransmitter
dient, bei anderen Nervenzelltypen oxidativen Stref3 und Zelltod auszulGsen vermag. Bei
dieser Schadenskaskade Uben offenbar geringe Mengen reaktiver Sauerstoffspezies eine
Signal- und Verstarkerfunktion aus, die durch niedrige Konzentrationen der antioxidativ
wirkenden Pharmaka Flupirtin (Analgetikum) und Retigabin (Antiepileptikum) aufgehalten
werden kann. Diese antioxidative, neuroprotektive Wirkkomponente dieser Medikamente

konnte auch fur den therapeuti sche Einsatz bedeutsam sein.
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2 Einleitung

2.1 Glutathion

Glutathion (GSH) ist ein ubiquitar in Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen vorkommendes
Tripeptid y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin, welches erstmals 1888 durch de Rey Pailhade
beschreiben [1] und 1921 von Hopkins und Kendall aus Muskeln und Hefezellen isoliert und
spater auch synthetisiert wurde [2; 3]. Es gelt die Uberwiegende Menge an freien
Thiolgruppen und ist gleichzeitig das haufigste niedermolekulare Peptid einer Zelle. In der
Natur kommt ausschliefdlich die L,L-Form vor. Die zwei strukturellen Charakteristika des
Glutathionmolekils, seine y-Glutamyl-Bindung und die Thiolgruppe, determinieren seine
intrazellulare Stabilitét und seine zelluldren Funktionen. GSH geht durch reversible Oxidation
in Glutathiondisulfid (GSSG) Uber und stellt dadurch ein Puffersystem fur das Redoxmilieu
einer Zelle dar. Das Thiol-Disulfid Gleichgewicht innerhalb der Zelle reguliert verschiedenste
zelluldre Prozesse, hierzu zdhlen die Aktivitdten von Enzymen und Transportproteinen und
die Expression von Genen durch Modulation redox-sensitiver Transkriptionsfaktoren. Fur die
Konformation von Proteinen essentielle Thiol-Gruppen werden durch GSH geschiitzt bzw.
durch  Reduktion, katalysiet von Glutathion-transhydrogenasen (EC 1.8.5.1),
wiederhergestellt. Ebenso werden Peroxide und Radikale unter Katalyse der Selen-haltigen
Glutathionperoxidase (EC 1.11.1.9) und verschiedener Glutathion-S-tranferasen (EC 2.5.1.18)
reduziert und entgiftet. Durch die NADPH-abhangige, Flavin-haltige Glutathionreduktase
(EC 1.6.4.2) wird GSSG wieder zu GSH reduziert. Die Entgiftung elektrophiler Fremdstoffe
durch  Eliminierung als mest wasserlodliche,  nichttoxische — S-substituierte
Acetylcysteinderivate wird durch Glutathion-S-transferasen (EC 2.5.1.18) eingeleitet. Diese
katalysieren die nukleophile Reaktion der Thiolgruppe des Glutathions mit einer ganzen
Anzahl von Verbindungen, die elektrophile Zentren aufweisen. Obwohl diese Reaktion
einerseits der Entgiftung zahlreicher Xenobiotika dient, wirken andererseits manche GSH-
Konjugate entweder direkt oder nach Abbau zum L-Cysteinylderivat, nach Abspaltung von L-
Glutaminsaure und Glycin, toxisch [4]. Eine wichtige Rolle spielt GSH auch als Cofaktor bei
der Biosynthese von Leukotrienen. Neuere Untersuchungen spekulieren Uber eine Funktion
des Glutathions bei Neurotransmission im Zentralnervensystem [5], entweder als Ligand von
synaptischen Rezeptorproteinen oder durch Modulation der Spezifitét und Erregbarkeit von

Rezeptorproteinen Uber redoxsensitive, Thiolgruppen-haltige Domanen dieser Rezeptoren.



2.2 Transport von Glutathion

Der von A. Meister aufgeklarte y-Glutamyl-Zyklus ermdglicht Gber Synthese und Abbau von
GSH den energiegetriebenen Transport von Aminosauren und niedermolekularen Peptiden in
die Zelle [6]. GSH wird durch enzymatische Verknipfung der Aminosauren L-Glutaminsaure
und L-Cystein durch das Enzym y-Glutamylcystein-Synthetase (EC 6.3.2.2) und die
darauffolgende Kondensation mit Glycin durch Glutathionsynthetase (EC 6.3.2.3)
synthetisiert. Bei beiden Schritten wird die nétige freie Enthalpie durch gekoppelte Hydrolyse
von Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen. Die ungewd6hnliche Verknipfung des
aminoterminalen L-Glutamat Uber die y-Carboxylgruppe verletht dem Tripeptid eine hohe
Stabilitét gegen Hydrolyse durch intrazelluldre Peptidasen. Extrazelluléres GSH wird durch
das auf der AulRenseite der Zellmembran lokalisierte Enzym y-Glutamyl-transpeptidase (EC
2.3.2.2) gespalten, welches die y-Glutamylgruppe auf eine andere (externe) Aminosaure
Ubertragt. Die neugebildete y-Glutamylaminosdure kann ebenso wie das verbliebene
Cysteinylglycin-Dipeptid von der Zelle aufgenommen werden und wird dort durch y-
Glutamyl-cyclotransferase in die entsprechende Aminosaure und 5-Oxo-L-prolin gespalten.
Die Hydrolyse von 5-Oxo-L-prolin zu L-Glutamat durch 5-Oxo-prolinase ist wiederum ATP-
abhangig.

Zelle E xtrazelluléraum

GS S——
T =1 L »losm]
GSH [ —
y-Glu-Cys - —
y-GCS K A A

\ K— Dipeptidasen €——§=——
=
* =
5-Oxoprolinase & f—

e f =

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des y-Glutamylcylcus nach Meister et al [6]. y-GCS: y-
Glutamylcysteinyl-Synthetase, GS: Glutathion-Synthetase, y-GT: y-Glutamyl-Transpeptidase, y-
GCT: y-Glutamyl-Cyclotransferase, AS: Aminosaure
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Waéhrend die intrazelluléren GSH-Konzentrationen in Saugerzellen im millimolaren Bereich
liegen (0,5-10 mM), finden sich im Blutplasma micromolare Konzentrationen. Eine markante
Erhéhung der GSH-Plasmaspiegel wird erzielt durch intraventse Gabe von Inhibitoren der y-
Glutamyl-transpeptidase in Tieren [7] und wurde ebenso im Fall eines Defekts dieses Enzyms
iIm Menschen festgestellt [8]. Zusammen mit dem Befund einer Erniedrigung der GSH-
Plasmaspiegel nach Gabe von Inhibitoren der GSH-Synthese in Nagern [4] deuten diese
Studien daraufhin, dal3 es einen hohen Umsatz von GSH im Blutkreislauf gibt, und dal3 GSH
in Form der Produkte der Spaltung durch y-Glutamyl-transpeptidase aufgenommen wird. Die
Hauptquelle des GSH im Plasma ist die Leber, auf bereits bekannte Transportproteine in den
verschiedenen Zdltypen der Leber wird nachfolgend noch genauer eingegangen. Alle
Zelltypen, welche eine hohe y-Glutamyl-transpeptidase-Aktivitéa aufweisen, kénnen somit
GSH, bzw. die nach Spaltung durch y-Glutamyl-transpeptidase entstehenden einzelnen
Aminosauren und y-Glutamyl-Aminosaure-konjugate aus dem Blut verwerten. Ein groRer Tell
des in das Plasma exportierten GSH wird von den Nieren verbraucht, diese sind ebenso wie
die Leber Ort vieler Entgiftungsreaktionen.

Unter normalen, physiologischen Bedingungen liegt innerhalb einer Zelle tUber 99 % des
Gesamt-Glutathions als reduzierte Form mit freier Thiolgruppe (GSH) vor, der Rest als
oxidiertes Disulfid GSSG, im Plasma betrégt der Anteil von GSH Uber 90 % [9]. Dieses
Verhdtnis ist unter Bedingungen von oxidativem Stref3 zu hoheren Anteillen von GSSG
verschoben. Da GSSG im UberschuR3 selbst Thiolgruppen oxidieren und somit schadlich fiir
viele zelluldre Funktionen und Proteine wirken kann, existiert in einigen Zelltypen ein ATP-
abhangiger Exportmechanismus fir GSSG, am besten charakterisiert in Erythrozyten [10],
dem Epithel der Linse [11] und in Hepatozyten [12]. Insbesondere Erythrozyten benétigen
hohe Spiegel an GSH um das bel Oxidation des Eisenatoms des Hamoglobins entstehende
Superoxid zu entgiften. Die Hauptexportform ist in Sdugerzellen jedoch GSH, dieser
Mechanismus dient dem Austausch und Transport von L-Cystein bzw. des Schwefels
zwischen Organen und ZdlItypen. Fir viele Stoffwechselschritte, unter anderem auch fur die
Synthese von GSH, ist L-Cystein die limitierenden Aminosdure. L-Cystein selbst ist in hohen
(millimolaren) Konzentrationen toxisch und empfindlich gegeniiber Autooxidation, es wird
daher als GSH oder weniger reaktives Disulfid Cystin zwischen Organen und Zellen
transportiert Innerhalb der Zelle hat GSH auch die Funktion einer stabilen Speicherform fur
L-Cystein [4].



Galle Plasma
Nieren
Gallentrakt «——— | Leber | | Lunge
GSH andere Organe
quTolyse A Hydrolyse
AW y Lymphozyten
Darm ........... » Cys 1 > CyS ----- > H|rn'md0the|
Neurone
Erythrozyten

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der zentralen Rolle der Leber fur die
Interorganhomdostase von Glutathion und L-Cystein. Die Leber exportiert GSH in die
Gallenflissigkeit und in den Blutkreislauf, dartberhinaus dienen die Hydrolyseprodukte der
Versorgung anderer Zelltypen mit Cystein.

Es sind bisang zwei plasmamembranstandige vermeintliche GSH-Transportproteine in
Hepatozyten beschrieben [13; 14], die sich beziglich ihrer Lokalisation hinsichtlich der
Polaritédt der Leberzelle, ihrer Kinetik und der Inhibition durch verschiedene GSH- und
Cystein-Analoga unterscheiden. Die Sequenzanalyse von aufgereinigter mRNA, welche die
Expression dieser GSH-Transport-assozierten Polypeptide in Xenopus laevis Eizellen
vermittelt, ergab elne hohe Homologie zwischen beiden Proteinen und ein Hydropathiemuster
ahnlich dem integraler Membranproteine, aber keine Homologien zu anderen, bekannten
(Membran)Proteinen. Auf Transkriptionsebene konnte die mRNA des basolateralen
(sinusoidalen) vermeintlichen GSH-Transporters ausschliefdlich in der Leber nachgewiesen
werden, wogegen das Transkript des apical lokalisierten (canalicularen) vermeintlichen GSH-
Transporters in vielen Gewebetypen gefunden wurde. Dies erscheint insofern plausibel, da der
sinusoidale GSH-Export der Leber wesentlich den GSH-Plasmaspiegel des Blutes aufrecht
erhdlt. Ein GSH-Transport Uber Plasmamembranen ist ebenso im Epithel der Niere,
alveolaren Zelen, dem Bluthirnschrankenendothel [15] und im Epithe der Linse [16]
beobachtet worden. Die Funktion solcher Transporter wére in der Aufnahme von GSH aus
dem Plasma (micromolare Konzentrationen) in die Zelle (millimolare Konzentrationen) zu
vermuten. Jedoch ist bislang noch kein solches GSH-spezifisches Transportprotein molekular

bzw. biochemisch identifiziert worden. Es bleibt also die Méglichkeit offen, dald ein Transport
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von GSH durch Membranproteinkomplexe bewerkstelligt wird, die aus Untereinheiten

bekannter Transporter zusammengesetzt sind. Deren Spezifitdt wirde durch unterschiedliche

Komposition solcher Untereinheiten reguliert. Eine GSH-Transport-vermittelnde mRNA

Spezies konnte demnach fur eine bislang nicht bekannte Untereinheit eines anderen,

multifunktionellen Transporters kodieren.

Fur dieintrazellulare Glutathionhomdostase gilt, dal eine Reihe von biochemischen Befunden

[17], insbesondere die deutlich verschiedenen Halbwertszeiten von mitochondrialem und

cytosolischem Glutathion [18], die Existenz eines separaten mitochondrialen Glutathionpools

nahelegen. Mit Hinblick auf oxidativen Stref3 besonders bedeutsam kénnte ein mitochondrial
lokalisierter GSH-Transporter sein, der ebenfalls aufgrund von mRNA-Expressionsstudien an

Xenopus laevis Oocyten vermutet wird [19; 20]. Funktionell wurde dieser Transport bislang

an Mitochondrien ausder Leber [21][19] und aus der Niere [22; 23] charakterisiert.

Kinetische und  pharmakologische Daten ergeben en  von  bekannten,

plasmamembranstandigen GSH-Transportern abweichendes Bild. Ein solcher mitochondrialer

Glutathionvorrat hétte erhebliche Bedeutung fir die Verteidigung der gesamten Zelle gegen

oxidativen Stref3, da:

1. Mitochondrien zur Entgiftung der durch normale Respiration entstehenden, basalen
Mengen von reaktiven Sauerstoffspezies, insbesondere H,O, in hohem Mal%e von GSH
abhangen,

2. Mitochondrien (und somit die zelluldre ATP-Produktion) empfindlich gegen oxidativen
Stre3 sind und viele Toxine oder toxische Metaboliten die mitochondriale
Elektronentransportkette schadigen und so ein Ubermald an reaktiven Sauerstoffspezies
verursachen.

Dies gilt besonders fir Nervenzellen: Neurone haben eine vergleichsweise hohe Rate an

oxidativem Stoffwechsel und zahlreiche Studien belegen die Vulnerabilitdt von Neuronen

gegen experimentell herbeigefihrte Verminderung der zelluldren Glutathionspiegel in vitro
und in vivo. Innerhalb des Gehirns spielen Astrogliazellen eine wichtige Rolle bel der

Versorgung neuronaler Zellen mit GSH. Diese Zellen enthalten wesentlich mehr GSH und

hohere Aktivitdten der Enzyme des y-Glutamylzyklus bzw. der Glutathionsynthese als

Neuronen [24; 25]. Zudem kdnnen Nervenzellen extrazelluldres GSH und auch Cystin nur in

geringem Ausmal} verwerten, so dal3 sie hauptsachlich Vorstufen wie Cysteinyl-Glycin und

die einzenen Aminosauren aufnehmen, welche im Interstitium durch Hydrolyse von
astroglial exportiertem GSH entstehen [26]. Durch diesen Mechanismus werden wiederum
hohe Konzentrationen von L-Cystein vermieden, die insbesondere fir dopaminerge Neurone
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toxisch sind, da Zwischenstufen der Dopaminsynthese wie Semichinone Uber das
Schwefelatom des L-Cysteins toxische Addukte bilden kénnen [27].

- resynthese
cys || _yp
; e

Neuron

/
t

dipeptidasen GSH

synthese ad

Gliceelle

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Interaktion von Nervenzellen und Gliazellen bei
der Aufrechterhaltung neuronalen GSHs. Gliazellen exportieren GSH, nach Hydrolyse durch y-
Glutamyltransferase (yGT) und Dipeptidasen sind Neurone in der Lage, dipeptidische Vorstufen
und Aminosauren wiederaufzunehmen.

2.3 Oxidativer StrelR

2.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Die oxidative Phosphorylierung gewinnt Energie aus der Ubertragung von Wasserstoff auf
Sauerstoff. Die Enzyme der mitochondrialen Elektronentransportkette oxidieren
Reduktionsequivalente in Form von NADH und Succinat und bilden im letzten Schritt,
katalysiert durch Cytochrom-C-Oxidase (Komplex V), aus molekularem Sauerstoff in einer
Vierelektronenreduktion Wasser. Man schétzt, dal3 ca. 1,5 % der transportierten Elektronen
jedoch  von den mobilen Elektronenibertragermolekilen in der  inneren
Miochondrienmembran (Ubichinon, Cytochrom @) in Ein-Elektronen-
Ubertragungsreaktionen auf molekularen Sauerstoff gelangen (Gleichung 1) [28]. Dadurch
entsteht das Superoxid-Radikalanion, dieses ist der Ausgangspunkt fir eine ganze Reihe von
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Radikal-Uberstragungs-und Oxidationsreaktionen, die weitere reaktive Sauerstoffspezies
(engl. reactive oxygen species, ROS) hervorbringen [29]:

1) O,+1le - 0,

2) «O; ++0; +2H" - H,0,+ 0,

) Fe?" ++0, +2H" - Fe® + H,0,

(4) Fe?" + H,0, - Fe® +«OH + OH’
®) Fe*" ++0, - Fe*' +0,

©6) *NO ++0; - ONOO'

Das Superoxid-Radikalanion 0, ist bel physiologischem pH-Wert wenig reaktiv, zudem ist

seine Diffuson durch lipophile Membranen innerhalb der Zelle infolge der Ladung des
Moleklls sehr eingeschrankt. Hinzu kommt, da3 es sehr schnell spontan oder
enzymkatalysiert durch Superoxid-Dismutasen nach Gleichung (2) disproportioniert, so daf3
seine direkte Toxizitét auf die unmittelbare zelluldre Umgebung seiner Entstehung beschrankt
bleibt [30].

Wasserstoffperoxid H,O, weist kein einfach besetztes Molekilorbital auf, ist also kein
Radikal im Sinne der Definition, kann jedoch eine Vielzahl biologischer Verbindungen
oxidieren und ist as ungeladenes Molekil vergleichsweise gut membrangangig. Daher wird
es ebenfalls in der Bezeichnung , reaktive Sauerstoffspezies’ eingeschlossen. Unter Katalyse
von Ubergangsmetallkationen kann Wasserstoffperoxid heterolytisch in ein Hydroxylanion
und ein Hydroxylradikal gespalten werden, im Falle von zweiwertigem Eisen spricht man von
der ,, Fenton-Reaktion” [31].

Das Hydroxylradikal *OH ist das bel weitem reaktivste Molekil dieser Reihe. <OH
diffundiert in der Umgebung einer Zelle nur wenige Molekildurchmesser weit, bevor es eine
Reaktion eingeht, die haufig in der Abstraktion eines Wasserstoffradikals oder der Oxidation
einer Doppelbindung besteht [32]. Da viele biologischen Makromolekile, d.h. DNA,
Proteine, membranstandige Lipide, bei physiologischem pH negativ geladene Gruppen tragen,
an denen wiederum Metallkationen komplexiert vorliegen, findet oft die Zersetzung des
Wasserstoffperoxids und die darauffolgende Reaktion des Hydroxylradikals am selben Ort
innerhalb der Zelle statt, sog. ,, Site specific reactions’ [33].
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Stickstoffmonooxid *NO ebenfalls ein Radikal, ist als Botenstoff an zahlreichen wichtigen
physiologischen Funktionen beteiligt. Dazu z&hlen Modulation des Geféltonus durch
Regulation der Kontraktion endothelialer Muskelzellen, transsynaptische Regulation
komplexer Nervenzellfunktion wie synaptischer Plastizitdt und Langzeitpotenzierung sowie
die Phagozytierung von Fremdorganismen durch aktivierte Makrophagen [34; 35]. Im
Gegensatz zu anderen reaktiven Sauerstoffspezies wird es durch en spezieles
Syntheseenzym, Stickstoffmonooxid-Synthase, aus der Aminosaure Arginin unter Entstehung
von Citrullin gebildet. Von diesem Enzym existieren gewebsspezifische Isoformen. Seine
Funktionen als Botenstoff kann Stickstoffmonooxid austiben, weil es als ungel adenes Mol ekl
gut durch Membranen diffundieren kann. Bei der Immunantwort bildet es zusammen mit
Superoxid, welches z. B. ebenfalls von aktivierten Makrophagen erzeugt wird, Peroxynitrit

ONOO (Gleichung 6) [36]. Nach Protonierung kann dieses Molekil leicht homolytisch in

Stickstoffdiooxid und ein Hydroxylradikal gespalten werden. Diese somit hochtoxische
Verbindung wird auch in vidlen pathologischen Prozessen, vor allem bei Betelligung des
Immunsystems (Autoimmunerkrankungen, septischer Schock) als zentrale Komponente einer
oxidativen Zelschadigung vermutet. Prinzipiell kann dies aus einer Uberaktivitat einer
Stickstoffmonooxid-Synthase oder einer exzessiven Bildung von Superoxid herrthren, in
vielen Erklarungsmodellen von Erregungstoxizitét in Neuronen oder Uberschief3enden
Entziindungsreaktionen werden beide M echanismen al's synergistisch wirkend angesehen.

Neben den Enzymkomplexen der mitochondrialen Atmungskette und den verschiedenen
Stickstoffmonooxid-synthetiserenden Enzymen existieren im Organismus noch weitere
Quellen reaktiver Sauerstoffspezies. Zu nennen sind hier metabolischen Schritte unter
Beteiligung von Oxidasen wie Xanthin-Oxidase, Cytochrom-P450-Oxidasen und NADPH-
Oxidasen. Fur catecholaminerge Neuronen insbesondere bedeutsam konnte das Enzym
Monoamin-Oxidase sein. Es katalysiert die oxidative Desaminierung primérer Amine zu
Aldehyden, dabel wird aus Sauerstoff in einer Zweiel ektronen-Reduktion Wasserstoffperoxid
gebildet. Wie bereits erwahnt, ist Wasserstoffperoxid in der Lage, durch Membranen zu
diffundieren, zusammen mit der Lokalisation des Enzyms in der aul3eren
Mitochondrienmembran wird dieses Enzym als eine Ursache fir die besondere Vulnerabilitét

bestimmter dopaminerger Neuronen vermutet.

2.3.2 Toxizitat reaktiver Sauerstoffspezies

Die chemische Natur eines radikalischen Molekils oder Atoms ist sein starkes Bestreben, das

ungepaarte, einzelne Elektron in ein zweifach besetztes Orbital zu Gberfihren. Diese hohe und
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dadurch unselektive Reaktivitdt macht ein Radikal ungeachtet seiner sonstigen Struktur zu
einem zwangsaufig schadlichen Tellchen innerhalb eines komplexen und in hohem Mal3e
untereinander verknupften Systems wie dem der Iebenden Zelle. Man kennt heute einige der
Reaktionen und Reaktionsprodukte, die zwischen Zelbestandteilen und reaktiven
Sauerstoffspezies ablaufen. Das Grundgertst aller Biomembranen wird aus Ketten (mehrfach)
ungeséttigter Fettsduren aufgebaut, sie sind haufig Reaktionspartner von ungeladenen
Molekulen wie *OH und H,O,. Der erste Schritt ist die Abstraktion eines Wasserstoffradikals
oder die Oxidation/Epoxidierung einer Doppelbindung der Fettsaurekette. Weitere Reaktionen
bilden dann Alkyl/Alkenradikale und radikalische Peroxide, am Ende dieses oxidativen
radikalischen Abbaus der Fettsaurekette stehen kurzkettige, z.T. bifunktionelle Aldehyde wie
Malondialdehyd. Der Verlust von Doppebindungen in der Fettsdurekette eines
Membranlipids bedingt einen Anstieg des Schmelzpunktes und somit einen Verlust der
Fluiditdt der Membran, welche Bedingung fur nahezu alle Austauschprozesse zwischen
Zellen und Kompartimenten innerhalb einer Zelle ist. Weiterhin kénnen auch reaktive
Produkte der Lipidperoxidation Zellschdden nach sich ziehen, insbesondere Aldehyde wie das
Zwischenprodukt 4-Hydroxynonenal sind in der Lage, Amino- oder Thiol-Gruppen von
Proteinen zu alkylieren und zu oxidieren mit der Folge des Verlusts der Konformation oder
Aktivitét des betreffenden Proteins. Schaden an der Peptidkette von Strukturproteinen oder
Enzymen konnen ebenso von reaktiven Sauerstoffspezies direkt verursacht werden. Primére
Oxidation vor alem durch «OH kann weiterhin Punktmutationen der DNA erzeugen und auch
die Struktur der DNA-Doppehdix veréndern. Die Folge sind Funktionsverlust oder volliges
Fehlen der Genprodukte. Wenn das Ausmal3 der Schaden eine bestimmte Grenze, im Falle der
DNA z.B. die Kapazitét von Reparaturenzymen im Zellkern, Uberschreitet, so l6sen viele
Zelltypen Apoptose aus. Dieser programmierte Zelltod entspricht einem kontrollierten
Selbstabbauprozess, der entziindliche Reaktionen im Gewebe vermeiden soll. Es sind
unzahlige Stimuli fur Apoptose in den verschiedensten Zelltypen beschrieben, neben der
Akkumulation von Reaktionsprodukten reaktiver Sauerstoffspezies wird auch ene direkte
Interaktion von redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren mit reaktiven Sauerstoffspezies als

Ausldser von Apoptose diskutiert.

2.3.3 Antioxidative Verteidigungsmechanismen

Eukaryontische Zellen haben eine Reihe von antioxidativen Schutzmechanismen gegen die
toxische Nebenprodukte des aeroben Stoffwechsels entwickelt. Zum einen sind dies Enzyme,
welche detoxifizierende Reaktionen reaktiver Sauerstoffspezies katalysieren, zum anderen
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niedermolekulare Antioxidantien, welche direkt mit reaktiven Sauerstoffspezies reagieren.
Superoxid-Dismutasen katalysieren die Disproportionierung zweler Superoxidradikale nach
Gleichung (2). Diese Enzyme finden sich evolutiondr konserviert in alen eukaryontischen
Zellen, was die Notwendigkeit der Neutralisierung von Superoxid fur aerobes Leben belegt.
Neben einer cytosolischen Isoform, die ein Kupfer- und en Zink-Atom im aktiven Zentrum
tragt, existiert eine in der mitochondrialen Matrix lokalisierte 1soform, welche ein Mangan-
Atom im katalytischen Zentrum aufweist. Das bei der Reaktion (Gleichung 2) anfallende
Wasserstoffperoxid kann durch zwei Enzyme entgiftet werden: Glutathion-Peroxidasen
(GPX) und Katalase. Ergtere katalysieren die Reduktion von Peroxiden zu Wasser bzw.
Alkoholen unter Oxidation von zwel Molekilen reduziertem Glutathion (GSH) zu einem
Molekul oxidiertem Glutathiondisulfid (GSSG). Die Regeneration des oxidierten Glutathions
geschieht, wie bereits erwadhnt, durch Glutathion-Reduktase unter Verbrauch von NADPH.
Eine Isoform der Glutathion-Peroxidase mit einer Préferenz fur wasserlosliche Peroxide,
insbesondere H,O,, wurde bisdang in alen Zellkompartimenten nachgewiesen, daneben
existieren aber noch weitere Isoformen unter anderem in Phospholipidmembranen. Katalase
katalysiert ausschliefdlich die Disproportionierung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und
Sauerstoff. Dieses Enzym ist hauptsachlich in Peroxisomen gefunden worden, in diesen
Zellorganellen findet auch ein Grof3tell der [3-Oxidation von Fettsauren statt. Auch
Mitochondrien bauen oxidativ Fettsduren ab, dort wurde jedoch in geringerem Ausmald
Katalase-Aktivitat nachgewiesen. FUr die Detoxifikation von Peroxiden in Cytosol und
Mitochondrien scheinen daher Glutathion-Peroxidasen und Glutathion das bedeutsamste
Enzymsystem zu sain.

Neben diesen Enzymsystemen existieren eine Relhe niedermolekularen Antioxidantien:
Ascorbat und a-Tocopherol, weiterhin [(-Carotinoide, Thioctsdure, Flavenoide sowie
Metaboliten wie Harnsdure und Bilirubin. Wahrend Thioctsdure eine intramolekulare
Disulfidbrticke aushilden kann, beruht die Schutzwirkung der Ubrigen Substanzen auf ihrem
Vermogen, ein nach Oxidation durch ein Radikal verbliebenes einzelnes Elektron in einem
System konjugierter TeElektronen mesomeriestabilisieren zu konnen So wirkt das lipophile a-
Tocopherol (Vitamin E) gleichsam as Kettenabbruchsreagenz der Lipidperoxidation von
Membranen, an der Grenzschicht zur walrigen Phase kann es durch Ascorbat (Vitamin C)

regeneriert werden.

2.4 Neurodegeneration
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Das Gehirn verbraucht im Ruhezustand etwa 20 % des aufgenommenen Sauerstoffs eines
Erwachsenen, obwohl es nur ca. 2 % des Koérpergewichts ausmacht. Das Hirngewebe und
insbesondere Nervenzellen zeichnen sich also gegenlber anderen Organen und Zelltypen
durch eine hohe Respirationsgeschwindigkeit aus und sind daher sehr empfindlich gegentber
Schwankungen des Sauerstoffpartialdrucks und Glukosespiegels des Blutes. Diese hohe Rate
an oxidativem Metabolismus bedeutet einerseits ein hohes basales Niveau an reaktiven
Sauerstoffspezies wie auch einen entsprechenden Bedarf an Verteidigungsmechanismen wie
antioxidativ wirkenden Molekilen und Enzymen und eine besondere V ulnerabilitét gegentber
einem Mangel oder Nichtfunktionieren solcher Schutzfunktionen. Gerét das Verhaltnis von
reaktiven Sauerstoffspezies und zdlularen Verteidigungsmechanismen aus dem
Gleichgewicht des Normalzustands, resultiert eine vermehrte Schédigung von
Zellbestandteilen durch reaktive Sauerstoffspezies. oxidativer Stref3. Es gibt zahlreiche Belege
fur das Auftreten von oxidativem Stref3 bei einer Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen
[37]. Diese Vielzahl solch unterschiedlicher Erkrankungen mit verschiedenen betroffenen
Nervenzellpopulationen schliefdt jedoch gleichzeitig oxidativen Stref3 als einzige oder priméare

Ursache aus. Beispiele hierfir sind:
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_ Betroffene Epidemiologie / Belege fur
Krankheit _ _ o
Zellpopulationen Genetik oxidativen Strel3
DNA-Schadigung: 8-
] Autosomal-dominante Hydroxy-2-
y-Aminobuttersaure- _ )
. Vererbung einer deoxyguanosin
Huntingtonsche (GABA)-erge _ _
o Polyglutaminrepeat- (80OHdG) [38], Protein-
Erkrankung Projektionsneurone des _
. Expansion des und
Striatums o S
Huntingtin-Gens Lipidoxidationsprodukte
[39; 40]
Glutathionspiegel
vermindert,
) . ] Lipidperoxidation,
Parkinsonsche Dopaminerge Neurone Sporadische Form: Uber .
o ) gesteigerter
Erkrankung der Substantia nigra 60 %, polygenetisch ? ]
Eisengehalt, DNA-
Schadigung (8-OHdG)
[41; 42]
(u.a.) Neurone der o o
) Lipidperoxidationsprodu
Basalganglien, des o
. . ] kte, oxidative
Multisystematrohpie | Cerebellums und des Sporadisch, o
_ ) Modifikation von
(MSA) Ruckenmarks. Gliose polygenetisch ? _
o B ) Proteinaggraten
mit Einschlissen in )
) (Einschlusse) [43; 44]
Oligodendrocyten
Atrophie der . DNA-Schadigung (80OH-
o Autosomal-rezessive
Kleinhirnrinde, der . dG), Stbrung der
i i . ] Vererbung einer GAA- . .
Friedreichs Ataxie Pyramidenbahn und . mitochondrialen
) Repeatexpansion des )
spino-zerebellarer ) Eisenhomdoostase [45;
Frataxin-Gens
Bahnen 46]

Tabelle 2-1: Einige neuronale Erkrankungen mir unterschiedlichen, betroffenen
Zellpopulationen unter Auftreten von oxidativem Stress.

Neuere Erkenntnisse Uber den spezifischen Metabolismus und die unterschiedlichen
Genexpressionsmuster solcher Nervenzel lpopulationen und Hirngebiete weisen auf genetische
Faktoren (Mutationen) als Determinanten fir die sdektive Schadigung bestimmter
Nervenzelltypen in den jeweiligen Krankheitsbildern hin. Gleichwohl wird oxidativer Stref3
als wichtiger Faktor in der Pathogenese vieler degenerativer Krankheiten angesehen, sa es
as den Zdluntergang auslésendes oder férderndes Moment. Ein wichtiges Konzept fir

Prozesse, welche die molekulare und zelluldre Grundlage von Neurodegeneration bilden, ist
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das der Erregungs — oder auch Exzitotoxizitét. Sie wird verursacht durch eine anhaltende
Depolarisation der Membran eines postsynaptischen Neurons infolge Uberaktivierung von N-
methyl-D-aspartat(NMDA)-Rezeptoren fur Neurotransmitter wie L-Glutamat. Darauf folgt
ein vermehrter Einstrom von Natrium- und Chlorid-lonen in die Zelle und schlief3dlich eine
Schwellung durch Wassereinstrom. Diese gestdrte lonenhomoostase verursacht einen
Einstrom von Calciumionen und Entleerung intrazelluldrer Calciumspeicher und daher einen
Anstieg auch der Ca®* Konzentration. Vide Enzyme, welche Abbauresktionen von
Zellbestandteilen katalysieren und im Ubermal’ schédliche Metaboliten produzieren, sind in
ihrer Aktivitét Calcium-abhangig. So z. B. Stickstoffmonooxid-Synthase, Phospholipasen,
Xanthin-Oxidase, Endonukleasen und Proteasen. Mitochondrien sind empfindlich gegen
Veranderungen des intrazelluléren Calciumspiegels, auch hier ist eine Membrandepolarisation
das Resultat. Die Schadenskaskade hat die Charakteristika eines sich selbst verstérkenden
Circulus vitiosus, weil der Abfall der mitochondrialen ATP-Produktion zur Energieverarmung
und weiterer Membrandepolarisation der Zelle fuhrtt. Welterhin hat eine  Schédigung der
Enzyme der mitochondrialen Elektronentransportkette, die z. T. aufgrund ihrer Eisen-
Schwefel-Cluster-Untereinheiten sehr anféllig gegen eine Verdanderung des Redoxniveaus und
der Membranstrukur sind, eine weitere Generierung reaktiver Sauerstoffspezies zufolge.
Konnen namlich die am Ende der Elektronentransportkette stehenden Enzyme, Komplex 111
(Cytochrom C Reduktase) und Komplex 1V (Cytochrom C Oxidase) nicht mehr ihre Funktion
ausiiben, so kommt es zu einer deutlich erhdhten Konzentration und Verwellzeit reduzierter
Elektronencarrier-molekile wie Ubichinol in der Membran und zu ener vermehrten
Ubertragung dieser Elektronen auf molekularen Sauerstoff, d. h. zur Bildung von Superoxid

«0; mit allen Folgereaktionen die in Abschnitt 2.3 dargestellt sind. Im Falle von

Exzitotoxizitdt sind reaktive Sauerstoffspezies demzufolge mehr eine Wirkung as Ursache
von Neurodegeneration. Die mitochondriale Schédigung kann durch zu hohe Konzentration
von Neurotransmittern im synaptischen Spalt, z.B. bei cerebraler Ischamie oder Neurotrauma,
durch Verdnderungen des NMDA-Rezeptors selbst oder auch durch Energiemangel des
Neurons infolge gesteigerter metabolischer Anforderungen oder eines Stoffwechseldefekts
ausgel ost werden.

Solche Szenarien der Energieverarmung von Nervenzellen sind jedoch auch ohne den
Audoser der Uberaktivierung eines Rezeptors denkbar. Ein Beispie dafur ist die
Parkinsonsche Erkrankung, die durch einen selektiven Verlust melaninhaltiger, dopaminerger
Neurone in der Substantia nigra pars compacta charakterisiert ist. Die Parkinsonsche
Erkrankung ist die haufigste neurologische Erkrankung im Alter, sie betrifft Gber 1 % aller
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Menschen dlter als 55 Jahre. Es gilt as gesichert, dal3 oxidativer Stref3 eine wichtige Rolle in
der Entstehung und Verlauf dieser Krankheit spielt. Untersuchungen an post mortem Gewebe
von Patienten und an Tiermodellen der Parkinsonschen Krankheit haben in der Substantia
nigra erhdhte Konzentrationen von Lipidperoxidationsprodukten, Eisen und oxidative DNA-
Schaden nachgewiesen. Auch wurden in diesen und in Gewebe von Patienten mit einer
prasymptomati schen Form des Morbus Parkinson, der sog. incidental Lewy body disease, ein
verminderter Gehalt an GSH in den betroffenen Hirnarealen ermittelt [47; 48]. Weiterhin
wurde im Gewebe der Substantia nigra wie auch in Lymphozyten von Parkinson-Patienten
eine veringerte Aktivitdt des Komplex | der mitochondrialen Elektronentransportkette
gemessen [49; 50]. Die Minderfunktion dieses mitochondrialen Enzyms wird, wie das
gesamte mitochondriale Genom, maternal vererbt [51]. Dieser Vererbungsmechanismus wére
mit der nicht-mendelschen Epidemiologie des Grofdteills der Parkinson Erkrankungen
vereinbar. Dagegen konnte in einigen Fallen von familidrem Parkinson eine autosomal
dominante Vererbung einer Mutation des a-Synuclein Gens identifiziert werden [52], welche
in Tiermodellen eine entsprechende Nervenzelldegeneration und motorische Symptome
hervorruft [53]. Mehrere mogliche Entstehungswege, die zu diesen pathologischen
Veranderungen fuhren, werden diskutiert:
Eine Verminderung der Fahigkeit der dopaminergen Neuronen, reaktive Sauerstoffspezies
zu entgiften, durch einen genetisch oder anders bedingten Defekt in eéinem der Enzyme
des Glutathionsystems oder der Entgiftungsmechanismen. Fur diesen Ansatz spricht vor
allem, dal? die Verminderung des nigralen GSH friher als die Ubrigen der festgestellten
biochemischen Veranderungen auftritt [48].
Eine gesteigerte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies. Dies kann durch einen Defekt
in ener der in 2.3.1 genannten physiologischen Quellen reaktiver Sauerstoffspezies, in
erster Linie Mitochondrien, verursacht sein.
Zusammen mit vielen anderen Erklarungsansdtzen, z.B. chronisch verlaufenden
Entziindungsprozessen, wirden solche Vorgange sich natdrlich gegenseitig schnell
verstarken, so dal3 es anhand der post mortem erhobenen Daten schwierig ist, zu beurteilen,

welches Moment in der Entstehung von Zelluntergang in dieser Krankheit Uberwiegt.

2.4.1 Mitochondrien

Vieles deutet jedoch darauf hin, dal3 den Mitochondrien innerhalb der Zelle entscheidende
Bedeutung zukommt. Zum einen fuhrt eine mitochondriale Dysfunktion zu oxidativem Stref3,

da vide Reaktionen wie die der Glutathionsynthese und die Homdostase von lonen wie
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Calcium, ATP-abhéngig sind. Zum anderen sind Mitochondrien selbst empfindliche Ziele von
reaktiven Sauerstoffspezies. Eine Schéadigung der Enzyme der mitochondrialen
Elektronentransportkette kann wie bereits erwahnt die Entstehung weiterer Radikale
begungtigen, zumindest jedoch die ATP-Produktion vermindern. Die mitochondriale DNA,
welche fur Teile der mitochondrialen Atmungsenzyme codiert, ist aufgrund der raumlichen
Né&he und des Fehlens von Histonproteinen und Introns [54] besonders anfallig gegentiber
reaktiven Sauerstoffspezies. Vergle chende Untersuchungen von Mitochondrien aus der Leber
und dem Gehirn der Ratte haben erwiesen, dal’ diese Organellen aus dem Gehirn grofiere
Antelle von infolge oxidativen Stref3 geschadigter DNA enthalten, als Mitochondrien aus
Lebergewebe [55]. Die erhohte Belastung von Mitochondrien durch oxidativen Stref3 im
Vergleich zur gesamten Zelle spiegelt sich ebenfalls in Parametern wie der Ratio von
oxidiertem Glutathion (GSSG) zum gesamten Glutathion [56], dem Antell oxidierter
Nukleotide der DNA [57] und auch Veranderung der Membranlipidkomposition wider [58].
Diese Faktoren konnen auf transkriptioneller Ebene, auf Ebene der Enzymaktivitéten und auf
struktureller Ebene der Mitochondrien synergistisch oder nacheinander zu einem
Funktionsverlust fuhren. Interessanterwei se hemmt das selektive, dopaminerge Neurotoxin 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) bzw. sein aktiver Metabolit 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP") den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette. Diese Substanz
wird durch einen Monoamintransporter in dopaminerge Neurone aufgenommen und 10st
durch die selektive Zerstérung der dopaminergen Neurone der Substantia nigra in Mensch
und Primaten ein Parkinsonsyndrom aus. Im Tierversuch kann die dopaminerge Toxizitét von
MPP" durch zuvor herbeigefiihrte Minderung der GSH-Spiegel verstarkt werden [59]. Dies
gilt ebenso fur eine ganze Reithe von dopaminergen und mitochondrialen Toxinen, deren
Wirkung auf Zelkulturebene durch Antioxidantien abgeschwacht und durch GSH-
Verminderung verstarkt werden kann.

2.4.2 Alterungsprozesse

Eine wesentliche Rolle scheinen auch Alterungsprozesse einzunehmen, da nahezu alle
neurologischen Erkrankungen mit zunehmendem Alter gehduft auftreten. Es ist aullerdem
erwiesen, dal3 durch oxidativen Stref3 verursachte zellulére Schaden sich im Alter
akkumulieren, dies ist insbesondere auch fir mitochondriale DNA gezeigt [60]. Umgekehrt
nimmt sowohl die Konzentration an GSH als auch die Aktivitdt einer Relhe von
antioxidativen Schutzenzymen mit dem Alter in vielen Spezies ab [61; 62]. Die motorischen

Symptome der Parkinsonschen Krankheit treten aber erst auf, wenn der Zelverlust in der
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Substantia nigra ein bestimmtes Mal3 (ca. 40-50 %) erreicht hat. Eine Hypothese ist, dal3 die
normalen Alterungsprozesse und damit der Zelluntergang der dopaminergen Neuronen bei
Morbus Parkinson akut oder chronisch beschleunigt ist und so Patienten mit dieser
Erkrankung den auslésenden Schwellenwert des Zellverlustes wahrend ihrer Lebenszeit
erreichen. Die besondere Vulnerabilitét dopaminerger, melaninhaltiger Neurone erklart sich
maoglicherweise aus ihrem spezifischen Metabolismus, dessen chinoide Zwischen- und
Nebenprodukte oxidativen Stref3 befordern konnen, ebenso wie eine Uberaktivitét des H,O,
generierenden  Enzyms Monoaminoxidase. Da bel einem beginnenden Zedlverlugt,
verblelbende Zellen das Auftreten von motorischen Symptomen durch gesteigerte
metabolische und neuronale Aktivitét ausgleichen, wird das Ausmal3 an oxidativem Stref3 fur
die verbleitbende Nervenzellpopulation weiter verstarkt.

Wahrscheinlich ist fur die idiopathische Form der Parkinsonschen Erkrankung eine
multifaktorielle Genese anzunehmen, zu der genetische Prédispositionen, schadigende

Umwelteinfltisse und mitochondriale Defekte beitragen kénnen.

2.5 Problemstellung

Da dem Glutathionsystem bel der Verteidigung von Zellen und insbesondere Nervenzellen
gegen oxidativen Strefd eine wichtige Rolle zukommt, sollte die Rolle der intrazelluléren
HomdOostase dieses endogenen Antioxidanz in neurodegenerativen Prozessen untersucht
werden. Erstes Zid war es, nach Etablierung geeigneter Fraktionierungsprozeduren
Glutathionspiegel von Mitochondrien in Zellkulturmodellen von neuronalem Zelltod
ausgel st durch oxidativen Stref3 zu bestimmen. Es sollte so Aufschlul® gewonnen werden, ob
eine intrazellulare Kompartimentierung vorliegt und von Bedeutung fir das Schicksal der
Zelle unter oxidativem Stref3 ist. Mitochondrien sind einerseits Hauptquelle von reaktiven
Sauerstoffspezies und andererseits Energieerzeuger innerhalb der Nervenzelen.
Mitochondrialer Funktionsverlust ist ein Charakteristikum vieler neurodegenerativer
Erkrankungen. Am Beispiel des Neurotoxins MPP", welches in vivo ein Parkinsonsyndrom
hervorruft, sollte geklart werden, ob oxidativer Stre3 und Glutathionverlust ene
wahrscheinliche Konsequenz mitochondrialer Dysfunktion sein kann oder in Umkehrung,
Mitochondrien erste Opfer ener  Glutathionmangelsituation  bzw.  gestorter
Glutathionhomdostase sind. Im Falle eindeutiger Hinwelse auf einen separaten und
regulierten mitochondrialen Glutathionpool in neuronalen Zellen, sollte die Existenz und
Kinetik eines mitochondrialen Glutathiontransports durch Messung der Glutathionaufnahme

an isolierten Mitochondrien aus neuronalen Zellkulturen oder Hirngewebe, ebenfalls unter
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Evaluation geeigneter Isolationsprozeduren, nachgewiesen und charakterisiert werden.
Schlief3lich sollte die neuroprotektive Wirkungsweise der Pharmaka Flupirtin und Retigabin
im Hinblick auf antioxidative oder die Glutathionhomd@ostase beeinflussende Komponenten

charakterisiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Soweit nicht anders erwdhnt waren alle verwendeten Chemikalien (Salze, Puffer, Reagentien)
und Losungsmittel vom Reinheitsgrad zur Analyse (p.A.) und wurden von den Anbietern
Sigma/Aldrich/Fluka (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva
(Heidelberg), = Amersham-Pharmacia  (Frelburg), Biorad  (Miunchen)  bezogen.
Fluoreszenzfarbstoffe, Kits und Radiochemikalien sind im Rahmen der entsprechenden
Protokolle vermerkt.

Medien fur die Zdlkultur (Gibco Life technologies, Heidelberg; PAN, Aidenbach): Dulbecos
modified eagle medium (DMEM), RPMI-Medium, phosphate-buffered saline pH 7,4 (PBS),
Trypsn/EDTA  1*Loésung, fotales Kéberserum  (FCS), Pferdeserum  (HS),
Penicillin/Streptomycin Stammlésung.

Polystyrol-Kulturgefée und sterile einmal-Pipetten: Falcon, Becton-Dickinson (Heidelberg),
Nunc (Karlsruhe)

Plastikreaktionsgefalie und Pipettenspitzen: Eppendorf (Hamburg)

Filterhalter und Filter: Millipore (Eschborn)

3.2 Gerate
Spektral photometer: Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech (Freiburg)
DW 2000, SLM Instruments, Rochester NY, USA
Sterilwerkbanke, Zentrifugen, Inkubatorschranke: Heraeus, Hanau
Nuare, Plymouth MN, USA
pH-Meter CG 840: Schott, Hofheim
Microtiterplattenphotometer und —fluorimeter: Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
Ultrazentrifuge (Serien Ultima, Optima): Beckmann Instruments, M tinchen
Pipettierhilfen Brand, Werheim; Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Analysenwaage: Sartorius, Gottingen
M embranpumpen: Biometra, Gottingen

Weitere Geréte sind im Rahmen der M ethodenbeschreibungen aufgeftihrt.
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3.3 Zellkulturen

Bei PC 12 Zellen handdlt es sich um eine neuroendokrine Zellinie, die urspriinglich aus einem
Tumor des Nebennierenmarks (Phaochromocytom) der Ratte gewonnen wurde [63]. Diese
Zellen weisen Merkmale eines noradrenergen und catecholaminergen Metabolismus auf.
Durch 7-14 tagige Kultivierung in Anwesenheit von nerve growth factor (NGF), einem
trophischen Peptidhormon, welches aus verschiedenen endokrinen Driisengeweben isoliert

wurde, differenzieren diese Zellen in einen postmitotischen neuronalen Phanotyp.

Abbildung 3-1: PC 12 Zellen, welche tber
14 Tage in Anwesenheit von NGF (100
| ng/ml) kultiviert worden sind. Die Zellen
wurden danach fixiert und mit
Kristallviolett angefarbt. Deutlich ist
Neuritenwachstum und eine Bildung von
Zell-Zell-Kontakten zu erkennen

Der Entzug von NGF fuhrt be differenzierten PC 12 Zellen denn auch zu apoptotischem
Zdluntergang. In undifferenzierten wie differenzierten PC 12 Zellen sind typische neuronale
Strukturproteine wie Synaptophysin sowie Komponenten des
catecholaminergen/dopaminergen Stoffwechsels ~ wie  Tyrosinhydroxylase  (das
Schrittmacherenzym der Dopaminsynthese), selektive Aufnahme, Kompartimentierung in
Vesikeln und Freisetzung von Dopamin sowie Expression und Stimulierbarkeit von
Dopaminrezeptoren nachgewiesen [64; 65; 66; 67; 68]. Es wurden im Labor mehrere klonale
Linien aus verschiedenen Quellen verwendet, namlich der Firma Schering, der American Cell
Culture Collection und aus dem Labor von Prof. Unsicker, Universitdt Heidelberg. Diese
Subklone wiesen z. T. abweichende Morphologien, verschieden ausgeprégte Adhérenz an die
Oberflache der Polystyrol-kulturgefél3e und vor allem unterschiedliche Differenzierbarkeit, d.
h. Wachstumsarrest und Neuritenausbildung unter NGF-Stimulation auf. Es ist ein lange
bekanntes Phéanomen, dal’3 in immortalisierten Zellinien spontane Verdnderungen oder
Mutationen auftreten, bei PC 12 Zellen konnen solche Ereignisse z. B. im Verlust der
Differenzierbarkeit resultieren. Daher wurden die alermeisten Experimente mit

neurodegenerativen Fragestellungen hinsichtlich oxidativem Stref3 mit undifferenzierten,
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proliferierenden PC 12 Zellen durchgefiihrt, um mogliche Schwankungen biochemischer
Parameter zu vermeiden. Dies zumal unter NGF-Differenzierung auch Verénderungen der
Spiegd einfacher Metabolite wie dem Antioxidanz Glutathion auftreten, dies wurde auch an

einer der hier verwendeten Zdlinien Gberprift.

— Kontrolle
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Abbildung 3-2: Messung der Glutathionspiegel (Mittelwerte + SD, n= 3) in PC 12 Zellkulturen
unter Differenzierung. Zum Tag d = 0 wurden das Medium der Kulturen (10 cm Schalen) zu 1 %
FCS und 50 ng/ml NGF gewechselt. Nach 2, 4 und 6 Tagen wurden Extrakte fir die
Glutathionmessung gewonnen, sdaureunlésliche Proteine wurden durch die Lowry-
melRmethode quantifiziert.

Diese Hochregulation der Glutathionspiegel und auch antioxidativer Schutzenzyme ist
offenbar Teil der biologischen Funktionen von NGF be Entwicklungss und
Reperaturvorgangen im Nervensystem [69]. Generell kann fir neurona differenzierte,
nichtproliferierende Zelltypen eine hohere Empfindlichkeit gegentiber oxidativem Stref3
angenommen werden, da eine Zelle in diesem Stadium in ihrem Stoffwechsel weniger flexibel
und belastbar ist. Einige der hier beschriebenen Experimente wurden an einem Kultursystem
primérer Kornerneurone gewonnen aus dem Cerebellum der Ratte reproduziert, diese Zellen
erwiesen sich as deutlich empfindlicher gegenlber den engesetzten Glutathion-
vermindernden Substanzen [70].

3.3.1 Kultivierungsbedingungen

Alle Arbeiten an Zellkulturen wurden unter einer Sterilwerkbank unter Verwendung steriler
Materialien ausgefuhrt. Die Kultivierung von PC 12 Zdlen erfolgte in Dulbecos modified
Eagle medium (DMEM) oder RPMI-Medium suppelmentiert mit 10 % Pferdeserum und 5 %
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fotalem Kalberserum (FCS). Die Zugabe von je 50 U/ml Penicillin und 50 pg/mi
Streptomycin garantierte Schutz gegen bakterielle Kontaminationen. Als Kulturgefalle
wurden Flaschen mit 182, 80 oder 25 cm? Oberfléche sowie Petrischalen vom Durchmesser
10 oder 3,5 cm und sog. Multiwellplatten mit 6-96 Vertiefungen, die mit 0,1 bis 2 ml
Kulturmedium beflllt waren, verwendet. Samtliche Kulturgefalde waren aus Polystyrol
gefertigt, war fur bestimmte Messungen eine gute Adhdrenz der Zellen erforderlich, so
wurden der Geféf3boden vor der Aussaat mit poly-L-Lysin oder Rattenschwanz-Kollagen
beschichtet (je nach Herstellerangaben durch Inkubation mit einer verdiinnten Lésung bei
37°C). Zur Zdlernte wurden die Kulturen einmal mit auf 37°C temperiertem PBS (phosphate
buffered saline) gewaschen und zur Dissozation der Zellen mit 0,5 ¢/l Trypsin/ 0,2 g/l EDTA
-Losung 10 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden dann in Medium aufgenommen, bei
250 g fur 5 min sedimentiert und in frischem Medium resuspendiert. Um die Zdlen
vollstandig zu dissozieren, war es zuwellen erforderlich, diese mittels einer feuerverengten
Pasteurpipette zu titruieren, fir eine genaue Ermittelung der Zellzahl erfolgte Auszdhlung der
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer im Durchlichtmikroskop.

Die Kultivierung erfolgte in Brutschranken bel 37°C, 5 oder 10 % CO, und 97-99 % relativer
Luftfeuchte. Gewohnlich wurden die Kulturen alle 5-7 Tage, spétestens bei Erreichen eines
konfluenten Zdllrasens, erneut passagiert. Die Lagerung erfolgte as Kryokulturen von 1-
10*10° Zellen in 1 ml Vollmedium mit zusétzlichen 20 % FCS und 10 % DM SO bei — 80°C

oder in flussigem Stickstoff.

3.3.2 Messung der Uberlebensrate

Zur Bestimmung des Zelltberlebens wurden mehrere Verfahren eingesetzt.

* Trypanblau: Dieser anionische Farbstoff wird ausschlief3lich von Zellen mit perforierter
Membran, d.h. untergehenden oder bereits abgestorbenen aufgenommen. Fur dieses
Verfahren wurden Zellen in einer Konzentration von 5*10* Zellen pro Kavitét in 24-well
Platten ausgesaht, nach Behandlung durch Trypsinbehandlung geerntet und 5-10 min bel
Raumtemperatur in einer 0,1 % Ldsung von Trypanblau in PBS gefarbt. In einem Aliquot
dieser Suspension konnen in einer Zellzdhlkammer lebende (ungeférbte) und tote
(geféarbte) Zellen ausgezéhlt werden. Diese Methode bietet gegentiber allen anderen
Vitalitétsbestimmungen den Vorteil, dal3 quantitativ und direkt smultan Iebende und tote
Zellen bestimmt werden kénnen.

Die folgenden Verfahren wurden immer an Kulturen in 96-well Kulturgefél3en durchgefihrt,

wobei die Zellen mit 5000-10000 Zellen/100 pl Medium pro Kavitédt (beschichtet) ausgesaht
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wurden. Die Zugabe von Substanzen fur ein Experiment erfolgte nach 24-48 h Kultivierung

zur Anheftung der Zellen.

e MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid]: Dieser Farbstoff
wird nach Internaliserung durch die Zelle vom mitochondrialen Komplex |l
(Succinatdehydrogenase), aber auch anderen zelluldren Dehydrogenasen zu einer farbigen
Formazanverbindung umgesetzt. Die Substanz wird in das Kulturmedium gegeben
(Endkonzentration 0,5 mg/ml), die Kulturen werden 2 h be 37°C im Brutschrank
inkubiert. Das wasserunldsliche Produkt kristallisiert intrazellulér aus und kann nach Lyse
der Zellen in Dimethylsulfoxid photometrisch bel 570 nm quantifiziert werden. Gemal3
der Theorie der Reaktion reprasentiert diese Farbung nur (Uber)lebende Zellen und mit
Einschrénkungen deren mitochondriale Funktion.

o Kristalviolett: Durch Inkubation in einer Losung von 20 % Methanol und 1 %
Kristallviolett werden Uberlebende, adhdrente Zelen fixiert und angeférbt. Nach
ausfuhrlichem Spilen mit Wasser und Trocknen wird die in den Zellen zuriickgehaltene
Fraktion des Radikalkations in einem Puffer von 0,1 M Natriumcitrat in 50 % Ethanol
aufgelost und bei 550 nm photometrisch quantifiziert. Fir diese Farbung ist eine starke
Anheftung lebender Zellen am Boden des Kulturgefél3es notwendig.

* Alamar blue: Diese Farbung beruht auf einem ahnlichen Prinzip wie die MTT-Farbung:
auch hier wird der zugegebene Farbstoff (Firma Biosource, Fleurus, Belgien) durch
Dehydrogenaseaktivitét vitaler Zellen reduziert. Das Produkt ist jedoch wasserl6slich und
fluoreszierend, somit ohne weitere Zugabe eines Detergenz fluorimetrisch (Anregung 530
nm, Emission 590 nm) gut detektierbar.

3.3.3 Messung reaktiver Sauerstoffspezies und oxidativem Strel3

Fur die Messung reaktiver Sauerstoffspezies wurde der Fluoreszenzfarbstoff 6-carboxy-2°,7-
dichlorodihydrofluoresceindiacetat, di(acetoxymethylester) (DCH.F, Molecular Probes,
Leiden, Niederlande) eingesetzt. Diese lipophile Spezies wird gut von Zellen aufgenommen,
intrazellulér erfolgt zunéchst Spaltung der Esterfunktionen des Molekils durch unspezifische
Esteraseaktivitdt. Dadurch erlangt das Molekll Ladungen und eine Rickdiffusion aus der
Zelle ist erheblich erschwert. Durch reaktive Sauerstoffspezies vor allem OH® und H,O;
erfolgt schliefdlich Oxidation [71], woraus das Dichlorofluorescein-derivat resultiert. Dieses
kann durch seine intensive FHuoreszenz (Anregung 485 nm, Emission 530 nm) gut vermessen
werden. Die Zdlkulturen (96-well beschichtete Kulturgefalde) wurden fir 2 h in PBS oder
Medium mit 10 pM DCH,F bei 37°C im Brutschrank beladen, danach wurde der Uberstand
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abgenommen und die Fluoreszenz in frischem PBS oder Medium bestimmt. Alternativ
wurden so gefarbte Zellen auch im Durchfluficytometer mit Fluoreszenzlaser vermessen,
hierzu wurden die Zelen nach der Beladung abtrypsiniert und nach extensivem
Resuspendieren (in PBS) im FACScan-Gerét (Becton-Dickinson) analysiert (Anregung 438
nm, 15 mW luftgekihlter Argon-lonenlaser, Emissionsfilter 585/42 nm Bandpass). Die
Auswertung erfolgte mit der Cell Quest-Software des Herstellers.

Ein welterer Parameter fur oxidativen Stref3 ist das Auftreten von mehrfunktionellen,
niedermolekularen Aldehyden, welche Endprodukte von Peroxidationsreaktionen an
Membranlipiden sind. Fir deren Quantifizierung nach Hom et al. [72] wurden zunéchst 1-
5*10° Zellen nach Behandlung abtrypisiniert und in 500 pl destilliertem Wasser durch 3-
maliges Einfrieren und Auftauen aufgebrochen. Nach Zugabe von Trichloressigsiure
(Endkonzentration 20 %) wurden die Homogenate 10 min bel 11500 g zentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand wurde dann durchmischt mit 500 pl einer Reaktionslésung von 0,335 %
Thiobarbitursaure in 50 % Essigsaure und 10 min bei 95°C inkubiert. Nach Abkuhlung auf
Eis konnten die gebildeten Thiobarbitursdure-aldehyd Reaktionsprodukte photometrisch bei
532 nm vermessen werden. Aus zurlickbehaltenen Aliquots des Zellhomogenats wurde zur
Normierung der Proteingehalt mittels der Bradfordmethode (siehe unten) bestimmt. Das
Hauptprodukt solcher Lipidperoxidationsreaktionen ist Malondiadehyd [73], zur
Quantifizierung der erhaltenen Extinktionen wurde deshalb eine Eichrethe von
Malondialdehyd mitgefuhrt, die Extinktionen der Proben wurden nach linearer Regression der
Eichreihe als Malondialdehyd-equivalente berechnet.

3.3.4 Glutathionbestimmung

Die Messung von Glutathion in Extrakten aus PC 12 und zerebellaren Kornerzellen wurde
nach dem Prinzip des enzymatischen Recyclingverfahrens, erstmalig beschrieben von Tietze
[74] und modifiziert von Baker et al. [75], durchgefuhrt. Zur Gewinnung von Zellextrakten
wurde von Zellkulturen der Uberstand abgenommen und nach Waschen mit PBS (37°C)
wurde ein zur vollstdndigen Bedeckung der Zellen nétiges Volumen von 1 %iger 5-
Sulfosalicylsdure (SSA) zugegeben, bel Kulturschalen mit 10 cm Durchmesser meist 1 ml, im
Falle von 35 mm Kulturschalen waren 300 pl ausreichend. Die Kulturen wurden zur Lyse 15
min auf Eis inkubiert, die Zellen dann mittels eines Kunstoffspatels vom Boden der
Kulturschale abgel6st und zusammen mit dem Lysisreagenz in 1,5 ml Eppendorfgefalie
uberfuhrt. Es erwies sich, dal eine alternative Lyse eines Zdllpellets nach Trypsinierung und

Abzentrifugation der Zellen in niedrigeren Glutathionwerten resultierte. Nach weiteren 15
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min auf Eis wurden ausgefallene, sdureunlésliche Proteine 15 min bei 11500 ¢
abzentrifugiert, das erhaltene Proteinpellet wurde in 50-100 pl 0.5 M NaOH resuspendiert und
zur vollstandigen Hydrolyse 1 h bei 37°C inkubiert. Die so erhaltenen Proteinextrakte wurden
bei —80°C gelagert, der Proteingehalt nach der Lowry-M ethode bestimmt.

Der zugrunde liegende Reaktionsmechanismus des Mef3verfahrens nach Tietze sind die

folgenden Schritte:

GSSG + NADPH + H* 0 BYStheMefvkas® | o GsH + NADP?

S
\ s
GSH +
NO; -
NO,
Coo:
Coo:
DTNB
5 GSS
+
NOJ NO,
[olele} Coo
DS GSSD

Das bel der Reduktion der 5,5-Dithiobis-(2-nitrobenzoesdure) (DTNB, sog. Ellmans
Reagenz) durch Glutathion entstehende Anion (bel pH > 7) der 2-Nitro-5-thiobenzoesdure
(DS) weist bei 412 nm einen molaren Extinktionskoeffizienten von 13600 cm™ auf. Das
gebildete gemischte Disulfid (GSSD) wird in einem zweiten Schritt durch GSH zu einem
weiteren Molekil 2-Nitro-5-thiobenzoesdure reduziert, dabel wird GSSG regeneriert, so dal3
as Nettoreaktion die Reduktion des Ellman Reagenz DTNB (= DSSD) durch
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Glutathionreduktase unter Verbrauch von NADPH verbleibt. Unter Bedingungen von
UberschuR der Substrate DTNB und NADPH sowie einer konstanten Aktivitat von
Glutathionreduktase hangt die Geschwindigkeit der Bildung des Chromophors DS allein von
der Konzentration [GSSG + GSH] ab. Die Reaktion lauft mit vielen Molekilen ab, die freie
Thiolfunktionen tragen, jedoch stellt Glutathion erwiesenermal3en Uber 90 % aller freien
Thiolgruppen einer Zelle. Zur Messung wurden pro Kavitét einer 96 Mikortiterplatte 10 pl
des SSA-haltigen Zellysates zu 90 pl Assaypuffer gegeben (1 mM EDTA, 100 mM Na
Phosphat pH 7,5), die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von 100 pl Reaktionsmix: 1
mM EDTA, 100 mM Na-Phosphat pH 7,5, 300 uM DTNB, 400 uM NADPH und 2 U/ml
Glutathionreduktase. Durch ein Mikrotiterplatten-Photometer wurde die Extinktion durch
einem 405 nm Filter Gber 5 min bel 10 Mefdintervallen von 30 s verfolgt. Bel jeder Messung
wurde auf derselben Platte eine Reihe von 7 Standards zwischen 10 und 500 pmol GSSG pro
Kavitdt mitgefihrt. Eine lineare Regression der Mel3punkte der Standardreihe fur die
Extinktionsanderung pro Zeit durch die Software lieferte eine Eichgrade (R* gewohnlich
zwischen 0,995 und 1,0) mit der die Glutathionkonzentrationen der unbekannten Proben
berechnet wurden.

Durch dieses Verfahren wurde Glutathion als reduziertes Thiol wie auch als oxidiertes
Disulfid zugleich bestimmt, im folgenden immer als GSSG-Aquivalente GSX = GSSG + 2
GSH angegeben. In Zellkulturen wie auch in Geweben liegt der Anteil der oxidierten Form
unter Normalbedingungen zwischen 1 und 3 % (zu PC 12 Z€ellen siehe auch Kap. 4.2). Unter
Bedingungen von gesteigertem oxidativen Stref3 kann dieses Verhdltnis jedoch verschoben
sein und die getrennte Bestimmung der beiden Formen von Glutathion notwendig sein. Zur
Derivatisierung reduzierten Glutathions wurden 130 pl des SSA-Lysats einer Kultur mit 5 pl
2-Vinylpyridin versetzt und mit 50 pl 0,2 M Tris der pH auf 6-7 eingestellt. Die Probe wurde
1 h bel Raumtemperatur inkubiert. Unter diesen Bedingungen wird reduziertes Glutathion an
der Thiolfunktion akyliert und steht somit nicht mehr fur Disulfidaustauschreaktion zur
Verfiugung. Von diesem Reaktionsansaiz wurden wiederum 10 pl pro Reaktion in die
Glutathionbestimmung eingesetzt. Durch getrennte Messung von Gesamt-Glutathion GSX
und oxidiertem Disulfid GSSG an derselben Probe war auch die Berechnung des Gehaltes an
reduziertem Glutathion GSH mdglich.

3.3.5 Proteinbestimmung

Zur Quantifizierung des Proteingehalts von Zellextrakten wurden zwel Verfahren eingesetzt,
der Bradford-Proteinassay der Firma Biorad und das Verfahren nach Lowry.
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Der Biorad-Proteinassay wurde zur Quantifizierung des Proteingehaltes von Zellysaten fur
Western Blots und von Gewebslysaten und —homogenaten eingesetzt. Dieses Verfahren
beruht auf der Bildung eines Komplexes zwischen Proteinen und dem Coomassie Brilliant
Blue Farbstoff G-250, wobel das Absorptionsmaximum des letzteren von einer roten Spezies
zu ene blauen Wdlenlange von 595 nm verschoben wird. Gemald den
Herstellerempfehlungen wurden meist 0,5 bis 2 ul einer 1: 2 oder 1. 4 Verdinnung eines
Gewebs- oder Zellhomogenats bzw. Fraktionen mit Wasser zu 50 pl aufgefillt. Hierzu wurde
150 pl einer 1 : 4 Verdinnung des Bradford-Reagenz (Fa. Biorad) gegeben. Nach einer 15
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm bestimmt.
Die Lowrymethode [76] wurde verwendet zur Quantifizierung des Proteingehaltes der
saureunloslichen Proteinsedimente, welche bei der Lyse von Zellen und Gewebe mit
Sulfosalicylsdure zur Glutathionbestimmung anfallen. Ausgefallenen Proteine wurden in 0,5
molarer Natronlauge gelost, 10 ul dieser Lésung wurden in 70 pl 0,5 M NaOH und 120 pl
Wasser verdinnt. In 1,5 ml Eppendorfgefdl3en wurden die Proben zundchst mit 1 ml
Reaktionsl6sung 1 versetzt:
Reaktionslésung 1: 50 Telle Na,C0O3 2% in 0,1 M NaOH

1 Teil CuSO4 1% in H,O

1 Teil NaKTatrat 1% in H,O
Nach sofortigem Durchmischen und Inkubation bei Raumtemperatur fir 15 min erfolgte
Zugabe von 100 pl 1:2 verdinntem Folin-Ciocalteu's Phenolreagenz. Dieses wird in
alkalischer Losung durch den von Kupferkationen und aromatischen Aminosauren der
Proteine gebildeten Komplex reduziert. Nach 30 min wurde die resultierende veranderte
Absorption bel 600 nm gemessen. In beiden Fallen wurde die Proteinkonzentration durch
Vergleich mit ener Eichrehe von Rinderserumalbumin (BSA) berechnet. Die
Korrelationskoeffizienten der Regression einer Eichfunktion lagen gewohnlich zwischen
0,995 und 1,0.

3.3.6 Enzymaktivitaten

3.3.6.1 Lactatdehydrogenase (LDH)

Zur relativen Quantifizierung cytosolischer Zellbestandteile in fraktionierten Zell- oder
Gewebslysaten wurde die Aktivité desim Cytosol |okalisierten Enzyms Lactatdehydrogenase
gemessen. Hierfir wurde der Cytotoxicity Detection der Firma Boehringer Mannheim
verwendet. Dieser Test beruht auf der Endpunktmessung einer Farbreaktion und kann in
hoher Anzahl in 96 Multiwellplatten und in hoher Verdinnung der Extrakte durchgeftihrt
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werden. Das Verfahren ist daher unempfindlich gegen andere Bestandteile von Zellextrakten
und erlaubt die Vermessung einer hohen Anzahl Proben bel geringem Zeitaufwand. Die
Farbreaktion beruht auf zwei Schritten, zuerst erfolgt die Oxidation von zugegebenem Lactat
durch LDH unter Reduktion von (ebenfalls zugegebenem) NAD" zu Pyruvat. Im zweiten
Schritt wird eine Diaphorase zugegeben, dieses Enzym reduziert unter Verbrauch des im
ersten Schritt gebildeten NADH das gelbe Tetratzoliumsalz (2-[4-lodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid zu einem roten Formazansalz. Die resultierende
Absorption dieses Chromophors kann bel 490 nm detektiert werden. Gewoéhnlich wurden von
Zellextrakten meist 100-50 pl pro Kavitét einer 96-Multiwellplatte eingesetzt, hiervon wurden
noch 6 weitere serielle Verdinnungen in Schritten von 1: 2 pipettiert, Endvolumen jewells
100 pl mit 3 Kavitdten fur jede Verdinnung. Von Extrakten aus Rattenhirngewebe wurden
meist lediglich 10 ul pro Kavitét in die erste Verdinnung eingesetzt. Zu jeder Position
wurden 50 pl des Reaktionsmix gegeben, die Platte wurde im folgenden 30 min bei 37°C
lichtgeschitzt inkubiert und danach die Extinktion bei 490 nm im Plattenphotometer
vermessen. Zur Auswertung wurde die gemessene optische Dichte (OD) der jeweiligen
Fraktion gegen die Verdinnung aufgetragen um den Bereich der linearen Korrelation von
LDH-AKktivité einzelner Fraktionen durch Normierung des photometrischen Signals auf das
jeweilige Volumen ener Fraktion quantifiziert, bel Gewebsextrakten wurde separat der
Proteingehalt der Fraktionen mittels des Bradfordtests ermittelt und die Aktivitat als OD/mg
Protein angegeben. Da bei diesem Verfahren die Aktivitéat nicht absolut durch Vergleich mit
einer Eichreihe als nmol Produkt/min/mg Protein bestimmt wurde, muf3te die Messung von zu
vergleichenden Proben immer gleichzeitig mit denselben ResktionslGsungen und

Inkubationsschritten erfolgen.

3.3.6.2 Citratsynthase

Dieses Enzym wurde als Markerenzymaktivitét der mitochondrialen Matrix photometrisch
vermessen. Nach dem von Srere [77] beschriebenen Verfahren wurden 10-100 pg einer Zdl-
oder Gewebsfraktion in zunéchst 100 pM Tris/HCI pH 8,1, 300 uM Acetyl-Coenzym A und
100 pM DTNB enige Minuten bei 37° C inkubiert, um eventuell vorhandene De-
acetylaseaktivitdt zu bestimmen. Bei De-acetylierung von Acetyl-Coenzym A entsteht eine
freie Thiolgruppe der Pantothensaure des Coenzym A. Diese bildet mit DNTB ein gemischtes
Disulfid, die freiwerdende 2-Nitro-5-thiobenzoeséure weist bei 412 nm einen molaren
Extinktionskoeffizienten von 13600 cm™ auf, es wird aso derselbe Chromophor wie zur
Glutathionbestimmung verwendet. Danach erfolgt Zugabe von 500 uM Oxalacetat, dieses
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kann von Citratsynthase unter Verbrauch von Acetyl-Coenzym A zu Citrat acetyliert werden
und es wird weiterhin die Extinktion bel 412 nm verfolgt. Gewohnlich verlief die
Absorptionszunahme bei einem Mef3ansatz von 1 ml bis zu 3 min linear. Gegebenenfalls
wurde die errechnete Aktivité auf den Proteingehalt (Bradfordbestimmung) der Fraktion

normiert.

3.3.6.3 Komplexe der mitochondrialen Elektronentransportkette

3.3.6.3.1 Komplex | (NADH-Ubichinon-Oxidoreductase) [78]

Die Bestimmung der Komplex | Aktivitat wurde an Gesamtzellhomogenaten durchgefiihrt, da
die strukturdl empfindliche Enzymaktivitdt in fraktionierten Zellextrakten nur in sehr
geringem MaR wiedergefunden wurde. Hierzu wurden ca. 30¥10° PC 12 Zellen durch
Trypsinierung geerntet und in 200 pl Puffer (50 mM KCI, 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH
7,4) durch Ultraschall aufgeschlossen. Der Reaktionsansatz (1 ml) enthielt zusétzlich zu den
Komponenten des Puffers noch 1 mM KCN, 100 uM Coenzym Q; (Ubichinon) und 150 uM
NADH (Substrat). Durch Zugabe von 10-20 pl des Homogenats wurde die Reaktion gestartet
und die Absorption bei 340 nm abziiglich der Absorption 380 nm (red.[NADH]-ox.[NAD"], e
= 5500 cm™*) bei 30° fir 2 min registriert. Dann erfolgte Zugabe von Rotenon (Endkonz. 20
HMM), um die Rate der nicht Rotenon-sensitiven (= nicht Komplex | spezifischen) NADH-
Oxidation zu bestimmen. Die Differenz dieser beiden Parameter ergab die Komplex I-
Aktivitét. Der Proteingehalt des Homogenats wurde mittels der Bradfordmethode ermittelt.

3.3.6.3.2 Komplex I1/l11 (Succinat-Cytochrom C -Oxidoreductase) [79]

Die photometrische Messung beruht auf der Oxidation von Succinat und Ubertragung der
Elektronen auf Cytochrom C, dessen verédnderte Absportion bei 550 nm verfolgt wird. Der
Reaktionspuffer enthdt 50 mM Kaliumphosphat pH 7,4, 0,5 mM Kalium-EDTA und 0,5 mM
KCN zur Hemmung der Ruckreaktion (Oxidation des reduzierten Cytochrom C durch
Komplex 1V). Nach Zugabe von 10-50 pg Protein (Zelfraktion) und Succinat
(Endkonzentration 20 mM) wurde der Reaktionsansatz zunéchst 20 min bei 37°C
vorinkubiert. Dann wurde Cytochrom C (oxidierte Form, aus Pferdeherz, Endkonzentration
0,1 mM) zugeben. Fir die simultane Messung unspezifischer Hintergrundaktivitét wurde ein
gleicher Ansatz unter Einschlul3 von 0,1 mM Theonyltriflouracetat, einem spezifischen
Inhibitor des Komplex 111, durchgefihrt. In Intervallen von 10 sec wurde die Extinktion 550

nm far 2-3 min vefolgt, aus dem linearen Bereich wurde Uber den molaren
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Extinktionskoeffizienten (reduzierte-oxidierte Spezies e = 29500 cm™) die Aktivitdt in
nmol/min/mg errechnet. Der Proteingehalt der vermessenen Proben wurde mittels der
Bradfordmethode ermittelt

3.3.6.3.3 Komplex IV (Cytochrom C-Oxidase) [79]

Es wird die Ruckreaktion, d. h. die Oxidation von reduziertem Cytochrom C verfolgt. Die
reduzierte Spezies wurde erzeugt durch Zugabe von 2 mg Natriumdithionit zu 1,6 ml einer
1%igen Losung von Cytochrom Cin 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4. Diese Mischung
wird 1 h auf Eis inkubiert. Zur Aktivitdtssmessung wurde zu einem auf 37°C temperiertem
Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) 10-50 pg Zellextrakt gegeben und reduziertes
Cytochrom C (Endkonzentration 40 uM). Ein Vergleichsansatz mit 2 mM Kaliumcyanid
wurde simultan als Hintergrund vermessen, wiederum wurde in Intervallen von 10 sec die
Extinktion 550 nm fur 2-3 min verfolgt, die Berechnung der Aktivitét erfolgte analog zur
Komplex Il/111-Messung. Der Proteingehalt der vermessenen Proben wurde mittels der
Bradfordmethode ermittelt.

3.3.6.4 Monomaminoxidase

Dieses Enzym katalysiert die oxidative Desaminierung von Aminen (Catechol-katabolismus),

dabel entsteht Wasserstoffperoxid. Das Enzym ist in der &ulReren mitochondrialen Membran

lokalisiert, um ein moglichst deutliches Signal zu erhalten, wurde die Aktivitdtsmessung an
mitochondrialen Zellfraktionen vorgenommen. Zwel Methoden wurden verwendet:

+ Die Methode nach Jiang [80] beruht auf der Oxidation von Fe** durch Peroxide zu Fe**,
welches im Sauren einen Komplex mit dem Farbstoff Xylenolorange ausbildet. Es wurden
50-100 pg mitochondriales Protein bei 37° C fur 30 min inkubiert in Anwesenheit von 10
mM Tyramin (Substrat), 3 mM Natriumazid (zur Inhibition von Katalase) und 10 mM Na-
Phosphat pH 7,4. Diese Reaktionsmischung wurde 1 : 10 verdiunnt in einer zweiten
Reaktionslésung von Xylenolorange, FeSO,, Sorbit und H,SO, (Endkonzentrationen: 200
UM, 500 uM, 200 mM, 25 mM). Nach Inkubation bel Raumteperatur fir 45 min wurde
die optische Dichte bel 560 nm bestimmt und die entstandene Menge H»O, durch
Verlgleich mit einer Eichrethe berechnet.

* Eine zweite Methode nach Szutowicz [81] benutzt die Peroxidase-katalysierte Oxidation
von 2,2°-Azinodi(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS, Boehringer Mannheim)
durch H;O,. Zu einem Volumen von 0,5 ml Reaktionspuffer (100 mM Na-Phosphat pH
7,4, 1 mM Tyramin, 0,3 mM NaNs) wurde die zu testende Substanz und/oder 50-100 pg
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mitochondriales Protein gegeben. Nach Inkubation fir 10 min bei 37°C erfolgte Zugabe
von 0,5 ml Mef3losung (0,5 M Phosphat-Citrat-Puffer pH 4,0, 1,8 mM ABTS, 5 Units
Horseradish Peroxidase Boehringer Mannheim). Nach weiteren 15 sec erfolgte Zugabe
von 0,25 ml 750 mM HCI, 5% Natriumdodecylsulfat, um durch das Detergenz ale
Partikel zu solubiliseren und den pH von 2,1-2,3 den Chromophor zu sabilisieren.
Anschlief3end wurde die optische Dichte bei 414 nm vermessen und mit einer Eichreihe

von H,0O; verglichen.

3.3.7 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Die Messung des mitochondrialen Membranpotentials in PC 12 Zellen erfolgte mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes  5,5,6,6 -Tetrachloro-1,1",3,3"-tetraethylbenzimidazol ylcarbocyanin
Jodid (JC-1, Molecular Probes, Leiden, Niederlande). Abhangig von der Potentialdifferenz
uber die innere mitochondriadle Membran (bel normalem Energiestatus —140 mV, unter
Depolarization —100 mV bis 0) akkumulieren die Organellen das unter physiologischen
Bedingungen positiv geladene Molekdl. Durch die be dieser Kompartimentierung
entstehenden, lokalen, intramitochondrial hohen JC-1 Konzentrationen bildet das Molekdl
sog. JAggregate aus. Diese Aggregate zeigen eine rote Emissionsfluoreszenz bei 590 nm
(Anregung 485 nm), wohingegen das JC-1 Monomer bel gleichmél3ger Vertellung in der Zelle
(= depolarisierten Mitochondrien) eine griine Fluoreszenz bei 530 nm aufweist [82]. Uber
Veranderungen des Verhaltnisses der beiden Fluoreszenzen kann also auf das mitochondriale
Membranpotential und die mitochondriale Funktion geschlossen werden. Zu Zellkulturen (in
96-well Gefalden) wurde JC-1 (Endkonzentration 60 nM) gegeben und bei Inkubation im
Brutschrank wurden die Fluoreszenzintensitéten bei 530 und 590 nm in regelmaliigen
Abstanden gemessen. Es zeigte sich, dal3 PC 12 Zdlen offenbar nur sehr langsam den
Farbstoff in den Mitochondrien akkumulieren, da auch in unbehandelten Zellen erst nach
mehreren Stunden Inkubationsdauer eine Verschiebung der Fluoreszenzintensitdten vom
Monomer hin zu Aggregatbildung, entsprechend der Aktivitét nicht geschédigter Organellen,

sichtbar wurde.

3.3.8 Morphologische Charakterisierung des Zelltodes durch
Transmissionselektronenmikroskopie und TUNEL-Farbung

Fur ultrastrukturelle Untersuchung der Morphologie wurden Zellen und Zel- oder
Gewebsfraktionen zunéchst fixiert. Zu ener Zellkultur (80 cm? Flasche) oder einer
Suspension einer Fraktion wurde im Verhdtnis 1: 1 Fixations dsung gegeben:

0,05 M Natriumcacodylat
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0,8 % Paraformaldehyd
2,5 % Glutaraldehyd
pH 7,2-7,4 mit NaOH

Nach Inkubation bei 4°C fur 2 h wurden die Zellen abgeschabt und bei 11500 g fir 5 min
sedimentiert. Das erhaltene Sediment wurde in 1 ml Fixationslésung resuspendiert und
nochmals fuir mindestens 2 h oder U.N. be 4°C nachfixiert. Danach wurden fixierte
Bestandteile wiederum bel 11500 g sedimentiert und in 0,2 M Natriumcacodylatpuffer (pH
7,2) resuspendiert. Die weitere Verarbeitung der Proben nach Standardprozeduren [83]
erfolgte im Labor von Prof. Groscurth, Anatom. Institut der Universitét Zirich oder dem
Muskellabor, Neurologische Universitdtsklinik Bonn. Nach Osmifizierung wurden die
Sedimente in ein Kunstharz (Epon) eingebettet und ultradiinne Schnitte angefertigt. Diese
wurden mit  Uranylacetat und  Bleicitrat  kongragtieet und in  einem
Transmissionselektronenmikroskop (Philips CM 100 oder Zeiss EM 900) studiert und
photographiert.
Fur die Visualiserung von DNA-Einzelstrangbriichen, ein Merkma von vorzugsweise
apoptotischem Zelltod bzw. der dabei auftretenden Fragmentierung zelluldrer DNA, wurde
die TUNEL (terminal deoxynucleotidyl-transferase[ TdT] mediated
deoxyUridintriphosphat[dUTP] nick end labeling)-Farbemethode (Kit:  Boehringer
Mannheim) gewahlt. Daflr wurden Zellen auf Glas-Objektagern (Culture-slides) kultiviert
und nach dem Experiment zunéchst fixiert:

4 % Paraformaldehyd/1.5 % Glutaraldehyd in PBS, 10 min bel Raumtemperatur (RT)

nach Spillen mit PBS: Permeabilisierung mit 0.5 % Triton/PBS, 10 min RT

nach Spulen mit PBS: Positiv —Kontolle: 1 mg DNAse/ml in 0.1 M Na-Cacodylat, pH 7.2,

10 min RT

nach Spulen mit PBS: Equilibrieren mit TdT-Puffer (30 mM TrigHCI, 140 mM Na-

Cacodylat, pH 6,6) fur 10 min, RT

terminale Transferase Detektion (6 mM Tris/HCI pH 6,6, 28 mM Na-cacodylat, 40 uM

CoCly, 0,4 uM biotinyliertes dUTP, 2,5 U/ml terminale Transferase) fur 20-30 min bei

37°C (Brutschrank), Negativkontrolle: ohne CoCl, (Cofaktor des Enzyms)

Abstoppen: 150 mM NaCl, 15 mM Na-Citrat fur 15 min RT

nach Spilen mit PBS. Blockierung unspez. Hintergrundes mit 2% Rinderserumalbumin

PBS, 10 min RT

nach Spulen mit H,O: Streptavidin/alkalische Phosphatase-Konjugat, 1:500 in 100 mM

TrisHCI, 50 mM NaCl, pH 7.5 fur 30 min, 37 °C
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nach Spulen mit H,O: Farbung (Nitrobluetetrazolium 175 pg/ml, 5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat 377 pg/ml, 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9.5)
for 2-20 min, RT

Die Pragparate wurden nach Trocknung am Mikroskop (Nikon E800) studiert und mittels

eines Imaging-Systems (Lucia) dokumentiert.
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3.4 Gewinnung mitochondrialer Fraktionen

3.4.1 Isolierung mitochondrialer Fraktionen aus Zellkulturen

Zu Beginn der Untersuchungen stand die Frage nach einer Kompartimentierung von
Glutathion innerhalb einer Zelle. Um die Glutathiongehalte von Mitochondrien und Cytosol
getrennt vermessen zu kénnen, wurde zunéchst in mehreren Experimenten eine geeignete
Fraktionierungsmethode gesucht. Die zuerst untersuchte Strategie benutzte als Detergenz
Digitonin, ein Saponin, welches auch in den Samen des Roten Fingerhutes (Digitalis
purpurea) vorkommt. Es ist ein Glykosid von 5 Zuckerresten und dem Aglykon Digitogenin.
Die Substanz bildet mit hoher Affinitat einen Komplex mit Cholesterin und zerstért so
eukaryontische Membranen. Die innere der beiden Mitochondrienmembranen ist jedoch, wie
die gesamte Organelle, prokaryontischen Ursprungs und enthélt daher kaum Cholesterin [84].
Dagegen kann Cholesterin bis zu 50 % der Lipide einer eukaryontischen Membran
ausmachen. Es fungiert dort gleichsam als Weichmacher, da seine planare Struktur die van
der Waals Wechselwirkungen sp’-hybridierter Kohlenstoffketten geséttigter Fettsauren
unterbricht und so den Schmelzpunkt senkt bzw. die Membranfluiditét erhéht. Durch eine
Behandlung mit einer entsprechenden Konzentration dieses Detergenz, sollte es also mdglich
sein, die Plasmamembran einer eukaryontischen Zelle zu permeabiliseren und die
Mitochondrien dieser Zelle vergleichsweise unbeschadigt freizusetzen. Ausgehend von einer
publizierten Arbeit an primaren Hepatocyten [17] wurde zunachst geprift, ob Digitonin in den
beschriebenen Konzentrationen das cytosolische Enzym Lactatdehydrogenase (LDH)

freizusetzen vermag.
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Abbildung 3-3: Messung der freigesetzten LDH-Aktivitat bei Behandlung von PC 12 Zellen

(2000 Zellen pro Messung) mit steigenden Konzentration von Digitonin (n =3). Inkubation der
Zellen mit 1 % Triton X-100 (vollstéandige Lyse) ergab eine Extinktion 490 nm von 0,594 + 0,074.

Diese Vorexperimente zeigten also in Ubereinstimmung mit der Arbeit von Meredith und
Reed [17], dal3 Digitonin im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 und 1,0 mg/ml
konzentrationsabhangig das Cytosol von PC 12 Zelen freisetzt. Gemald dem in dieser
Veroffentlichung beschriebenen Verfahren sollte nun versucht werden, durch selektive Lyse
mit Digitonin aus PC 12 Zellen cytosolische und mitochondriale Fraktionen zu erhalten. Die
Zusammensetzung des zur Zellyse eingesetzten Puffers war:

Digitonin: 0,1-1 mg/ml
D-Mannit: 250 mM
Na-EDTA: 2,5mM
MOPS: 17mM, pH 7,4

Mannit als inertes, reduziertes Monosaccharid dient dazu, eéin Anschwellen und Platzen der
Zellen infolge hypoosmolarer Bedingungen zu verhindern und durch EDTA werden Ca&?*-
lonen chelatiert, die die Stabilitét mitochondrialer Membranen beeintrachtigen kénnten. Fir
die Ermittlung der optimalen Digitonin Konzentration wurden zunéchst 1*10° Zellen fiir 5
min bei Raumtemperatur in 500 pl Lysispuffer inkubiert, danach auf 500 pl 40 % Glycerin in
einem 1,5 ml Eppendorfgefald Uberschichtet und bei ca. 11500 g fur 10 min zentrifugiert. Aus
den Fraktionen 1 (obere 500 ul), 2 (untere 500 pl) und 3 (Sediment) wurden die Aktivitdten
von LDH und Citratsynthase (CS) als Markerenzymaktivitat der mitchondrialen Matrix
bestimmt.
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Abbildung 3-4: Messung der Lactatdehydrogenase(LDH)- und Citratsynthase(CS)-aktivitaten in
zentrifugierten Fraktionen von von PC 12 Zellen. Links: Kontrolle ohne Digitonin, Mitte: 0,8
mg/ml Digitonin (n=3), Rechts: Totallyse durch 0,1 % Triton X-100.

Eine verbesserte Trennung des freigesetzten Cytosols von Mitochondrien und anderen festen
Zellbestandteilen sollte durch Zentrifugation durch eine organische Trennphase aus
Dibutylphthalat erreicht werden. Das Volumen der Phasen und insbesondere die Dauer und
Beschleunigung der Zentrifugation wurden durch Vermessung der Lactatdehydrogenase- und
Citratsynthasesktivitéten optimiert. Es erwies sich, dald3 Digitonin auch in hohen
Konzentrationen (bis zu 3 mg/ml) Citratsynthase-Aktivitét nicht nennenswert zu solubilisieren
vermochte und dal3 zur Sedimentation der nicht gel 6sten Zellbestandteile durch die organische
Trennphase aus Dibutylphthalat sehr viel hohere g-Faktoren als jene in der Arbeit von
Meredith et al. verwendeten nétig waren. Dieim weiteren benutzte Prozedur :

Lyse von bis zu 1010° Zellen in 1 ml Lysispuffer (obere Phase) mit 1mg/ml Digitonin, 5

min bei RT

Vorsichtig tberschichten auf 500 pl Dibutylphthalat (organische Trennphase) Gber 200 pl

Gylcerin 40 % (untere Phase) in einem Beckman 4,4 ml Polyallomer-Zentrifugenréhrchen

Zentrifugation in Beckman Schwenkbecherrotor SW 60 Ti bel 27000 U/min (entspricht

ca. 100000 g) fur 20 min.
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Abbildung 3-5: Verteilung der Enzymaktivitdten von Lactatdehydrogenase (LDH) und
Citratsynthase (CS) nach Lyse von 2*10° Zellen mit verschiedenen Konzentrationen Digitonin
und Zentrifugation bei 100000 g. Die obere Fraktion (Lysispuffer) ist als cytosolisch, die untere
(40% Glycerin) als mitochondrial bezeichnet. Die gemessenen Enzymaktivitaten sind auf die
gesamte gemessene Aktivitat einer Probe (= 100 %) normiert.

Messungen der Markerenzymaktivitdten belegten, dald die obere Phase hauptsichlich
cytosolische und die unterste Phase vorwiegend mitochondriale Bestandteile aufweisen, die
mittlere, organische Phase wurde verworfen. Dieses Verfahren wurde zur Gewinnung
mitochondrialer und cytosolischer Fraktionen aus 6-well KulturgefaRen und 10 cm
Kulturschalen und folgender Messung der Glutahiongehalte eingesetzt, die Glutathiongehalte
anderer Zellkompartimente wurden als vernachlassigbar angenommen. Hierzu wurde die
untere Phase vor der Zentrifugation auf 40 % Glycerin mit 1 % SSA eingestellt, so dal3 ale
durch die organische Phase =zentrifugierten Zellbestandteile zugleich vollstandig
aufgeschlossen werden. Die obere Phase wurde nach dem Zentrifugationsschritt mit 250 pl 5
% SSA versetzt. Beide Fraktionen wurden nochmals zentrifugiert und die Sedimente
saureunloslicher Proteine mittels des Lowry-Verfahrens quantifiziert. Mitochondriale und
cytosolische Glutathiongehalte wurden auf die Summe beider Proteinpellets normiert.

Um mitochondriadle Fraktionen aus PC 12 Zellen in hoherer Reinheit und Ausbeute zu
gewinnen, wurde eine weitere in der Literatur beschriebene Methode fir PC 12 Zelen
adaptiert [85]. Fiir diesen Ansatz wurden 20-30% 10° PC 12 Zellen eingesetzt, welche ebenfalls
zunéchst durch Digitonin permeabilisiert werden, danach werden Fraktionen mittels
differentieller Zentrifugation gewonnen. Als differentielle Zentrifugation bezeichnet man
Protokolle, die aus einer Folge von Zentrifugationsschritten ansteigender Beschleunigung
(=g-Zahl) bestehen.
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- Zellen werden in 5 ml H-Medium resuspendiert: 210 mM D-Mannit
70 mM Saccharose
0,5% BSA
5mM Kalium-HEPES
1 mM EGTA
pH 7,2

- Zugabe von 5-10 pl Digitonin 10% in DMSO, kurze Inkubation bel 4°C unter
Schitteln;  mikroskopische Kontrolle des Ausmasses der Lyse durch
Trypanblauférbung von Aliquots der Zellsuspension

- Zentrifugation bei 3000 g, 4°C, 10 min; Uberstand: Fraktion 1

- Sediment resuspendieren in 5 ml H-Medium, homogenisieren in eéinem Dounce Glas-
Glas Handhomogenisator (Wheaton), ca. 40 Stol3e

- Zentrifugation bei 625 g, 4°C, 5 min; Uberstand: Fraktion 2A

- Sediment resuspendieren in 5 ml H-Medium, nochmals homogenisieren und
zentrifugieren, Uberstand Fraktion 2B, Sediment:Fraktion 3

- Fraktionen 2A und 2B zentrifugieren bei 19000 g, 4°C, 20 min

- Uberstand:Fraktionen 2A und 2B , Sedimente resuspendieren in 10 ml H-Medium

- Zentrifugieren bei 19000 g, 4°C, 20 min, Uberstand: Fraktion 4, Pellet resuspendieren
in Iml H-Medium: Fraktion 5

Von alen Fraktionen wurden Aktivitéten von Lactatdehydrogenase (LDH), Citratsynthase

(CS) und Komplex I1/111 (Succinat-Cytochrom C Oxidoreduktase) ermittelt.
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Abbildung 3-6: Fraktionierungen (n=3) von ca. 30*10° PC 12 Zellen nach der Methode von
Moreadith et al. Die gemessenen Enzymaktivitdten wurden auf das Volumen der jeweiligen
Fraktion normiert und durch die Summe aller Aktivitaten (= 100 %) geteilt.
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Wahrend Uber 90 % der Komplex 1I/111 Aktivitét in Fraktion 5 wiedergefunden wurden,
betrug dieser Anteil im Falle der Citratsynthase nur etwas Uber 50 %. Im Vergleich zur
Einschritt-Fraktionierungsmethode nach Meredith konnte mit dieser Methode aus einer
goReren Ausgangsmenge Zellen eine grofRere Menge mitochondrialen Proteins (1-5 mg)
erhalten werden. Diese Fraktionierungsmethode wurde im folgenden zur Bestimmung der
Aktivitdten mitochondrial lokaliserter Enzyme, namlich Komplex I1/111, Komplex 1V und
Monoaminoxidase angewandt. Eine elektronenmikroskopische Analyse sollte erweisen, ob
nach diesem Vefahren gewonnene Fraktionen hinreichend homogen fir Studien des
mitochondrialen Glutathiontransports waren (Abbildung 3-7).

Abbildung 3-7: Elektronenmikroskopische Aufnahme der mitochondrialen Fraktion (Fraktion 5)
der Zellfraktionierungsmethode nach Moreadith et al. Es sind erkennbar hauptsachlich
cytosolische Bestandteile wie Membranfragmente des rauhen endoplasmatischen Reticulums,
einzelne Ribosomengruppen aber auch kleine Mitochondrien. Diese zeigen alle eine
verdichtete Matrix, was fur die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung spricht.

Die morphologische Evaluation der Praparation erwies, dald die geforderte Reinheit nicht
erreicht wurde, um ausschliefdlich mitochondriale Transportvorgange zu untersuchen. Der
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Grund fur die Heterogenitét der Fraktion ist in der Art des Zelaufschlusses zu suchen,
wahrscheinlich entstehen infolge der Lyse durch Digitonin schon Fragmente der
Zellplasmamembran und des Cytoskeletts, welche durch die folgende Homogenisation nicht
weiter zerkleinert werden konnen. Diese sind in ihrem Sedimentationsverhalten den
Mitochondrien zu dhnlich, als dal3 diese durch den letzten Zentrifugationsschritt abgetrennt
werden konnten. Der Grund fir den geschédigten Zustand der erhaltenen Mitochondrien ist
ebenfalls in der Natur des Detergenz Digitonin zu suchen. Da Mitochondrien (im Laufe der
Evolution eukaryontischer Zellen) vermutlich durch enen Endocytose-ghnlichen
Mechanismus in die Zelle gelangt sind, gleicht die Lipidkomposition der duf3eren der beiden
mitochondrialen Membranen also auch derjenigen eukaryontischer Membranen und wird
durch Digitonin ebenso destabilisiert und vermutlich bleibt nur die innere, prokaryontische
Membran intakt. Tatsachlich sind in der Literatur partielle Lyseverfahren von isolierten
Mitochondrien mittels Digitonin beschrieben [86; 87]. Obwohl die aul3ere mitochondriale
Membran als durchléssig fur die meisten Molekiule gilt, stellt sie doch eine fur den
Metabolismus der Organelle wichtige Kompartimentierung dar und ihre partielle
Permeabilisierung zusammen mit den Bedingungen der Isolations- und Fixationsprozeduren
hat sicherlich die Entkopplung und verdnderte Morphologie verursacht [88; 89]. Um
mitochondriale Fraktionen in der flr Transportuntersuchungen nétigen Reinheit und Ausbeute
zu erhalten, sind nach anderen publizierten Studien sehr viel grof3ere Ausgangsmengen an
Zellen und verfeinerte Zentrifugationschritte nétig. Ein kirzlich publiziertes Verfahren zur
Praparation von Membranvesikeln aus PC 12 Zellen zwecks Transportstudien geht z.B. von
iiber 10" Zellen aus 1-3 | Kultur pro Préparation aus [90]. Da dieser Maf3stab wenig
praktikabel erschien und darlber hinaus ein neuronaler mitochondrialer Glutathiontransport
untersucht werden sollte, wurde daraufhin die Mdoglichkeit der Verwendung von

Mitochondrien, isoliert aus dem Hirn der Ratte, fir Transportstudien geprift.

3.4.2 Isolierung mitochondrialer Fraktionen aus Rattengehirnen

Hirngewebe weist im Vergleich zu Leber oder Niere einen hdheren Bindegewebsantell auf
und 183t sich daher schwieriger aufschlief3en. Der hohe Myelinanteil der Nervenfasern und
allgemein der hohe Gehalt an Lipiden stellen potentielle Quellen von Verunreinigungen dar.
Die weitverzweigten Zellkorper der Nervenzellen konnen Uberdies wahrend der
Homogenisation abgetrennt werden und bilden kleinere Versikel, sog. Synaptosomen aus,
welche unter Umstdnden ein den Mitochondrien sehr dhnliches Sedimentationsverhalten
aufweisen. Erste Leitlinie fur die Prgparation von Mitochondrien aus Rattenhirnen waren
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Vorschriften von Clark und Nicklas [91] und Basford [92]. Zum besseren Gewebeaufschluf
wird vor der Homogenisation eine Inkubation mit der bakteriellen Protease Nagarse
durchgefiihrt. Durch Zentrifugation Uber enen Dichtegradienten von Ficoll, einem
hochverzweigten, inerten Saccharosepolymer, sollen die beschriebenen leichteren
Verunreinigungen abgetrennt werden. Ausgehend von 9 Rattenhirnen war der experimentelle
Ablauf wiefolgt:

- Nach Entnahme wurden das Kleinhirn (Cerebellum) vom Restorgan getrennt und

beide Teile in Isolationsmedium (IM) gegeben: 250 mM Saccharose
10 mM Tris
0,5mM K-EDTA
0,5 mM K-EGTA
1 mg/ml BSA
pH 7,4,4° C
- Je 3 Grofthirne werden in 7 ml und 9 Kleinhirne zusammen in 7 ml gegeben, das
Gewebe wird mittels einer Schere zerkleinert und einmal mit Isolationsmedium
gewaschen
- Zugabe von 500 pl Nagarse 20 mg/ml pro 7 ml, Inkubation 15 min bei 4° C unter
Rihren
- Homogenisation in Portionen von 7 ml in einem Dounce Glas-Glas Hand-
Homogenisator (Wheaton): je 8 Passagen mit , loose” Stempel, gefolgt von 8 Passagen
mit ,tight* Stempel.
- Zugabe von je 20 ml IM zu den vereinigtenen Homogenaten der Grofzhirne und
Kleinhirne: Zentrifugation bei 2000 g, 3 min, 4° C
- Uberstande zentrifugieren bei 12500 g (GS-3 Rotor, Sorvall-Zentrifuge), 8 min, 4° C
- Uberstand: Fraktion 1, Sediment resuspendieren in 10 ml 1*Ficoll Medium:

3% Ficoll

120 mM D-Mannit
30 mM Saccharose
25 uM K-EDTA
pH 7,4

- Aufschichten auf 20 ml 2*Ficoll Medium: 6 % Ficoll
240 mM D-Mannit
60 mM Saccharose
50 uM K-EDTA
pH 7,4

- Zentrifugieren bei 11500 g (SS 34 Rotor), 30 min, 4° C

- Uberstand: Fraktion 2, Sediment resuspendieren in 10 ml Isolationsmedium
- Zentrifugieren bei 12500 g, 10 min, 4° C, Uberstand: Fraktion 3, Sediment
resuspendieren in 5 ml IM: Fraktion 4
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Wiederum wurden von den erhaltenen Fraktionen die Aktivitdten der Markerenzyme
Lactatdehydrogenase (LDH) und Citratsynthase (CS) vermessen, sowie ein Aliquot der
Fraktion 4 fur Elektronenmikroskopie verwandt.

Citratsynthase Lactatdehydrogenase

mm Kleinhirne 401

X = Kleinhirne
C—GroRhirne
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Abbildung 3-8: Anreicherung der LDH- und CS Aktivitaten in den jeweiligen Fraktionen. Die
Enzymaktivitdten wurden auf den Proteingehalt normiert, der niedrigste Wert wurde gleich 1
gesetzt und die Ubrigen Werte als Vielfache des niedrigsten Wertes ausgedrickt.

GrofRhirne Kleinhirne
757 C—1LDH 1007 —ILDH
S m—Cs S - CS
e g 7
+= 507 =
2 2
X £ 504
IS £
R 257 R
[t c 254
’ H I ) I
0 — . |_| 0 — - || —
1 2 3 4

1 2 3 4
Fraktionen Fraktion

Abbildung 3-9: Verbleib der Enzymaktivitaten in den jeweiligen Fraktionen. Die gemessenen
Aktivitaten wurden mit dem Volumen der jeweiligen Fraktion multipliziert und durch die
gesamte Menge von gemessener Aktivitat (= 100 %) dividiert.

Diese Analysen zeigten, dal3 im Falle der Groithirne der Hauptteil der LDH-Aktivitadt aber
auch Uber ein Drittel der CS-Aktivitét in Fraktion 1 wiedergefunden wurde. Etwas guinstiger
war diese Verteilung im Falle der Prgparation aus Kleinhirnen, aber auch hier war die relative
Anreicherung der spezifischen CS-Aktivitét in Fraktion 4 nur 8-fach.
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Abbildung 3-10: Elektronenmikroskopische
Aufnahme der Fraktion 4 der Préperation aus
Grof3hirnen. Neben unterschiedlich grof3en
Myelinlamellen und Membranfragmenten sind,
durch  Pfeile markiert, gut erhaltene
Mitochondrien erkennbar.

Bestdtigung erfahrt diese Einschdtzung durch die Auswertung e ektronenmikroskopischer
Aufnahmen der Fraktion 4: In Fraktion 4 der Grofdhirne finden sich zwar zahlreiche
Mitochondrien, jedoch auch viele Myelinlamellen (Abbildung 3-10). Die Morphologie der
Mitochondrien erscheint durchweg geschwollen, nur bei wenigen sind Cristae oder die innere
Membran zu erkennen. Andere Zellorganellen, insbesondere Profile des rauhen,
endoplasmatischen Retikulums, sind nicht nachweisbar. Dasselbe gilt fur die Fraktion 4 aus
Kleinhirnen, jedoch ist hier der Anteil intakt erscheinender Mitochondrien mit gut erhaltenen
Cristae und einer nachweisbaren Matrix hoher. Es |&3 sich schluf¥folgern, dal3 durch die
Zentrifugation Uber einen Ficoll-Stufengradienten insbesondere Myelinfragmente nicht
hinreichend abgetrennt werden und dal3, vermutlich infolge der Nagarse-Inkubation, en
Groldteil der Mitochondrien geschadigt sind und deren innere Bestandteile, mef3bar als
Citratsynthaseaktivitét freigesetzt werden.

Um eine verbesserte Reinheit zu erzielen, wurde eine weiterer Trennschritt hinzugenommen.
Die Verwendung eines 2-Phasensystems bestehend aus zwei Polymeren, die unterschiedliche
Affinitdten fur die Komponenten enes Gewebehomogenats aufweisen, erlaubt die
Auftrennung dieser Komponenten in einem einfachen Extraktionsschritt ohne die Anwendung
hoher Beschleunigungskréfte [93]. Die Trennung beruht nicht auf der Dichte oder
Sedimentationsverhalten der Partikel, sondern auf der Oberflachenbeschaffenheit. Im Falle
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von Synaptosomen, Myelinlamellen und Mitochondrien erlauben die unterschiedliche Ladung
und Lipidzusammensetzung der Oberfl&chen eine gute Auftrennung. Nach der Vorschrift von
Lopez-Perez [94] zeigen in einem 2-Phasensystem aus Polyethylenglykol (PEG) 4000 und
Dextran (Dx) T500 Mitochondrien eine hohe Affinité fir die Dx-reiche Phase, wogegen
Synaptosomen in die PEG-reiche Phase wandern. Ein weiterer Vorteil dieser wasserl6slichen
Polymere liegt in ihrem niedrigen osmotischen Druck, typischerweise 10-20 mOsm in den
verwendeten Losungen infolge ihres hohen Molekulargewichts (PEG 4000: 3350 g/mol, Dx
T500: 500000 g/mol) bzw. der niedrigen Konzentration. Eine zweite Anderung der
Fraktionierungsmethode bestand in der Verwendung eines zuvor nicht verflgbaren
motorbetriebenen Homogenisators (Fa. Braun Melsungen, Typ Potter S). Bel diesem Gerét
wird ein rotierender Teflonstempel in ein Vorlagegefald abgesenkt. Frihere Untersuchungen
belegen, dal3d Homogenisatoren dieses Prinzips einen hoéheren Zerkleinerungsgrad und
gleichméfdigeren Aufschlul3 im Vergleich zu Dounce-Handhomogenisatoren leisten [95; 96].
Die modifizierte Isolationsprozedur nach Lopez- Perez [94] war wie folgt:

- 6-12 Rattenvorderhirne werden nach Entnahme zweimal gewaschen in 20 ml Medium

A:

320 mM Saccharose

1 mM K-EDTA

0,1 % BSA (frei von Fettsduren)
10 mM Tris-HCl pH 7,4

Waschldsung: Fraktion 1

- Homogenisation in 20 ml Medium A bei 400 U/min, 5-10 Stole

- Zentrifugation bei 1100 g, 10 min, 4°C; Sediment: Fraktion 2

- Uberstand zentrifugieren bei 19000 g, 20 min, 4° C, Uberstand: Fraktion 3

- Sediment resuspendieren in 10 ml Medium A, Uberschichten auf 20 ml 6% Ficoll in
Medium A, Zentrifugation 19000 g, 30 min, 4°C; Uberstand: Fraktion 4

- Sediment resuspendieren in 1 ml Medium B: 320 mM Sorbit
0,1 mM K-EDTA
0,1 % BSA (frel von Fettsauren)
5 mM K-Phosphat, pH 7,8

- Zugabe von 7 g purification phase: 2,56 g DXT500 20 % (w/w)
1,28 g PEG 4000 40 % (w/w)
2,24 g 1 M Sorbitol
0,07 g 10 mM K-EDTA
0,79 1% BSA (frel von Fettsauren)
0,290,2M K-Phosphat pH 7,8
HOad7g

- durch 20-maliges Invertieren mischen, Zentrifugieren bei 600 g, 10 min, 4° C

- obere Phase vorsichtig abziehen: Fraktion 5, untere Phase + Interphase mischen mit 3
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ml washing phase: 9,6 g DXT500 20 % (w/w)
4,8 g PEG 4000 40 % (w/w)
9,6 g1 M Sorbitol
0,3g10mM K-EDTA
3,091 % BSA (frei von Fettsduren)
0,759 0,2 M K-Phosphat pH 7,8
H,Oad 30 g
grindich mischen und tber Nacht trennen
lassen: die obere der beiden Phasen als
washing phase sammeln

- Zentrifugieren bei 600 g, 10 min, 4° C, obere Phase vorsichtig abziehen: Fraktion 6
- Untere Phase + Interphase zu 30 ml Medium B geben, griindlich mischen

- Zentrifugieren bei 19000 g, 30 min, 4° C, Uberstand: Fraktion 7

- Sediment aufnehmen in 1 ml Medium B: Fraktion 8
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Abbildung 3-11: Enzymprofile von zwei Fraktionierungen von Rattenvorderhirnen. Links:
Anreicherung der Markerenzyme in den jeweiligen Fraktionen. Die Enzymaktivitaten wurden
auf den Proteingehalt normiert, der niedrigste Wert wurde gleich 1 gesetzt und die Ubrigen
Werte als Vielfache des niedrigsten Wertes ausgedriickt. Rechts: spezifische Aktivitat der
mitochondrialen Markerenzyme in den jeweiligen Fraktionen.

Die Vermessung der Enzymaktivitéten in alen Fraktionen belegte die bislang beste erzielte
Reinheit der mitochondrialen Fraktion (Fraktion 8). Lediglich die wadhrend der Phasen-
vertellungsschrittes gewonnene synaptosomale Fraktion 5 enthielt noch nennenswerte
Mengen an mitochondrialer Enzymaktivitét, es handelt sich hierbel um in den Synaptosomen
eingeschlossene Mitochondrien, welche préferentiell aus den Axonen bzw. Dendriten der
Nervenzellen stammen dirften. Fraktion 2 stelllt nicht-aufgeschlossenes Gewebe nach dem
Homogenisationsschritt dar. Um die Frage von Kontaminationen morphologisch zu

beurteilen, wurden wiederum elektronenmikroskopische Analysen angefertigt.
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Abbildung  3-12: Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der Fraktion 8 (VergroRerungen
4400- bis 12000 fach) der Préaparation nach
Lopez-Perez.

Die morphologische Beurteilung entspricht der hohen Aktivitdt mitochondrialer
Markerenzyme in Fraktion 8. Es finden sich kaum noch Verunreinigungen durch
cytoplasmatische Bestandteile und Myedinfragmente. Die Anordnung der inneren Membran
und Cristae der Mitochondrien erscheint melst intakt. Neben vielen runden und
geschwollenen Mitochondrien, weisen einige kleinere auch eine intakte, elektronendichte
Matrix auf. Mehrere Grinde fur die geschwollene Morphologie der isolierten Organellen sind
in Betracht zu ziehen. Der verwendete Fixationsschritt des Materials vollzieht sich Giber 2 h in
Anwesenheit von 0,8 % Paraformaldehyd und 4 % Glutaraldehyd in 0,2 molarem Na-
Cacodylatpuffer. Durch diese reaktiven Aldehyde werden die Membranen der Organellen
zunéchst einmal permeabilisiert bevor die vollstandige Quervernetzung und Fixierung entritt,
so dald es leicht zu einem Verlust der Matrix und Einstrom von Wasser bzw. einem
Anschwellen kommt. Tatsachlich findet sich in den meisten in der Literatur publizierten

elektronenmikroskopischen  Aufnahmen isolierter Mitochondrien eine vergleichbare
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Morphologie von geschwollenen, ,leeren® Mitochondrien. Eine schonendere, jedoch
aufwendigere Fixationsmethode bietet das sog. freeze substitution Verfahren und Einbetten
des Materials bei niedriger Temparatur [86]. Dartiber hinaus ist die unnattrliche Morphologie
isolierter Mitochondrien untersucht worden mit der Erkenntnis, dal? auch bel isoosmotischem
Druck die Abwesenheit von Makromolekilen wie das in allen Isolationspuffern enthaltene
BSA, einen Verlust der natlrlichen Konformation insbesondere der duf3eren mitochondrialen
Membran zur Folge hat [97; 89]. Das fir den Stoffwechsal der Organelle wichtige
Intermembrankompartiment geht so verloren mit der Konsequenz einer Entkopplung der
Respiration und Schwellung, @hnlich der Wirkung von hohen Digitoninkonzentrationen.
Durch Zugabe von osmotisch wenig wirksamen Makromolekilen wie Dextran kann eine
natrlichere Morphologie isolierter Mitochondrien erzielt werden [98]. Fur Transportstudien
ist diese Option jedoch wegen der hohen Viskositét dieser Subtanzen nicht gegeben. Eine
geschwollene Morphologie oder Verlust der Matrix bei intakten Membranen verbietet nicht
Transportstudien an Membranproteinen. Kinetische Parameter, welche unter diesen
artifiziellen Bedingungen gewonnnen werden, miissen aber nicht den physiologischen Werte
gleichkommen. Ein funktioneller Parameter zur Beurteilung von Mitochondrien ist die
Sauerstoffaufnahme oder Respiration der isolierten Organele. Zur Messung werden
Mitochondrien in enem gasdichten Resktionsraum mit Substraten der oxidativen
Phosphorylierung bzw. des Citratcyclus (Glutamat, Succinat, Malat) inkubiert und der
Sauerstoffgehalt der Mitochondriensuspension verfolgt. Zur Uberpriifung der mitochondrialen
Funktion wurde eine solche Messung in einem Oxygraph Respirometer (Firma Oroboros,
Innsbruck, Osterreich) durchgefiihrt. Dieses Gerdt bietet eine genaue Temperierung der
Suspension durch eine Pelletier-Heizpumpe, der Sauerstoffgehalt der Suspension wird tber
eine Elektode nach Clark gemessen, d.h. es erfolgt Reduktion des Sauerstoffs an ener
Platinkathode. Bei kleinem Reaktionsraum von 1,5 ml genligen einige ug mitochondriales

Protein fr eine Messung.
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Abbildung 3-13: Messung der Sauerstoffaufnahme isolierter Rattenhirnmitochondrien. 8 ug
mitochondriales Protein wurden zundchst ohne Substrate 1 min bei 30 °C inkubiert, danach
erfolgte in Intervallen von 1 min die Zugabe von: - Substraten (Pyruvat 10 mM, Malat 5 mM),
danach 200 uM ADP (Substrat des Komplex V, dadurch aktivierte Respiration),  schlie3lich
4,5,6,7-Tetrachloro-2-trifluoromethylbenzimidazol (TTFB, 10 uM, ein Entkoppler des
mitochondrialen Membranpotentials), welcher die maximal maogliche Sauerstoffaufnahme
herstellt.

Die gemessenen Sauerstoff Aufnahmegeschwindigkeiten waren in der Literatur beschriebenen
Daten [94] vergleichbar, somit wurde die Qualitét der nach dieser Methode gewonnenen

Mitochondrien als ausreichend fiir Transportstudien bewertet.
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3.5 Messung des mitochondrialen Glutathiontransports

Die Messungen wurden bei Raumtemparatur (23° C) durchgefihrt. Dies entspricht den
meisten in der Literatur beschriebenen Experimenten mit dhnlichem Ansatz, da bei einer
Temperatur von 37° C die meisten Transportvorgange unmefdbar schnell ablaufen [90].
Beispielsweise erreicht der mitochondriale ADP/ATP Translokator bel 25° C nach ca 1 s
Gleichgewichtseinstellung [99]. Zudem sind die bekannten Studien mitochondrialen
Glutathiontransports an Leber und Niere ebenfalls bei Temperaturen zwischen 20 und 30° C
durchgefihrt worden [19; 20; 21]. An friheren Arbeiten orientiet war auch die
Zusammensetzung des Puffers fur die Inkubation isolierter Mitochondrien mit exogenem
Glutathion:

5mM K-HEPES

0,1 mM Nax-EDTA

1 mM KH,POJ/K,HPO,4

220 mM Mannit

70 mM Saccharose

0,1 % BSA (frei von Fettsduren)
5 mM Succinat

0,25 mM Acivicin

pH 7,2

In diesem Puffer wurden auch die Mitochondrien nach der Pr8paration aufgenommen, von
Beginn der Préparation bis zum Beginn der Transportmessung wurden gewohnlich 3-3,5
Stunden bendtigt. Die Zugabe von Acivicin  (a-Amino-3-chloro-4,5-dihydro-5-
isoazolessigsaure) sollte eventuell in der Préparation noch vorhandene y-Glutamyltransferase
Aktivitét inhibieren [23]. Glutathion wurde in diesem Puffer unmittelbar vor den Messungen
angesetzt, Stammldsung 100 mM. Das *S-markierte Tripeptid wurde bezogen (Fa. NEN
Dupont) in einer spezifischen Aktivitdt um 200-600 Curie/mmol und einer Konzentration um
2,85 yM abhangig von der Charge bzw. dem Synthesedatum. Um das als Schutz gegen
Oxidation in der Verkaufsform enthaltene DTT (Dithiothreitol, 10 mM) zu entfernen, wurde
die radioaktive Losung 1. 1 mit Assay-Puffer verdinnt und diese Verdinnung mit einem
gleichen Volumem Essigsaureethylester extrahiert. Durch 1 min Zentrifugation bei ca.
10000g in einer Tischzentrifuge wurden die Phasen getrennt und die obere organische Phase

wurde verworfen. Das Volumen einer Messung schlief3lich betrug 250 pl :
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Zugegebenes Volumen Endkonzentration
Mitochondriensuspension 60 pl 160-1000 pg Protein/ml
Unmarkiertes GSH 25 ul 1 uM-75 mM
. 1,9-3,5 uCi/ 250 ul
Markiertes GSH 3ul )
(entspricht 5-15 pmol)
Puffer 162 pl

Tabelle 3-1: Zusammensetzung des Ansatzes fir die Transportmessung der Aufnahme von
GSH in Rattenhirnmitochondrien. Die Werte fiir die Konzentrationen von markiertem Tracer *°S-
Glutathion und die Menge an eingesetzten Mitochondrien orientieren sich an den Arbeiten von
Colell et al, Martensson et al und Garcia-Ruiz et al [21; 19; 20]

Um den Aufnahmeprozess in ener Phase der Anfangsgeschwindigkeit vor der
Gleichgewichtseinstellung zu betrachten, wurde die Inkubation nach 30 s durch die Zugabe
einer 10-fachen Menge (2,5 ml) eiskalter Pufferlésung abgestoppt. Die Abtrennung der
Mitochondrien wurde erreicht durch Filtration des Ansatzes durch Zellulosemischesterfilter,
Porengrof3e 0,45 pum (Fa. Millipore, Eschborn) in einem Edelstahlfilterhalter. Die Filter
wurden folgend zweimal mit je 2 ml eskaltem Puffer gewaschen und danach in
Szintillationsgefaen in 5 ml Szintillationscocktail (Ultima Gold) Gber Nacht inkubiert. Die
zuriickgehaltene Radioaktivtét wurde in einem Szintillationszéhler (Fa. Wallac, Finnland,
Typ 1400) vermessen. Zur Berlcksichtigung des Totvolumens der Filter wurde fur jede
Messung ein Kontrollansatz ohne Mitochondrien mit der jeweiligen Glutathionkonzentration
in derselben Weise prozessiert, die hier gefundene Radioaktivitdt wurde entsprechend von
dem Ansatz inklusive Mitochondrien subtrahiert. Ausgehend von der Grundannahme, dal3
*S markiertes Glutathion in gleicher Weise wie unmarkiertes Glutathion von den Organellen
aufgenommen wird, wurde aus der zurtickgehaltenen Radioaktivitét der Glutathiongehalt der
Mitochondrien berechnet. Weitere theoretische Uberlegungen und V oraussetzungen beztiglich
der Messung von Transportprozessen werden bel der Interpretation der gewonnen Daten in
Abschnitt O behandelt.
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3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der experimentellen Daten erfolgte mittels der Programme Instat
(Macintosn), GraphPadPrism (Macintosh, Windows) oder Microsoft Excel (Macintosh,
Windows). Alle Ergebnisse sind soweit nicht anders erwdhnt as Mittelwerte =+
Standardabweichungen angegeben. Bel Messungen der Uberlebensrate und  reaktiver
Sauerstoffspezies von Zellkulturen betrug die Anzahl der unabhangig, jedoch gleichzeitig in
96-well KulturgefélRen vermessenen Kulturen mindestens 5, oft auch 10 pro experimenteller
Bedingung. Fir Messungen der Glutathionspiegel und Enzymaktivitéaten wurden mindestens 3
oder auch 6 Kulturen pro Bedingung in Mehrfachkultur-platten oder 6 cm bzw. 10 cm
Kulturschalen verwendet. Die Berechnung statistischer Signifikanzen erfolgte bei Vergleich
von 2 Bedingungen mit dem Students T-Test. Bel mehr als 2 experimentellen Bedingungen
wurde zunéchst eine einfaktorielle Varianzanalyse, (one way analysis of variance = ANOVA)
durchgefiihrt. Ergab diese eine Irrtumswahrscheinlichkeit geringer als 5 % (p < 0,05) dafur
dai3 alle Mittelwerte nicht aus derselben Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), wurde
zur Berechnung von signifikanten Differenzen der Mittelwerte einzelner Gruppen ein post hoc
Test nach Tukey oder Bonferroni  durchgefihrt. Als  signifikant  wurden
Irrtumswahrscheinlichkeiten geringer 5 % (p<0,05), 1 % (p<0,01) oder 0,1 % (p<0,001)

bewertet und in Abbildungen mit einem, zwel oder drei Indices (*, # ) markiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Toxizitat von L-Buthioninsulfoximin und Etacrynsaure

Um ene Aussage Uber die Auswirkungen ener Veminderung der zeluldren
Glutathionspiegel treffen zu kénnen, wurden Zellkulturen von PC 12 Zellen und cerebelléren

Koérnerneuronen aus der Ratte mit zwei Glutathion-depl etierenden V erbindungen behandelt.
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Abbildung 4-1: Strukturformeln von L-Buthioninsulfoximin (BSO, links) und Etacrynséure (EA,
rechts).

L-Buthioninsulfoximin (BSO) wurde erstmals von Griffith und Meister [100] beschrieben als
en irreversibler Inhibitor der y-Glutamylcysteinylsynthetase, des Schrittmacherenzmys der
GSH-Synthese. Nach intrazelluldrer Phosphorylierung an der Imin-Funktion bindet es als
Strukturanal og des phosphorylierten y-Glutamyl-cysteinyl Zwischenprodukts nichtkovalent an
das Enzym. Etacrynsaure (EA), [2,3-Dichlor-4-(2-ethylacryloyl)-phenoyl]-essigsaure, ist ein
Schleifendiuretikum und wird als Molekil mit einem eektrophilen Zentrum leicht von

Glutathion-S-Transferasen mit der Thiolgruppe des Glutathions konjugiert [101; 102].
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Abbildung 4-2: Bestimmung der Uberlebensrate von PC 12 Zellen bei Behandlung mit BSO und
EA. An den entsprechenden Zeitpunkten wurden Uberlebende Zellen fixiert, durch
Kristallviolett angefarbt und anschlieBend photometrisch quantifiziert. Die Uberlebensrate
wurde durch Vergleich mit einer Kultur unbehandelter Zellen errechnet.

Die Bestimmung der Uberlebensrate von PC 12 Zellen bei Behandlung der Kulturen mit L-
Buthioninsulfoximin und Etacrynsdure zeigte, dal3 L-Buthioninsulfoximin bis zu einer
Inkubationszeit von 4 Tagen keinerlei toxische Wirkung auf die Zellkulturen austibt. Uber
diesen Zeitraum hinaus tritt eine Erschopfung der Nahrstoffe und Anh&ufung von Kataboliten
im Medium auf, so dal3 ohne Erneuerung des Mediums die Zellen nach Erreichen eines
konfluenten Zdlrasensin einem Zeitraum von 7 bis 10 Tagen absterben. Diese Absterbephase
trat in L-Buthioninsulfoximin-behandelten Kulturen etwas schneller en, wie der
Uberlebenswert nach 7 Tagen zeigt. Deutlich anders die Auswirkungen einer Behandlung der
Zellkulturen mit Etacrynsaure: beginnend bei Konzentrationen von 100 uM starben die Zellen
zeit- und konzentrationabhangig, vollsténdiger Zelltod trat innerhalb von 24 h bel Inkubation
mit 500 uM Etacrynséure ein. Die unterschiedlichen Toxizitéten dieser zwei Verbindungen
spiegeln sich auch in ihrem Vermogen, die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
auszulosen. Wahrend mit L-Buthioninsulfoximin behandelte Kulturen zu keinem Zeitpunkt
ein erhdhtes Niveau reaktiver Sauerstoffspezies als Indikator fir oxidativen Stref3 aufwiesen,
fUhrte Etacrynsaure, wiederum konzentrationsabhangig, innerhalb von wenigen Stunden zu
einem massiven Anstieg reaktiver Sauerstoffspeziesin diesen Kulturen.
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Abbildung 4-3: Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies in PC 12 Zellkulturen. Die behandelten
Zellkulturen wurden zZu den entsprechenden Zeitpunkten mit einem
Dihydrodichlorofluoreszein-derivat geférbt und die Fluoreszenz des Oxidationsprodukts
fluorometrisch quantifiziert.

Innerhalb dieses kurzen Zeitfensters von 2-4 h nach Beginn des Experiments, war die
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch Etacrynsaure deutlich vermindert, wenn
zusétzlich Rotenon, ein Inhibitor des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette (NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase), in das Kulturmedium gegeben wurde.

Kontrolle 500 uM EA 1 uM Rotenon SO0 UM EA +
1 uM Rotenon
Relative
Fluoreszenz 2 h 100 + 32,14 159,35 + 26,21 (*) 93,94 + 6,62 120,66 + 13,03
(%)
Relative
Fluoreszenz 4 h 100 £ 16,07 205,3 + 32,34 (***) 79,94 + 2,75 152,67 + 6,17 (*,#)
(%)

Tabelle 4-1: Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies in PC 12 Zellkulturen. Die behandelten
Zellkulturen wurden an den entsprechenden Zeitpunkten mit einem
Dihydrodichlorofluoreszein-derivat gefarbt und die Fluoreszenz des Oxidationsprodukts
fluorometrisch quantifiziert. Die Fluoreszenz der behandelten Kulturen wurde auf 100 % der
unbehandelten Kontrollen normiert. *: p < 0,05 gegen Kontrolle, ***: p < 0,001 gegen Kontrolle,
#: p <0,05 gegen 500 uM Etacrynsaure.

Dieses Experiment zeigt, dald Uber die mitochondriale Atmungskette ein Grofdteil der unter
Behandlung mit Etacyrnsdure entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies produziert wird. Der
Vergleich der Glutathionspiegel L-Buthioninsulfoximin- und Etacrynsaure-behandelter Zellen
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ergab, dal’3 der Gesamtglutathiongehalt der Zelkulturen durch beide Substanzen bel ener

Konzentration von 500 uM in vergleichbarem Ausmal3 verringert wurde.

—— 500 pM BSO
—— 100 pM EA
—o0— 500 pM EA

GSX nmol/mg

Zeit [h]

Abbildung 4-4: Glutathionspiegel in PC 12 Zellen unter Behandlung mit L-Buthioninsulfoximin
und Etacrynsaure. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden aus den Kulturen Extrakte fr
die Glutathionmessung gewonnen. Glutathion ist als GSX = GSSG + 2*GSH angegeben und auf
den Proteingehalt der Extrakte (in mg) normiert.

Die 100 umolare Konzentration von Etacrynsaure hatte einen Anstieg des Glutathiongehalts
um mehr als das Doppelte innerhalb von 72 h zur Folge. Ein Anstieg zelluléren Glutathions
als Folge eines nicht-tédlichen Stimulus durch oxidativen Stref3 ist schon in vielen in vitro
und in vivo Experimenten beobachtet worden. Die Glutathionsynthese untersteht einer
feedback-Regulation (Inhibition) durch Glutathion [103], zusdtzlich wird hierfir ene
gesteigerte Syntheseleistung verantwortlich gemacht. Tatséchlich wurde bel Studien des
Schrittmacherenzyms der Glutathionsynthese, y-Glutamylcyteinylsynthetase, eine Induktion
der Transkription des entsprechenden Gens durch oxidativen Stref3 und eine durch
elektrophile Agenzien induzierbare regulatorische Promotersequenz im 5'-nichttrandatierten
Genabschnitt gefunden [104; 105].

Die Ursache fir die unterschiedlichen Auswirkungen der Glutathiondepletion auf die
ZéellUberlebensrate durch vergleichbar hohe Konzentrationen von L-Buthioninsulfoximin und
Etacrynsdure wurde in den unterschiedlichen subzelluldren Glutathionspeichern vermutet.
Daher wurden Glutathiongehalte von fraktionierten Zellysaten nach Behandlung mit L-

Buthioninsulfoximin und Etacrynsaure bestimmt.
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Abbildung 4-5: Glutathionspiegel in cytosolischen Zellysaten von PC 12 Zellen unter
Behandlung mit L-Buthioninsulfoximin und Etacrynsaure. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
wurden aus den Kulturen fraktionierte Zellysate fir die Glutathionmessung gewonnen.
Glutathion ist als GSX = GSSG + 2*GSH angegeben und auf den Proteingehalt der Extrakte (in

mg) normiert.
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Abbildung 4-6: Glutathionspiegel in mitochondrialen Zellysaten von PC 12 Zellen unter
Behandlung mit L-Buthioninsulfoximin und Etacrynsaure. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
wurden aus den Kulturen fraktionierte Zellysate fiur die Glutathionmessung gewonnen.
Glutathion ist als GSX = GSSG + 2*GSH angegeben und auf den Proteingehalt der Extrakte (in

mg) normiert.

Wahrend nach 4 h Behandlung mit 500 uM Etacrynsaure die Glutathionspiegel sowohl in der
cytosolischen wie auch in der mitochondrialen Fraktion unterhalb die Detektionsgrenze des
Melverfahrens gefallen waren, so ergab sich be L-Buthioninsulfoximin-behandelten
Zellkulturen ein ahnlich rapider Glutathionverlust nur im cytosolischen Kompartiment,
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wohingegen die Mitochondrien L-Buthioninsulfoximin-behandelter Zellen eine geringe
Menge Glutathion auch gegen enen Konzentrationsgradienten Uber lange Zeit
aufrechterhalten konnten. Normiert auf Prozent des Glutathiongehaltes unbehandelter Zellen
wird die Diskrepanz der Glutathiondepletion durch BSO deutlicher.

Zeit 2h 4 h 6h 12 h 24 h 48 h

Cytosol 70,1+10,4 6,475 4,8+4.2 49+0,9 14+15 1,3+1,0

Mitochondrien | 121,5+ 42,0 140,6 +27,6 71,3+6,2 7,7+8,9 36+3,1 35+40

Tabelle 4-2: Glutathiongehalte (in Prozent) cytosolischer und mitochondrialer Zellysate von
BSO (500 pM) behandelten PC 12 Zellen. Die Glutathiongehalte der Lysate unbehandelter
Kontrollzellen wurden als 100 % angenommen.

Die Restmenge von mitochondrialem Glutathion reicht offenbar bei Abwesenheit eines
weiteren strefRauslGsenden, exogenen Stimulus aus, um eine mitochondriale Uberproduktion
radikaler Sauerstoffspezies zu vermeiden und den Zelltod infolge Glutathionmangels
zumindest hinauszuzdgern.

Als eine erste Auswirkung mitochondrialer Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies wére
ein Funktionsverlust der Enzyme der mitochondrialen Elektronentransportkette zu erwarten.
Daher wurde das Vermogen behandelter Zellkulturen zur Umsetzung des Substrats MTT

untersucht.
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Abbildung 4-7: Messung der Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem Formazansalz durch vorrangig mitochondriale
Dehydrogenasen. An den entsprechenden Zeitpunkten wurde den Zellkulturen MTT zugeben
und das Produkt nach 2 h photometrisch quantifiziert.
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Die mit Etacrynsdure behandelten Zellen zeigten parallel zum zeitlichen Verlauf der
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies einen Verlust der Fahigkeit, MTT zu reduzieren. Mit
L-Buthioninsulfoximin inkubierte Zellkulturen wiesen keine Verminderung dieses Parameters
auf. Ein ahnliches Bild ergab sich fur die Aktivitiéten der Komplexe 1I/111 (Succinat-
Cytochrom C Oxidoreduktase) und IV (Cytochrom C Oxidase) der mitochondrialen

Elektronentransportkette:
500 pM BSO 500 uM EA
Unbehandelt
48 h 4h
Komplex II/1l
) 80,0+ 354 92,3+ 46,6 0
(nmol/min/mgq)
Komplex IV
. 302,7 + 167,3 256,4 + 21,0 71,0+ 30,1
(nmol/min/mg)

Tabelle 4-3: Aktivitatsmessung der Komplexe II/lll (Succinat-Cytochrom C Oxido-Reduktase)
und IV (Cytochrom C Oxidase) in Homogenaten von aus PC 12 Zellen isolierten Mitochondrien.
Die Zellkulturen wurden wie angegeben behandelt, anschlielfend wurden mitochondriale
Fraktionen fiir enzymatische Messungen gewonnen.

Die Behandlung der Zellen mit Etacrynsaure fuhrte zu einer schnell einsetzenden Schadigung
dieser Enzymaktivitdten in mitochondrialen Zellfraktionen, wogegen die Aktivitdten der
Proben gewonnen aus L-Buthioninsulfoximin-behandelten Zellen im Bereich der
Normalwerte unbehandelter Zellen lagen, obgleich hohe Varianzen auftraten. Im Vergleich
dieser beiden Komplexe der mitochondrialen Elektronentransportkette erscheint der Komplex
[1/111 durch die Etacrynsaurebehandlung in htherem Mal3e geschadigt als Komplex 1V. Dieser
Befund wurde erhartet durch die Messung dieser Enzymaktivitéten in Mitochondrien isoliert
aus Rattenvorderhirnen.

Einwirkungszeit Komplex Il/IlI-Aktivitat Komplex IV-Aktivitat
500 uM EA (%) (%)
1h 247 131,2
2h 29 87,9
3h 0 102,6
4h 0 90,1

Tabelle 4-4: Aktivitatsmessung der Komplexe II/lll (Succinat-Cytochrom C Oxido-Reduktase)
und IV (Cytochrom C Oxidase) in Homogenaten von aus Rattenvorderhirnen isolierten
Mitochondrien. Zuvor wurden diese fiir die angegebene Zeitdauer mit 500 uM Etacrynséaure bei
37 ° C inkubiert. Aufgefuhrt sind Prozent, wobei als 100 Prozent die Aktivitdt eines nur mit
Vehikel behandelten Aliquots des Homogenats gesetzt wurde. Die absoluten Enzymaktivitaten
der unbehandelten Kontrollen betrugen nach 1 bzw. 4 h Versuchsdauer: 1,38 bzw. 0,39
pmol/min/mg Protein (Komplex II/11) und 1,31 bzw. 2,39 umol/min/mg Protein (Komplex V).
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Auch hier verursachte Etacrynséure nach kurzer Einwirkungszeit einen deutlichen Abfall der
Komplex I1/111 Aktivitat, wahrend die Aktivitdt des Komplex 1V in den mitochondrialen
Homogenaten durch Inkubation mit Etacrynsdure nicht veréndert wurde. Schlief3dlich wurde

auch das e ektrochemische Potential tiber die mitochondrialen Membranen bestimmit.

Inkubationsdauer
(h] Unbehandelt 500 uM BSO 500 uM EA 50 uM FCCP
0 4,38 £ 0,04 4,38 £ 0,04 4,38 £ 0,04 4,38 £ 0,04
7,5 4,38 £ 0,04 4,40 £ 0,07 4,41 £ 0,08 4,27 + 0,06
14 3,10+ 0,19 3,10+ 0,05 4,43 £ 0,04 4,35+ 0,06
23 2,77 £ 0,02 2,90+0,10 4,26 + 0,04

Tabelle 4-5: Messung des mitochondrialen Membranpotentials in PC 12 Zellen. Zum Zeitpunkt O
h wurden die Zellkulturen mit den angegebenen Substanzen und 60 nM JC-1 (5,5,6,6 -
Tetrachloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin Jodid) behandelt. Aufgefihrt ist der
Quotient der Emissionsfluoreszenz des Monomers bei 530 nm und des J-Aggregats bei 590
nm. Dieser sinkt bei Akkumulation des Farbstoffs in intakten Mitochondrien.

Die Einstellung des Gleichgewichts zwischen monomerer Form und Aggregaten des
potentialsensitiven  Fluoreszenzfarbstoffs JC-1 bendtigte allerdings im Falle von
unbehandelten PC 12 Zellen bis zu 12 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt waren jedoch
Etacrynsaure-behandelte Zellen bereits zu einem signifikanten Teil abgestorben. Die Messung
von mit L-Buthioninsulfoximin behandelten Zellen zeigt jedoch, dal3 L-Buthioninsulfoximin
die Bildung der Farbstoffaggregate infolge enes normaen mitochondrialen
Membranpotentials  nicht  behindert. Dagegen  wird die intramitochondriale
Farbstoffaggregatbildung und somit ein  Absinken des Quotienten der beiden
Fluoreszenzemmissionen komplett verhindert durch FCCP, einem Entkoppler des pH-
Gradienten Uber die innere mitochondriale Membran somit gleichsam eine Negativkontrolle.
Wesentliche Teile dieser Experimente wurden in einem zweiten Zelkultursystem, priméren,
cerebellaren Nervenzellen aus der Koérnerzellschicht des Rattenhirns verifiziert [70]. Dadurch
konnte bestétigt werden, dal? die beobachteten Effekte beider Substanzen nicht auf einem
exklusven Metabolismus von immortalisierten, undifferenzierten PC 12 Zellen beruhen,

sondern ebenso in postmitotischen Neuronen gelten.
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4.2 Die Auswirkung von Komplex I-Inhibtion auf die zellulare
Glutathionhomdoostase

Vides deutet darauf hin, dal3 der Komplex | (NADH-Ubichinon Oxidoreductase) der
mitochondrialen Elektronentransportkette von herausgehobener Bedeutung fiir die Funktion
von Mitochondrien ist, insbesondere auch in pathologischen Situationen gekennzeichnet
durch verstérkten oxidativen Stref3. Fur einen effizienten aeroben Stoffwechsel der Zelle ist
dieses Enzym limitierend, da es die Reoxidation von NADH zu NAD*, welches wiederum fiir
die Glykolyse und den Zitratzyclus notwendig ist, katalysiert. Wie zahlreiche Untersuchungen
von Proben verschiedenster Gewebe aus Patienten mit muskuldaren und neurologischen
Erkrankungen belegen, ist Komplex | hinsichtlich seiner Funktion offenbar besonders
suszeptibel gegentiber zelluléren Belastungen wie oxidativem Stref3. Sieben der Uber 40
Untereinheiten dieses Enzyms sind auf im mitochondrialen Genom kodiert, welches wie
bereits ausgefiihrt, besonders oxidativem Stref3 exponiert ist. Weiter haben biochemische
Untersuchungen auch gezeigt, dal3 die Enzymaktivitat anfallig gegentiber verschiedensten
chemischen und physikalischen Reizen i, was in der fir die Enzymaktivitét notwendigen,
komplexen Raumstruktur innerhalb der inneren Mitochondrienmembran begriindet sein kann.
Wie bereits erwahnt, 16st die Substanz 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP)
nach Oxidation und selektiver Aufnahme in dopaminerge Neurone in Mensch und Tier ein
Parkinsonsyndrom aus. Biochemische Untersuchungen zeigten, dal? der aktive Metabolit 1-
Methyl-4-phenylpyridinium (MPP") Komplex | der Atmungskette hemmt. Da bei
Parkinsonpatienten ebenfalls eine Minderfunktion des Komplex | festgestellt wurde, erhebt
sich die Frage nach der Ursache diessr Hemmung im Falle des idiopathischen
Parkinsonsyndroms. Vererbungsstudien erbrachten bislang keinen eindeutigen Hinweis fir
eine Mutation auf Ebene des mitochondrialen Genoms, als exogenes Toxin wurden
Losungsmittel wie n-Heptan und Schwermetalle wie Mangan in Betracht gezogen, konnten
jedoch nicht in gréferem Umfang als Ursache identifiziert werden. Um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der ebenfalls sehr frih auftretenden Verminderung der
Glutathiongehalte bel préasymptomatischen Parkinsonformen und der erniedrigten Komplex 1-
Aktivitét aufzuklaren, wurden die Auswirkungen von Komplex | Inhibition auf die
Glutathionhomdostase von PC 12 Zellen untersucht.

Verwendet wurden zwei Komplex I-Inhibitoren: das bereits erwshnte MPP* und Rotenon, €in
Furocumarinderivat aus der Derriswurzel, welches als Insektizid Anwendung findet. In
Konzentrationen, welche teilweise bis vollstandig die Enzymaktivitdt des Komplex |
inhibieren, waren beide Verbindungen wachstumshemmend, jedoch nicht akut toxisch fur PC
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12 Zdlen. Weiterfiihrende Untersuchungen des M echanismus dieses Wachstumsarrests durch
MPP" in dieser Arbeitsgruppe konnten belegen, daR dieser Wachstumsarrest durch die
Induktion Zellzyklus-regulierender Gene vermittelt wird und da3 der ab 48 h
Behandlungsdauer eintretende Zelltod die Folge der Erschopfung von Energiesubstraten und
Anhaufung von Kataboliten im Kulturmedium der anaerob metabolisierenden Zellen ist [106].
Daher wurden fir die Untersuchungen des Niveaus von oxidativem Stref3 und der
Glutathionspiegel unter Behandlung mit MPP* und Rotenon die ersten 48 Stunden nach
Beginn einer Behandlung gewahit.

Behandlung Relative Fluoreszenz 2 h Relative Fluoreszenz 4 h
MPP" 250 uM 86,9+4,2 74,7+ 1,6

MPP* 2,5 mM 90,7 £ 3,9 72,7+19
Rotenon 1 uM 93,9+6,6 80,0+ 2,8
Rotenon 10 pM 98,2+7,8 81,1+45

FeSO, 500uM 213,4 £ 113,6 *** 210,2 + 59,5 ***

Tabelle 4-6: Messung reaktiver Sauerstoffspezies mittels Dihydrodichlorofluorescein in PC 12
Zellkulturen. Die Zellen wurden fir die angebenen Zeitrdume mit den Komplex | Inhibitoren
MPP* sowie Rotenon behandelt. Als Positivkontrolle wurde Eisen(ll)sulfat zur Erzeugung
reaktiver Sauerstoffspezies verwendet. Die relative Fluoreszenz ist angeben als Prozent
unbehandelter Kontrollkulturen. (***: p <0,001).

Messungen radikaler Sauerstoffspezies zu frihen Zeitpunkten der Inkubation mit beiden
Komplex I-Inhibitoren erbrachten keinen Hinweis auf erhohten oxidativen Stref3. Tendenziell
schienen beide Molekile im Gegentell das Niveau reaktiver Sauerstoffspezies zu erniedrigen.
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Abbildung 4-8: Messung freier Radikale mittels Oxidation von Dihdrodichlorofluoreszein nach
Behandlung von PC 12 Zellen mit Etacrynsaure und MPP” fur die aufgefiihrten Zeitraume (***: p
< 0,001 gegenliber EA 500 pM).

Tatsachlich vermochte MPP™ (wie auch Rotenon, siehe dazu Tabelle 4-1), die durch
Etacrynsdure verursachte Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies signifikant zu vermindern,
ein Beleg dafur, da3 die mitochondriale Generation reaktiver Sauerstoffspezies durch
Blockade des Eintritts von Elektronen in die mitochondriale Elektronentransportkette
abgeschwécht werden kann. Um auszuschlief3en, dal3 ein geringer Anstieg reaktiver
Sauerstoffspezies in den ersten Stunden einer MPP" Behandlung, wie es fir PC 12 Zellen
beschrieben ist [107], durch die fluorometrische Messung des Dihydrodichlorofluorescein-
Oxidationsprodukts direkt im Kulturgefald nicht detektiert werden kénnte, wurden diese
Experimente in einem Durchflul3zytometer verifiziert.
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Abbildung 4-9: Messung reaktiver Sauerstoffspezies in Dihydrodichlorofluorescein gefarbten
PC 12 Zellen mittels DurchfluBzytometrie. Die Behandlung der Zellen ist links oberhalb jeder
Verlaufskurve angegeben. Die Ordinate gibt die Anzahl der vom Gerét erfassten Zellen mit den
auf der Abszisse aufgetragenen Fluoreszenzintensitaten an. Fir jede Bedingung wurden 20000
Zellen analysiert. Nur mit Etacrynsdure behandelte Zellen zeigen eine Verschiebung zu
héheren Fluoreszenzintensitaten im Vergleich zur Kontrolle.
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Auch mit diesem Detektionsverfahren konnte kein erhohter oxidativer Stre3 an MPP'-
behandelten PC 12 Zellen nachgewiesen werden. Eine Folge von oxidativem Stref3 sind wie
bereits ausgefuhrt die Oxidation von Membranlipiden. Endprodukte dieser Prozesse konnen
als Thiobabitursdure-reaktive Aldehyde derivatisert und im Vergleich zu einem Standard

guantifiziert werden.

Behandlung 48 h nmol MDA/10° Zellen
Kontrolle (unbehandelt) 0,089 + 0,022
MPP* 250 uM 0,172 + 0,085
FeSO, 500uM 0,708 + 0,056 **
FeSO, 500uM + MPP" 250uM 0,715 + 0,039 **

Tabelle 4-7: Bestimmung von Peroxidationsprodukten in PC 12 Zellkulturen nach 2 d
Inkubation mit MPP+. Wiederum wurde Eisen(ll)sulfat als Positivkontrolle verwendet. Das
erhaltene photometrische Signal Thiobarbitursdure-reaktiver Substanzen in Zellextrakten
wurde durch Vergleich mit einer Eichreihe von Malondialdehyd (MDA) quantifiziert (**: p <
0,01).

Der Gehalt solcher Peroxidationsprodukte war in PC 12 Zellen nach 48 h Behandlung mit
MPP" nicht erhéht. Zusammengenommen erbrachten diese Experimente keinen Hinweis fir
gesteigerten oxidativen Stref3 infolge Inkubation der Zellen mit MPP'. Die Messung der
Glutathionspiegel zeigte jedoch markante, konzentrationsabhéngige Effekte beider Komplex

[-Inhibitoren auf die Glutathionhomoostase.
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Behandlung

MPP™" 250 puM
Rotenon 100 nM
Rotenon 10 nM

GSH-Gehalt [%]
2h
78,3+ 23,1
138,4 + 15,6
94,7+ 15,4

GSH-Gehalt [%]
12 h

113,3+ 26,6
108,5+ 5,11
114,6 + 13,5

GSH-Gehalt [%]
24 h
163,5 £ 12,7 ***
201,1 £35,9 ***
168,2 + 35,2 *

Tabelle 4-8: EinfluR niedriger Konzentrationen der Komplex | Inhibitoren MPP* und Rotenon auf
den Gehalt an reduziertem Glutathion (GSH) in PC 12 Zellkulturen. Die gemessenen

Glutathionmengen wurden auf den Wert unbehandelter

Kontrollen (=100 %) normiert.

Unbehandelte Kontrollen enthielten zwischen 24,8 + 2,9 und 29,12 + 5,3 nmol GSH /mg Protein

(***: p < 0,001, *: p < 0,05 gegeniiber Kontrollen).

GSSG-Gehalt [%)]

GSSG-Gehalt [%]

GSSG-Gehalt [%]

Behandlung oh 12h 24 h

MPP" 250 uM 416,5+ 43,0 4241 £ 111,0 678,5 + 286,1 **
Rotenon 100 nM 140,6 £ 29,1 130,3+10,3 2045+344*
Rotenon 10 nM 120,1 + 8,6 123,8 + 24,6 164,8 + 38,1

Tabelle 4-9: EinfluR niedriger Konzentrationen der Komplex | Inhibitoren MPP* und Rotenon auf
den Gehalt an oxidiertem Glutathion (GSSG) in PC 12 Zellkulturen. Die gemessenen
Glutathionmengen wurden auf den Wert unbehandelter Kontrollen (=100 %) normiert.
Unbehandelte Kontrollen enthielten zwischen 0,79 + 0,21 und 1,00 £ 0,21 nmol GSSG /mg
Protein (**: p < 0,001, *: p < 0,05 gegentber Kontrollen).

In Konzentrationsbereichen, welche in der Enzymaktivitdtsmessung eine nicht vollstandige
Inhibition des Komplex | erreichten (siehe Abbildung 4-10 und Abschnitt 5.2), verursachten
beide Substanzen eine deutliche Erhdhung der zelluléren Spiegel von reduziertem (GSH) und
in wesentlichem Ausmall auch oxidierten Glutathion (GSSG). Wurden den Zelkulturen
jedoch zehn- bis hundertfach héhere Konzentrationen beider Verbindungen zugegeben, fand
sich ein massiver Abfall des Gehalts von reduziertem Glutathion (GSH) und ein verstarkter
Anstieg des Gehalts von oxidiertem Glutathion (GSSG).



Ergebnisse

Behandlung

MPP* 2,5 mM
Rotenon 1 pM
Rotenon 10 uM

GSH-Gehalt [%]
2h
0,44 + 5,6 ***
59,9+ 7,7 ¥*
73,5+9,4*

GSH-Gehalt [%]
12 h
7,06 + 13,8 ***
51,8 £ 5,3 *¥**
32,9+ 4,5 %
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GSH-Gehalt [%]
24 h
12,5 + 19,9 ***
25,0 + 3,9 *=*=
17,4 £ 4,1 ***

Tabelle 4-10: EinfluR hoher Konzentrationen der Komplex | Inhibitoren MPP* und Rotenon auf
den Gehalt an reduziertem Glutathion (GSH) in PC 12 Zellkulturen. Die gemessenen

Glutathionmengen wurden auf den Wert unbehandelter

Kontrollen (=100 %) normiert.

Unbehandelte Kontrollen enthielten zwischen 24,8 + 2,9 und 29,12 = 5,3 nmol GSH /mg Protein

(***: p < 0,001, **: p < 0,01 gegentiber Kontrollen).

GSSG-Gehalt [%]

GSSG-Gehalt [%)]

GSSG-Gehalt [%)]

Behandlung oh 12h o4 h

MPP"* 2,5 mM 973,4 £ 46,8 *** 1659,5 + 113,9 *** 1715,2 + 267,1 ***
Rotenon 1 pM 256 £ 56 * 362 + 87 *** 457 + 48 ***
Rotenon 10 pM 377 £ 28 *** 557 + 26 *** 584 + 39 ***

Tabelle 4-11: EinfluR hoher Konzentrationen der Komplex | Inhibitoren MPP* und Rotenon auf
den Gehalt an oxidiertem Glutathion (GSSG) in PC 12 Zellkulturen. Die gemessenen
Glutathionmengen wurden auf den Wert unbehandelter Kontrollen (=100 %) normiert.
Unbehandelte Kontrollen enthielten zwischen 0,79 = 0,21 und 1,00 = 0,21 nmol GSSG /mg
Protein (***: p < 0,001, *: p < 0,05 gegentber Kontrollen).

Voruntersuchungen der Toxizitédt von MPP" und Rotenon hatten gezeigt, daf? auch in diesen
hoheren Konzentrationen beide Komplex I-Inhibitoren einen Wachstumsarrest infolge
Ubergang zu anaeroben Stoffwechsel, jedoch kein Absterben der Zelkulturen bewirkten
[106]. Ein Mal3 fur die Last an oxidativem Stref3 in Geweben und Zellen ist der Quotient von
oxidiertem zum gesamtem Glutathion: GSSG / (GSH+GSSG). Dieses Verhdltnis liegt fr
viele Gewebe- und Zdlltypen bei 1: 30 bis 1 : 100, entsprechend 1-3 % oxidiertes Glutathion.
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Ratio
GSSG/
(GSH+GSSG)
250 pM MPP*

Oh

0,0305 + 0,0048

2h

0,1635 + 0,071

12 h

0,1116 + 0,0342

24 h

0,1233 + 0,0645

2,5 mM MPP”*

0,0305 + 0,0048

0,9964 + 0,083
(***)

0,9068 + 0,1473
(**)

0,8195 + 0,0727
(%)

10 nm Rotenon

0,0303 = 0,0024

0,0386 + 0,0039
@)

0,0324 + 0,0031

0,0295 + 0,0011

100 nm Rotenon

0,0303 = 0,0024

0,0312 + 0,007

0,0362 = 0,0026

0,0308 + 0,0011

0,2029 +0,0777
(**)

0,3694 +0,0233  0,5495 + 0,1017
(%) (%)

Tabelle 4-12: Anteil des oxidierten Glutathions (GSSG) am gesamtem Glutathion in PC 12
Zellen bei Behandlung mit MPP* und Rotenon. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden aus
den Kulturen Lysate gewonnen und nachfolgend Gesamtglutathion (GSX) und oxidiertes
Glutathion (GSSG) bestimmt (***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05 gegentiber 0 h).

1 pM Rotenon 0,0334 + 0,0053 0,1304 £+ 0,0194 0,3855 = 0,03 (***)

10 pM Rotenon 0,0303 + 0,0024 0,1518 + 0,0228

Diese Daten zeigen, dal3 beide Komplex I-Inhibitoren in Konzentrationen, welche zu einer
mindestens halbmaximalen Hemmung des Enzyms fiihren, einen zeitabhangigen Anstieg der
zellularen Glutathionspiegel bewirkten. Dieser Anstieg verteilte sich zu ungeféhr gleichen
Teilen auf die reduzierte und die oxidierte Spezies, so dal3 das Verhéltnis von oxidiertem zu
gesamt-Glutathion nicht oder nur schwach verandert war. Im Gegensatz dazu verursachte die
Behandlung mit zehn- bzw. hundertfach htheren Konzentrationen von MPP" und Rotenon
einen starken Abfall des zelluldren gesamt-Glutathions begleitet von einem signifikanten
Anstieg des oxidierten Glutathions. Der sich daraus ableitenden Verlust des reduzierten
Glutathions spiegelt sich in einem drastischen Anstieg des Quotienten der oxidierten Form
gegen den gesamten Pool. Nachdem auch diese hoheren Konzentrationen beider Komplex |
Inhibitoren kein mef3bares Ausmal? an reaktiven Sauerstoffspezies in PC 12 Zellen ausgel 0st
hatten, mul3 man folgern, dal? diese Verschiebung der zelluldren Redoxbalance direkt oder
indirekt durch die Komplex | Funktionsminderung und die folgenden metabolischen
Konsequenzen verursacht wird. Eine von der Komplex | Inhibition unabhéngige Wirkung
muflte beiden Verbindungen gemein sein und erscheint daher angesichts ihrer
unterschiedlichen chemischen Struktur unwahrscheinlich. Die Messung der Komplex |

Aktivitat in Homogenaten von PC 12 Zellen demonstrierte, dal3 MPP' in einer Konzentration
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von bis 500 uM bei Zugabe zu Homogenaten unbehandelter Zellen die Aktivité des Enzyms

deutlich vermindert.
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Abbildung 4-10: Messung der Komplex | Aktivitat in Homogenaten unbehandelter PC 12 Zellen
unter Zugabe von MPP’(n=2-3). Die Linie zeigt den Verlauf einer nichtlinearen

Regressionsanalyse der Funktion V=Se exp "+ B, wobei X fir die MPP* Konzentration
steht. S bezeichnet das korrigierte Signal bei X = O und B den nicht-inhibierbaren Hintergrund.

Die errechneten Werte betragen fir S = 12,06 + 2,82 nmol/min/mg, B = 10,77 + 2,60 nmol/min/mg
und k = 0,0065 + 0,0042 uM™.
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Abbildung 4-11: Messung der Komplex | Aktivitat in Homogenaten von PC 12 Zellen, welche fur
24 h mit MPP" behandelt worden sind (n = 8, *** p < 0,001 gegeniiber unbehandelten
Kontrollen).

Die Aktivitédt dieses Enzyms in den Homogenaten von PC 12 Zellkulturen, welche fir 24 h
mit 250 uM MPP" vorbehandelt worden waren, war um 36 % gegeniiber den Kontrollen
erniedrigt. Dieser deutliche Effekt (trotz Verdinnung des Homogenates im Puffer des
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MefRansatzes) belegt einerseits die feste, irreversible Bindung des Hemmstoffs an das Enzym,
ist zum anderen aber auch in der Akkumulation des MPP"-Kations in den Mitochondrien der
Zellen begrundet. Dies bedeutet, dal3 die in vivo erreichten Konzentrationen des Inhibitors am
Ort der Wirkung, an der inneren mitochondrialen Membran, héher als die Konzentration im
Kulturmedium zu veranschlagen sind. Fir die Situation der Zelle kann man folglich bei einer
Behandlung mit 250 uM MPP" von einer mindestens halbmaximalen Inhibition des Komplex
| ausgehen. Bezuglich der Konzentrationen von Rotenon belegen aus der Literatur bekannte
Daten [108; 109], dal’ im Konzentrationsbereich unter 1 uM ebenfalls halbmaximales oder
geringeres Ausmall der Komplex | Hemmung zu erwarten ist.

Dal? umgekehrt unter Bedingungen von oxidativem Stref3 die Funktion des Komplex | sehr
empfindlich ist, wurde bestdtigt durch Enzymaktivitdtsbestimmungen an Homogenaten

unbehandelter Zellen, welche mit oxidiertem Glutathion oder Etacrynsdure versetzt wurden.
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Abbildung 4-12: Messung der Komplex | Aktivitdt in Zellhomogenaten nach Zugabe von
oxidiertem Glutathion (GSSG). In unbehandelten Homogenaten betrug die Komplex | Aktivitat
42,8 £ 14,8 nmol/min/mg Protein.
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Zugabe zum Komplex | Aktivitat Komplex II/1ll Aktivité&t
Homogenat [% der Kontrolle] [% der Kontrolle]
1 uM GSSG 58,5+2,2 89,5
10 uM GSSG 44,0£8,1 83,0
10 uM EA 47,1+6,1 88,6
100 uM EA 59,8 +0,4 78,4

Tabelle 4-13: Bestimmung der Enzymaktivitdten der Komplexe | (n=3) und /Il an
Zellhomogenaten, die mit verschiedenen Konzentration von oxidiertem Glutathion (GSSG) oder
Etacrynsaure versetzt wurden. Die gemessenen Aktivitdten wurden jeweils auf die Aktivitat
eines unbehandelten Aliquots (=100%) normiert. In unbehandelten Homogenaten betrug die
Komplex | Aktivitat 42,8 + 14,8 nmol/min/mg Protein und die Komplex Il/lll Aktivitat 16,5 + 1,3
nmol/min/mg Protein.

Bereits Uber 40 % der Komplex | Aktivité war durch Zugabe von 1 uM Glutathiondisulfid
wie auch Etacrynsdure hemmbar, unter gleichen Bedingungen jedoch nur etwas mehr als 10
% der Komplex 11/111 (Succinat-Cytochrom C Oxidoreduktase) Aktivitét. Der Grund fir diese
beobachtete Diskrepanz ist vermutlich in der hdheren Bedeutung von Thiolgruppen (der
mitochondrialen Membran oder des Proteins selbst) fur Struktur und Funktion des Komplex |
zu suchen [110]. Die Hemmung der Enzymaktivitét durch Glutathiondisulfid 183t spekulieren,
dal? eine Komplex | Funktionsminderung bereits durch eine veranderte Redoxbalance, ohne
bzw. vor dem Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies, resultieren kann. Neuere
Untersuchungen bestétigen die hohe Sensitivitét des Komplex | gegenliiber einem Absinken
der zelluléren Glutathionspiegel [111].

Weitere Untersuchungen zielten darauf, direkte Folgen der gestiegenen zellularen Spiegel an
oxidiertem Glutathion (GSSG) zu identifizieren, die moglicherweise Zelltod beglinstigen oder
ausldsen konnen. Der Transkriptionsfaktor NFKB spielt vielfaltige Rollen bel der Regulation
von Genexpression bei Entziindungsprozessen, ausgel6st z.B. durch Tumor Nekrose Faktor o
(TNFa) oder auch oxidativen Stref3 [112; 113]. In verschiedensten Modelen, auch in
Neuronen, konnten sowohl protektive als auch pathogene Wirkungen der Aktivierung von
NFKB gezeigt werden [114]. So wurde auch eine erhdhte Aktivierung, das heil3t

Translokation des Proteins in den Zellkern im Nervengewebe der Substantia nigra von
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Parkinsonpatienten berichtet [115]. Insbesondere wurde gezeigt, dal3 die fur diese
Tranglokation nétigen konformellen Anderungen des NFKB Proteinkomplexes vom zelluléren
Thiol/Disulfid-Verhadltnis und dem Niveau reaktiver Sauerstoffspezies abhangig snd [116;
117]. Es wurde deshalb Uberprift, ob unter den Bedingungen einer Behandlung der Zellen mit
MPP" und dem folgenden Szenario eines anaeroben Stoffwechsels und einem Anstieg der
intrazelluldren Konzentration von GSSG das Ausmald der Trandlokation des NFkB

Transkriptionsfaktors in den Zellkern veréndert ist.

NFKB i

Abbildung 4-13: Electric mobility shift assay (EMSA) durchgefihrt mit nuklearen
Proteinextrakten aus PC 12 Zellen und einer radioaktiv (**P) markierten DNA Sonde, welche die
NFkB Bindesequenz aufweist. Spur 1: unbehandelte Zellen (Kontrolle), Spur 2: MPP" 250uM 2
h, Spur 3: MPP" 250uM 12 h, Spur 4: MPP® 250uM 24 h, Spur 5: Ohne Kernprotein
(Negativkontrolle), Spur 6: Kontrollextrakte unter Zugabe eines Uberschusses von

nichtmarkierter NFKB-Sonde (spezifische Kompetition), Spur 7: UberschuR an nichtmarkierter,
nichtbindender Sonde (poly-dl, unspezifische Kompetition), Spur 8: Kontrollextrakte unter
Zugabe von 50 uM GSSG, Spur 9: Kontrollextrakte unter Zugabe von 200 uM GSSG .

Es erwies sich jedoch, das zu keinem der hier untersuchten frihen Zeitpunkte die vorhandene
basale Aktivierung von NFKB durch Behandlung der Zellen mit MPP" veréndert war.
Demgegentiiber konnte durch Zugabe von GSSG die Fahigkeit des NFkB Proteins zur DNA-
Bindung unterdriickt werden. Die gemessenen hohen Spiegel an GSSG in MPP*-behandelten
Zellen scheinen daher nicht im Zellkern wirksam. Folglich ist eine veranderte Transkription
NFkB-regulierter Gene as zedluldre Reaktion auf die durch Komplex I-Inhibition
verursachten Effekte auszuschlief3en. Neben NFkB existiert freilich noch eine grof3e Zahl
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Stref3-sensitiver Promotoren und Transkriptionsfaktoren, wie auch die oben erwahnten
elektrophile-responsive  elements im untrandatierten Bereich vider Gene des
Entgiftungsmetabolismus. Mit Ricksicht auf diese Vielzahl und das Fehlen eines erhdhten
Ausmasses reaktiver Sauerstoffspezies nach MPP'- oder Rotenon-Behandlung wurden diese

jedoch nicht weiter untersucht.
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4.3 Mitochondrialer Glutathiontransport

Aus dem Vergleich der unterschiedlichen Kinetiken der Glutathiondepletion durch BSO-
bzw. EA in PC 12 und zerebelldren Kornerzellen ergab sich die Frage, ob und in welchem
Mal3e Mitochondrien in Neuronen in der Lage sind, Glutathion durch einen Transportvorgang
aufzunehmen. Bereitsin friheren Untersuchungen wurde aufgrund einer biphasi schen Kinetik
bei Depletion des zelluldaren Glutathions und verschiedener Halbwertszeiten cytosolischen
bzw. mitochondrialen Glutathions ein solcher Transportmechanismus vermutet [118; 17; 18;
119]. Bislang wurde die Fahigkeit zur Aufnahme von GSH an Mitochondrien aus
Nierengewebe [23; 22] und auf Transkriptionsebene in Lebergewebe charakterisiert [19; 20].
Daruiberhinaus gibt es grundsitzliche Uberlegungen, welche fir die Existenz eines
mitochondrialen Glutathiontransportes sprechen:

l. Die Aktivitdten der Enzyme der Glutathionsynthese bzw. des y-Glutamylzyklus
konnten nicht in Mitochondrien nachgewiesen werden [18]. Ebenso wurden
mittels Immunhistochemie nur geringe Mengen der Vorstufe y-Glutamylcystein in
Mitochondrien gefunden [120].

. Die Matrix der Mitochondrien ist gegeniber dem Cytosol negativ geladen und
weist einen hoheren pH-Wert auf, beides Folgen der
Protonentranslokationsvorgénge der Elektronentransportkette. Dagegen tragt das
Glutathionmol ekl bereits bei physiologischem pH e ne negative Nettoladung.

[I. Obwohl  unter Bedingungen ener inhibierten  Neusynthese  oder
Glutathionverknappung der mitochondriale Glutathionpool sehr viel langsamer
abnimmt als der cytosolische und eine grof3ere Halbwertszeit hat, wird radioaktiv
markiertes Cystein in Glutathion beider Kompartimente etwa gleich schnell
inkorporiert [18]. Diese Beobachtung wird am besten erklart durch einen
Transport, der durch seine Richtungsspezifitét die Fahigkeit dieser Organellen,
sich gegen eine GSH-Mangelsituation der Ubrigen Zelle schitzen zu konnen,
gewahrleistet.

Um einen mdglichen mitochondrialen Glutathiontransport in Neuronen zu untersuchen, wurde

zunéchst versucht, aus PC 12 Zellen eine Mitochondrienpréparation zu etablieren. Diese sollte

eine hinreichende Reinheit und Ausbeute zur Messung eines spezifisch mitochondrialen

Glutathiontransports bzw. einer Aufnahme von Glutathion durch diese Organellen bieten. Wie

bereits unter 3.4.1 beschrieben, zeigte jedoch die genauere Untersuchung der bis dato

erhaltenen Praparation von Mitochondrien aus PC 12 Zellen durch Elektronenmikroskopie
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das Vorhandensein von anderen Zellbestandteilen und Organellen, insbesondere Fragmente
des endoplasmatischen Reticulums, so dal3 schliefdlich die Reinheit und Einheitlichkeit dieser
Mitochondrienfraktion als fur die Messung einer mitochondrialen Glutathionaufnahme
ungentigend beurteilt wurden. Deshalb wurden im weiteren Mitochondrien aus dem
Vorderhirn der Ratte isoliet. Auch hier wurden zundchst  verschiedene
Fraktionierungsverfahren evaluiert und optimiert (siehe Abschnitt .3.4.2). Nachdem das
optimale Fraktionierungsprotokoll ausgewahlt war, wurde in Vorexperimenten ene
mitochondriale Glutathionaufnahme von zunéchst nichtmarkiertem GSH untersucht. Zum
einen sollte durch die Messung des Glutathiongehaltes mittels des enzymatischen
Recyclingverfahrens getestet werden, ob das aufgenommene Glutathion einer raschen
Spaltung oder Derivatisierung unterliegt, zum anderen sollte Aufschlul® Gber den fir eine
Aufnahme nétigen Konzentrationsbereich an zugegebenem Glutathion gewonnen werden.
Dieser sollte verglichen werden mit den Konzentrationsbedingungen des in der Literatur
beschriebenen GSH-Transports von Leber- und Nierenmitochondrien.

GSH-

. Kontrolle 0 500 uM 5mM
Konzentration

Mitochondrialer
GSH-Gehalt nach 1,31 1,21 +£0,21 1,94+0,21* 9,28 + 2,83 **
30 s [nmol/mg]

Entspricht einer
(berechneten)
GSH-Aufnahme-
L 1,46 + 0,41 16,13 £ 5,67
geschwindigkeit

pro min

[nmol/min/mg]

Tabelle 4-14: Bestimmung der Aufnahme unmarkierten Glutathions durch Mitochondrien
isoliert aus dem Rattenvorderhirn. Ein Aliquot frisch praparierter Mitochondrien, entsprechend
306 pg Protein, wurde 30 s bei Raumtemparatur mit der angebenen Konzentration an
Glutathion inkubiert. Nach Filtration und Extraktion wurde das aufgenomme Glutathion mittels
des enzymatischen Recyclingverfahrens photometrisch bestimmt. Zur Abschéatzung eines
eventuellen Glutathionverlustes durch die Filtrationsprozedur wurde der Glutathiongehalt
eines unbehandelten Aliquots bestimmt (n=3, * : p<0,05, **: p<0,01).

Diese Vorversuche zeigen, da3 reduziertes Glutathion von Nervenzellmitochondrien
aufgenommen werden kann. Die Anwesenheit von 0,25 mM Acivicin (a-Amino-3-chloro-
4 5-dihydro-5-isoazolessigsdure), eines Inhibitors der y-Glutamyltranspeptidase, im
Inkubationsmedium, schliefdt enen Transport von  Glutathionspaltprodukten  oder

Aminosaurekonjugaten aus. Die Menge von oxidiertem Glutathion in den Mitochondrien war
unterhalb der Nachweisgrenze des Assays. Auch die Abschdtzung des Einflusses der
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exogenen Glutathionkonzentration auf die (berechenete) Transportgeschwindigkeit weist in
die Richtung der in der Literatur beschriebenen Parameter des mitochondrialen
Glutathiontransportes in Leber und Niere: nimmt man cytoplasmati sche Konzentrationen von
GSH im Bereich von 1-10 mM an, so i zu erwarten, da3 die im Verlauf der
Isolationsprozedur an GSH verarmten Mitochondrien exogen angebotenes Glutathion in
diesem Konzentrationsbereich effizient aufnehmen. Diese Annahme wird gestiitzt durch den
Vergleich der (berechneten) GSH-Aufnahmegeschwindigkeiten bei 0,5 mM respektive 5 mM
(Tabelle 4-14).

Fir die folgenden Austauschexperimente wurde **Schwefel-radioaktiv markiertes Glutathion
verwendet, da dieses mittels Szintillationsphotometrie detektierbar ist und somit mehrere
Mef3punkte mit einer isolierten Mitochondrienprdparation angefertigt werden konnten. Zwei
Ansdtze wurden durchgefihrt: Zum einen sollte die Aufnahme exogen dargebotenen
Glutathions durch Mitochondrien tber einen grof3en Konzentrationsbereich verfolgt werden.
Dies sollte Ruckschltisse ermdglichen, ob dieser Transport aus mehreren, unterschiedlich
affinen  Komponenten besteht, ob der Transport in einem physiologisch plausiblen
Konzentrationsbereich arbeitet und durch welches kinetische Modell der Transport
anzunghern ist. Zum zweiten sollte der Zeitverlauf der Aufnahme von Glutathion durch
isolierte Mitochondrien untersucht werden, um Erkenntnisse hinsichtlich einer Séttigbarkeit
und der Geschwindigkeit einer Gleichgewichtseinstellung zu erhalten. Zunachst wurde in
mehreren Versuchsreihen die Abhéngigkeit der Aufnahmegeschwindigkeit des angebotenen
Glutathions von der extramitochondrialen Konzentration untersucht. ES wurde en
Konzentrationsbereich von 1 pM bis 75 mM Glutathion gewdhlt, ein mitochondrialer
Glutathiontransport sollte erwartungsgemald im Bereich physiologischer, millimolarer
Glutathionkonzentrationen aktiv sein, auch sind nahezu alle bisherigen Daten zum
mitochondrialen  Glutathiontransport in  anderen  Gewebearten in diesem
Konzentrationsbereich erhoben worden. Es zeigte sich, dal3 frisch isolierte Mitochondrien aus
dem Rattenhirn, bei Inkubation fir 30 sec beginnend be  millimolaren
Glutathionkonzentrationen rasch Glutathion akkumulieren. Die Geschwindigkeit des
Aufnahmevorgangs steigt bis zu einer Konzentration von 50 mM Glutathion an, bei 50 mM
und 75 mM GSH scheint eine Sédttigung aufzutreten. Bel solch hohen, unphysiologischen
Glutathionkonzentrationen ist jedoch zusétzlich eine unspezifische Glutathionaufnahme
infolge Diffusion zu vermuten oder eine Schadigung der Mitochondrien, beide Phanomene
ebenso wie hohere Varianzen der gemessenen Aufnahmegeschwindigkeiten in diesem
Bereich wurden auch in friheren Studien zur mitochondrialen Glutathionaufnahme
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beobachtet [21; 22]. Auf eine Gewichtung der Mef3werte in diesem Bereich fir die kinetische
Auswertung wurde dennoch  verzichtet. Die Art der  Abhangigkeit  der
Aufnahmegeschwindigkeit durch vermutete Transportproteine von der Konzentration der
transportierten Substanz sollte durch eine nichtlineare Regressionsanalyse eingegrenzt
werden. Zur linearen Regressionsanalyse von Transportprozessen ist in der Literatur
beschrieben die von der allgemeinen Michaglis Menten Gleichung abgeleitete Beziehung fir
eine Reaktion mit vorgelagertem Gleichgewicht [90]:

B+ <= [ —~ [E+[F

Gleichung 4-1. E: Enzym, in diesem Falle ein Transporter, welcher Glutathion Uber die
mitochondrialen Membranen transloziert, S: Substrat, exogen angebotenes Glutathion, P:
Produkt, Glutathion in den Mitochondrien.

Zwei Annahmen liegen der Michaelis Menten Kinetik zugrunde:

* Die Zunahme der Reaktionsprodukte wird zu einem Zeitpunkt gemessen, da das Substrat
im Uberschuf? vorliegt und die Konzentration des Produktes linear iiber die Zeit ansteigt
(Anfangsgeschwindigkeit einer Reaktion). Dies impliziert weiterhin, dal3 die
Konzentration des Enzym-Substrat Komplexes [ES] in diesem Zeitraum konstant bleibt.
Diese Bedingung ist bel den dargestellten Experimenten erfullt: Noch bel der niedrigsten
angebotenen Glutathionkonzentration von 1 pM lag die Menge des aufgenommenen
Glutathions um 3 GroRenordungen unter der Menge Glutathion im Ansatz.

* DieRickreaktion [E] +[P] —=~ [ES] kann vernachlassigt werden, da zu diesem
fruhen Zeitpunkt der Reaktion die Konzentration des Produktes [P] sehr niedrig ist. Flr
diese zweite Annahme spricht, dal3 die Mitochondrien wahrend der Isolationsprodezur
Glutathion verloren haben sollten und somit die Glutathionaufnahme wahrend dieser
frihen Phase die dominierende Teilreaktion ist. Dies wird ebenfalls durch publizierte
Daten unterstitzt, welche den Zeitpunkt des Aufkommens der Ruckreaktion, d.h. Efflux
von Glutathion und der Einstellung des Gleichgewichts (steady state) auf mehrere
Minuten taxieren .

GemaR diesen Uberlegungen wurden also die erhaltenen Werte fiir die Glutathionaufnahme

nach 30 sekiindiger Inkubation einer nichtlinearen Regressionsanalyse nach dem Prinzip der

geringsten Fehlerquadrate mit einer Michaelis Menten Kinetik unterzogen:



80

_ Vmax® [S]
Km+[9]
Gleichung 4-2: v: Aufnahmegeschwindigkeit, vn.: maximale Aufnahmegeschwindigkeit bei
ko+Kk-
Sattigung, Kn: Michaelis Menten Konstante, definiert als: % gleichzeitig diejenige
1

Substratkonzentration, bei welcher halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird.
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Abbildung 4-14: nicht-lineare Regression (fit) der Glutathionaufnahmegeschwindigkeit
isolierter Mitochondrien nach einer einfachen Michaelis Menten Kinetik (Gleichung 4-2). Die
Mittelwerte £ SEM der Variablen betragen vpya: 134,9 + 38,2 nmol/min/mg und Kp,: 30,8 = 18,7
mmol (n =10-12).

Die Ergebnisse der Analyse erwiesen, dal3 die gewonnenen Daten durch ein Michaelis Menten
Modell nur sehr grob angenghert werden. Insbesondere die Aufnahmegeschwindigkeiten bel
niedrigen Glutathionkonzentrationen (bis 10 mM) lagen jedoch deutlich niedriger als durch
ein Michaelis Menten Modell vorhergesagt, wohingegen die Aufnahmegeschwindigkeiten ab
10 mM deutlich hoher waren. Eine bessere Anndherung wurde mit dem Modell einer
kooperativen Bindung und Aufnahme erzielt. Hierfur wird die Michaelis Menten Gleichung

um ene Variable erweitert:
_ V max® [S] h

Kos" +[9]"

Gleichung 4-3
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Abbildung 4-15: nicht-lineare Regressionsanalyse (fit) der Glutathionaufnahmegeschwindigkeit
isolierter Mitochondrien nach einer allosterischen Michaelis Menten Kinetik (Gleichung 4-3).
Die Mittelwerte + SEM der Variablen betragen Vimax: 87,92 £ 12,37 nmol/min/mg, Kos: 13,16 = 3,34
mmol und h: 2,97 + 1,69 (n =10-12).

Der Exponent h steht fir das Mal3 an positiver Kooperativitdt der Bindung des Substrates
durch das Enzym. Ein solcher Effekt kann durch mehrere allosterisch wirkende
Untereinheiten hervorgerufen werden. Obwohl der Exponent h nicht unbedingt die Anzahl
solcher Untereinheiten wiedergibt, so kann er nicht hoher als die tatschliche Anzahl
kooperativ wirkender Untereinheiten ausfallen. Die Gleichung entspricht der sog. Hill-
Gleichung einer sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve, wobei h als Hill-Quotient bezeichnet
wird. Weitere Versuche der Anndherung enes Models an die gemessenen
GlutathionAufnahmegeschwindigkeiten erbrachten keine verbesserte Anndherung und sind im
folgenden tabellarisch aufgeftihrt.

Zusétzlich wurde der Zeitverlauf der Aufnahme von Glutathion durch isolierte Mitochondrien
genauer charakterisiert. Als exogene Glutathionkonzentration wurde 10 mM gewahlt, da unter
dieser Bedingung ein deutliches Signal beobachtet wurde, jedoch noch kein diffusionéller,

unspezifischer Einstrom angenommen werden kann.
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Abbildung 4-16: Glutathiongehalt von Rattenhirnmitochondrien nach Inkubation in 10 mM GSH
fur verschiedene Zeitraume. Aufgetragen sind die mittleren Glutathiongehalte + S.E.M (n= 3).
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Abbildung 4-17: GlutathionAufnahmegeschwindigkeiten von Rattenhirnmitochondrien nach
Inkubation in 10 mM GSH fur verschiedene Zeitraume. Aufgetragen sind die mittleren
Aufnahmegeschwindigkeiten = S.E.M (n= 3).

Der gemessene Zeitverlauf zeigt, dal3 die Geschwindigkeit des Einstroms 15 s nach Beginn
der Inkubation sehr hoch scheint, danach langsam abféllt und nach 1 min nahezu ein
Gleichgewichtszustand erreicht ist.

Um die Spezifitat der mitochondrialen Glutathi onaufaufnahme nachzuweisen, wurde in eéinem
Vergleichsexperiment die Aufnahme von *C-markiertem Inulin, einem Fructosepolymer,
durch Mitochondrien aus dem Rattenhirn getestet [19]. Die Verwendung dieser Substanz als
Kontrolle fir unspezifische Bindung beruht auf der Uberlegung, dai die Mitochondrien ein
Kohlenhydratpolymer nicht aktiv aufnehmen sollten und somit jegliche Bindung

nichtspezifisch, d.h. an der Aul3enseite der Membranen und Membranfragmenten erfolgt.
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Abbildung 4-18: Vergleich der Aufnahmegeschwindigkeiten von Glutathion und Inulin durch
Rattenhirnmitochondrien bei niedrigen externen Substratkonzentrationen (n=10-12). Fir die
Inulin-Aufnahmegeschwindigkeiten ist die Grade der linearen Regressionanalyse
eingezeichnet, die gestrichelten Linien begrenzen das 95%-Konfidenzintervall.

Die Menge des so adsorbierten Inulins entspricht dem Volumen der Inkubationsldsung,
welche mit den auf dem Filter zurlickgehaltenen Organellen verbleibt. Bel gleichen externen
Konzentrationen lagen die Aufnahmegeschwindigkeiten fur Inulin deutlich unter jenen fir
Glutathion. Die Berechnung des durch unspezifische Bindung zurtickgehaltenen Volumens
ergab einen mittleren Wert von 197 + 148 picoliter pro ug mitochondrialem Protein. Wurde
dieser Wert zur Abschétzung des unspezifisch gebundenen Glutathions verwendet, so ergaben
sich niedrigere, korrigierte Aufnahmegeschwindigkeiten der Experimente mit markiertem
Glutathion, die kinetischen Eigenschaften der Datensétze wurden jedoch nicht verschoben.
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Abbildung 4-19: nicht-lineare Regressionsanalyse (fit) der korrigierten

Glutathionaufnahmegeschwindigkeiten isolierter Mitochondrien nach einer allosterischen
Michaelis Menten Kinetik (Gleichung 4-3). Die Mittelwerte £+ SEM der Variablen betragen vmax:
77,87 £ 13,94 nmol/min/mg, Kos: 13,66 + 4,19 mmol und h : 2,83 £ 1,77 (n=10-12).

Andere Modelle einer Enzym/Transportkinetik ergaben nach nichtlinearer Regressionsanalyse

keine oder keine sinnvolle Anndherung. .
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4.4 Antioxidative Protektion gegen durch L-Glutamat verursachten oxidativen
Strel3

Wie gezeigt, spielt die Ausstattung der Mitochondrien mit Glutathion eine wichtige Rolle bel
der Genese von oxidativemn Stref3 in Nervenzellen. Innerhalb des Hirnparenchyms wird jedoch
zunehmend dem Zusammenwirken von Neuronen und Gliazellen bel der Aufrechterhaltung
neuronaler Glutathionspiegel und antioxidativer Kapazitdt Bedeutung beigemessen. Wie
bereits in Kap. 2.2 beschrieben, wird Astrocyten unter bestimmten Bedingungen ein Grof3teil
der GSH-Syntheseleistung und somit auch der GSH-Versorgung, nach Export und
Spaltung/Transpeptidierung sowie Aufnahme durch Neurone zugeschrieben. Neben der
Aufnahme von dipeptidischen Vorstufen und in geringerem Ausmal3 Glutathion selbst, ist
sicherlich auch die Aufnahme von Cystin als ungiftiger Exportform von L-Cystein, der
limitierenden Aminosaure der GSH-Synthese, wichtig fur die Kompemsation von oxidativen
Stref3. In Neuronen und Astrocyten beschrieben ist das Xc System [121], welches einen
Anionenaustausch  von L-Glutamat und L-Cystin  bewirkt [122; 123]. Unter
Normalbedingungen wird durch dieses System L-Glutamat aus der Zelle und L-Cystin in die
Zelle trandoziert. Ist jedoch die extrazelulére Konzentration an L-Glutamat deutlich hoher
als unter Normalbedingungen, so kann durch kompetitive Inhibition die Cystinaufnahme und
somit auch die Glutathionversorgung einer Nervenzelle vermindert sein. Dies gilt
insbesondere fur Neurone, welche keine glutamatergen Rezeptoren tragen.

Ein UberfluR an extrazellularem L-Glutamat kann verursacht werden durch Schadigung von
glutamatergen Neuronen, welche infolge Energiemangels nicht mehr in der Lage sind, L-
Glutamat aus dem synaptischen Spalt und allgemein dem Interstitium aufzunehmen. Neurone,
die Glutamat-Rezeptoren tragen, gehen durch andauernde Stimulation dieser Rezeptoren im
Verlauf der sog. Exzitotoxizitét unter. Aber auch nicht-glutamaterge Neurone werden durch
Blockade der Cystinaufnahme beeintréchtigt. In der Literatur wird diese Toxizitét auch als
sekundére oder oxidative Glutamattoxizitdt bezeichnet [124]. Es gilt as gesichert, dal3 beiden
Modellvorstellungen im Rahmen von neurologischen Erkrankungen wie Ischdmie oder

Epilepsie Bedeutung zukommt [125].
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Glutamaterge Mechanismen bei akuten neurologischen Erkrankungen

sichere Evidenz Zerebrde Ischamie, Hypoglykémie, M echani sches Trauma

gute Evidenz

Glutamaterge Mechanismen bei chronischen neurologischen Erkrankungen

gute Evidenz

zerebell&re Degenerationen, idiopathi sches Parkinsonsyndrom,
Amyolateralsklerose, L ebersche Optikusatrophie

mafige Evidenz

Tabelle 4-15: Erkrankungen des ZNS, die zumindest teilweise durch Stimulation von Glutamat-
Rezeptoren verursacht sein kdnnten (modifiziert nach [126])

Als potentiell wirksame Pharmaka kommen Antagonisten von Glutamatrezeptoren gegen
primére Exzitotoxizitat und Antioxidantien gegen oxidative Glutamattoxizitét in Betracht.

In einem experimentellen Modell von oxidativer Glutamattoxizitaét wurden maogliche
Protektionsmechanismen von 2zwe  Triaminopyridinverbindungen, welche beide als
Medikamente fur andere Indikationen bereits in Gebrauch bzw. in der Testung sind, im

Hinblick auf Glutathionspiegel und Cystinaufnahme untersucht.

Vo Vata e, Vac oty

> OH NH,  On

Abbildung 4-20: Strukturformeln von Flupirtin (links) und Retigabin (rechts)

Beide Substanzen wurden im Rahmen einer Kooperationsvereinbarung vom Arzneimittelwerk
Dresden zur Verfigung gestellt, Flupirtin (Handelsname Katadolon, Ethyl-2-amino-6-(4-(4-
fluorbenzyl)-amino)-3-pyridylcarbamat, maleat) ist als nicht-opioides Analgetikum seit Uber
10 Jahren im klinischen Gebrauch [127]. Die Substanz hat zudem muskelrelaxierende
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Wirkung. Retigabin (Desazaflupritin, N-(2-amino-4-(4-fluorbenzylamino)-phenyl)-carbamat,
ethylester) ist ein erst kirzlich synthetisiertes Derivat, in welchem der zentrale Pyridinring
durch einen Phenylring ersetzt ist. Diese Subtanz hat in in vitro Experimenten antikonvulsive
Wirkung gezeigt. Vor kurzem wurde als Interaktionspartner auf molekularer Ebene ein
Kaliumkanal indentifiziert [128; 129; 130]. Im Hinblick auf neurodegenerative Prozesse
wurde Flupirtin interessant, weil die Substanz sich als protektiv in zahlreichen verschiedenen
Modellen von apoptotischem wie nekrotischem, exzitotoxischem (NMDA-Rezeptor
vermittelten) und nicht durch Rezeptoren ausgel 6stem neuronalem Zelltod erwiesen hat [131;
132; 133; 134]. Zudem wurde in einem Fall von einer Erhéhung zelluldrer Glutathi onspiegel
und somit Protektion neuronaler Zellen durch Fupirtin berichtet [135]. In einem in vitro
Ansatz wurden zudem antioxidative Eigenschaften nachgewiesen [136].

Als experimentelles Paradigma zur Ermittlung eventueller neuroprotektiver Eigenschaften
beider Substanzen wurden PC 12 Zellen gewahlt. Wie unter 3.3 beschrieben, synthetisiert
dieser Zelltyp Dopamin und speichert es auch in Vesikeln. Unter bestimmten Bedingungen
konnen PC 12 Zellen diesen Neurotransmitter sowohl ausschiitten als auch aktiv aufnehmen.
Dagegen exprimieren diese Zellen in undifferenziertem Zustand keine NMDA-Rezeptoren,
obgleich auf Transkriptionsebene die MRNA eniger NMDA-Rezeptoruntereinheiten
nachgewiesen wurde. Mit diesen Einschrankungen kann also die PC 12 Zelle als dopaminerge
Zéelle ohne Glutamatrezeptoren angesprochen werden.

Zunachst wurde Art und Verlauf der Wirkung von L-Glutamat auf undifferenzierte PC 12

Zellen untersucht.
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Abbildung 4-21: Evaluierung der Toxizitat von L-Glutamat auf PC 12 Zellen. Die Zellkulturen
wurden bis zu 72 h mit den aufgefihrten Konzentrationen von L-Glutamat inkubiert. Die
Quantifizierung der Zelliberlebensrate erfolgte durch photometrische Messung der Umsetzung
von MTT, alle gemessenen Werte wurden auf den Wert der unbehandelten Kontrolle (=100 %)
bei 24 h normiert (*: p<0,05, **: p<0,01,**: p<0,001 gegentiber der Kontrolle zum jeweiligen
Zeitpunkt).

Eine deutliche Toxizitdt Ubte L-Glutamat nur ab einer Konzentration von 10 mM aus,
wohingegen niedrigere Konzentrationen das Wachstum der Kulturen leicht zu beglinstigen
schienen. Um die Frage einer Beteiligung von Glutamatrezeptoren zu kléren, wurden
Vergleichssexperimente mit dem synthetischen Agonisten des NMDA-Rezeptorkanals, N-
methyl-D-aspartat (NMDA) und enem Antagonisten, 5-Methyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[ a,d]cyclohepten-5,10-imin, maleat (MK 801) durchgefihrt.
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2 1004, III oxir:r o/ o REr:
2 Xk k LML 10 uM NMDA
3 /1100 uM NMDA
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Abbildung 4-22: Messung der Wirkung von N-methyl-D-aspartat (NMDA) auf PC 12 Zellen. Die
Quantifizierung der Zelliberlebensrate erfolgte durch fluorometrische Messung der Reduktion
des Alamar blue Farbstoffes, alle gemessenen Werte wurden auf den Wert der unbehandelten
Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt (=100 %) normiert (*: p<0,05, ***: p<0,001 gegeniiber L-
Glutamat).
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Abbildung 4-23: Messung der Wirkung von MK 801 und Cystin auf die durch L-Glutamat
ausgeloste Toxizitat in PC 12 Zellen. Die Quantifizierung der Zelliiberlebensrate erfolgte durch
fluorometrische Messung der Reduktion des Alamar blue Farbstoffes, alle gemessenen Werte
wurden auf den Wert der unbehandelten Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt (=100 %) normiert
(**: p<0,01, ***: p<0,001 gegentber L-Glutamat).

Die Tatsache, dal3 einerseits NMDA keinen Zelltod auslost und andererseits MK 801 den
durch L-Glutamat induzierten Zelltod nicht vermindert, deutet nicht auf enen
rezeptorvermittelten Mechanismus hin. Hingegen konnte durch Zugabe von Cystin zum
Inkubationsmedium (Endkonzentration 1 mM) ene wesentliche Abschwéachung der
Glutamattoxizitét erzielt werden. Beide Befunde stehen im Einklang mit Literaturdaten [137]
und bestétigen somit die Annahme einer durch Inhibition der zelluldren Cystinaufnahme
hervorgerufenen oxidativen Glutamattoxizitdt. Mit mehreren Nachweisverfahren der
Viabilitat von Zellen wurden nun die Wirkungen von Flupirtin und Retigabin auf die von L-
Glutamat (10 mM) ausgelibte Toxizitat ermittelt.
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Abbildung 4-24: Messung der Effekte von Flupirtin (flu) und Retigabin (ret) auf die Toxizitat von
L-Glutamat (glu) in PC 12 Zellen. Die Quantifizierung der Zelliiberlebensrate erfolgte durch
photometrische Messung der Umsetzung von MTT, alle gemessenen Werte wurden auf den
Wert der unbehandelten Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt (=100 %) normiert (* : p<0,05, **:
p<0,01, ***: p<0,001 gegenlber Kontrolle)
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Abbildung 4-25: Bestatigung der protektiven Wirkung von Flupirtin (flu) und Retigabin (ret) bei
Glutamat (glu)-Toxizitat in PC 12 Zellen nach 72 h. Nach Farbung der Zellen mit Trypan-Blau
wurden ungefarbte (lebende) und gefarbte (tote) Zellen ausgezahlt (***: p<0,001 gegeniber
Kontrolle; #: p<0,05, ##: p<0,01, ###: p<0,001 gegentiber 10 mM Glutamat).

Anschliel?end wurde die Art des Zdlltods charakterisiert. Dazu wurden mit L-Glutamat
behandelte Zelen fixiert und nach Osmifizierung wurde die Morphologie

el ektronenmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 4-26: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von PC 12 Zellen (VergréBRerung
*7000), Links: Behandlung mit 250 pM L-DOPA fur 48 h, Rechts: Behandlung mit 10 mM L-
Glutamat fur 72 h.

Die Analyse der Morphologie ergab eindeutige Hinwelise fur einen nekrotischen Zelltod von
PC 12 Zellen nach Behandlung mit L-Glutamat. Hierzu zdhlen normale Dichte von
Zellkernen, geschwollene Organellen, insbesondere Mitochondrien und Verlust der Integritét
der Plasmamembran. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, welche fur 48 h mit L-34-
Dihydroxyphenylalanin  (L-DOPA) behandelt waren, die fir apoptotischen Zdlltod
charakteristische Morphologie: starke Kondensation des Heterochromatins im Zellkern,
Schrumpfung der Zelle insgesamt und Vakuolisierung, jedoch intakte Plasmamembran. Diese
Beobachtungen wurden untermauert durch ein zweites Verfahren zur morphologischen
Analyse, die Anfé&rbung von Brichen des DNA-Stranges mittels Verknipfung von
Deoxiuridintriphosphat (dUTP) durch das Enzym Terminale Deoxynucleotidyl Transferase
und anschlief3ender Antikorperdetektion.
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Abbildung 4-27: TUNEL-gefarbte PC Zellen; links: unbehandelte Kontrollen, Mitte:
Negativkontrolle (Farbung ohne den Cofaktor CoCl, des Enzyms Terminale Deoxynucleotidyl
Transferase), rechts: Positivkontrolle (Behandlung mit 1 mg/ml DNAse, 10 min).

Abbildung 4-28: TUNEL-geférbte PC 12 Zellen nach 24 h Behandlung mit 10 mM L-Glutamat,
rechts: Ausschnittvergrof3erung.

In unbehandelten Kulturen wurden nahezu keine TUNEL(Terminal deoxynucleotidyl-
transferase mediated dUTP nick end |abeling)-positiven Zellen gefunden. Hingegen zeigten
far 24 h mit L-Glutamat behandelte Zellen eine schwache, diffus verteilte Anférbung, was gut
mit dem unkontrollierten DNA-Abbau enes beginnendem nekrotischen Zeltodes

Uberei nstimmit.
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Abbildung 4-29: TUNEL-geféarbte PC 12 Zellen nach 24 h Behandlung mit 250 uM L-DOPA,
rechts: AusschnittvergréfRerung.

L-DOPA behandelte Zellen waren dagegen intensv gefarbt und geschrumpft bzw.
kondensiert, wie man es fur die Kondensation und Fragmentierung bel apoptotischem Zelltod
erwarten wirde. Die morphologischen Untersuchungen erbrachten also klare Belege fur einen
nekrotischen Zelltod unter Bedingungen der nicht-rezeptorvermittelten Glutamattoxizitéat.
Ausmal’ und Verlauf des durch die verwendete L-DOPA Konzentration erzeugten Zelltods
waren massiver bzw. schneller als die untersuchte L-Glutamat-toxizitét und konnten durch
eine Ko-behandlung mit Flupirtin oder Retigabin nicht beeinflul® werden. Auch
Konzentrationen bis 100 uM Fupirtin oder Retigabin resultierten nicht in einem Schutz der
Zellen vor L-DOPA-Toxizitét.
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Abbildung 4-30: Toxizitat von L-DOPA in PC 12 Zellen. Die Zellen wurden wie aufgefuhrt (flu =
Flupirtin, ret = Retigabin) fir 24 h oder 48 h behandelt. Die Uberlebensrate wurde anhand der
Reduktion des Alamar blue Fluoreszenzfarbstoffes ermittelt und auf den Wert der
unbehandelten Kontrolle bei 24 h normiert (=100%). ***: p < 0,001 gegeniiber Kontrolle.

Im weiteren wurde Uberprift, ob der L-Glutamat-induzierte Zelltod von der Entstehung

reaktiver Sauerstoffspezies begleitet ist.
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Abbildung 4-31: Messung reaktiver Sauerstoffspezies in L-Glutamat-behandelten PC 12 Zellen
anhand der Oxidation eines Dichlorodihydrofluoreszein-Farbstoffes (DCF). Das jeweilige
Fluoreszenzsignal wurde auf den Wert der unbehandelten Kontrolle (=100%) normiert. *: p <
0,05; ***: p < 0,001 gegenlber der Kontrolle.



Ergebnisse 95

C—Kontrolle
. 250 uM L-Dopa

N * C—110 uM Flupirtin
S ol X X ox -
QY 200+ * E==110 uM Retigabin
3 ] * o -Dopa + flu
— * * %
S x 3 L-Dopa + ret
m 1
LL 100+
®) ]
(@]
) H H

0

24 h 48 h

Abbildung 4-32: Messung reaktiver Sauerstoffspezies in L-DOPA-behandelten PC 12 Zellen
anhand der Oxidation eines Dichlorodihydrofluoreszein-Farbstoffes (DCF). Das jeweilige
Fluoreszenzsignal wurde auf den Wert der unbehandelten Kontrolle (=100%) normiert. ***: p <
0,001 gegentiber der Kontrolle.

Es fand sich in unter L-Glutamat Behandlung nur ein sehr schwacher Anstieg des Niveaus
reaktiver Sauerstoffspezies, wahrend die Behandlung mit L-DOPA eine ausgepragte
Erhohung der Dichlorofluoreszein-Fluoreszenz verursachte. Flupirtin - wie Retigabin
verringerten das basale Niveau reaktiver Sauerstoffspezies in unbehandelten Kontrollkulturen
und unterdriickten die schwache Erhéhung dieses Parameters unter L-Glutamat-Behandlung.
Der durch L-DOPA verursachte Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies wurde durch beide
Verbindungen nicht beeinflusst. Dieser Anstieg ist jedoch wahrscheinlich nicht Folge des
Zelltods, sondern entsteht groftenteils durch Autooxidation des Catechols im Medium [138].
Auch hier war die 10fach hohere Konzentration beider Substanzen (100 uM) nicht wirksam
im Sinne einer Minderung des Niveaus reaktiver Sauerstoffspezies (Daten nicht gezeigt). Da
die protektive Wirkung von Flupirtin in einem Paradigma von Nervenzellendegeneration mit
einer Erhdhung zeluldrer Glutathionspiegel in Verbindung gerbracht wurde [133; 135],
erfolgte im folgenden Schritt die Messung der Glutathiongehalte von L-Glutamat-behandelten
PC 12 Zé€llen.
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Abbildung 4-33: Effekt von Flupirtin (flu) und Retigabin (ret) auf den Glutathiongehalt von PC
12 Zellen unter L-Glutamat (glu) Behandlung. Die ermittelten Werte sind auf den Gehalt
unbehandelter Kontrollen (6,278 £ 0,531 nmol/mg Protein = 100 %) normiert. **: p < 0,01; ***: p <
0,001 gegentber Kontrollen, ##: p < 0,01 gegeniiber L-Glutamat.

Es erwies sich, dal3 beide Triaminopyridine den Verlust zeluléaren Glutathions nach L-
Glutamat-Behandlung kaum abschwachten, lediglich Kobehandlung mit Retigabin fihrte
nach 72 h zu einer signifikanten Erhdhung des Glutathiongehaltes von 30,9 + 6,1 % der
Kontrolle gegentiber 5,1 + 1,9 % bei ausschlief3licher Inkubation mit L-Glutamat. Verglichen
mit dem Verlauf des Zdltods unter L-Glutamat geht der Glutathionverlust dem Zelltod
voraus, bereits nach 24 h haben die Zellen nur 18,9 + 0,9 % des normalen Gehaltes. Ebenso
wie der durch L-DOPA ausgel 6ste Zelltod und die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies war
auch der durch L-DOPA verursachte Glutathionverlust durch Kobehandlung mit Flupirtin
oder Retigabin nicht verandert (Daten nicht gezeigt).

Flupirtin und Retigabin hatten keinen Effekt auf die durch L-Glutamat verursachte
Glutathiondepletion. Somit ist es unwahrscheinlich, dal3 der Protektionsmechanismus durch
eine Modulation der Cystinaufnahme (das normale Komplettmedium enthadlt 200 uM Cystin)
der Zelle erfolgt, da die Cystinaufnahme der limitierende Fakktor der Glutathionbiosynthese
ist. Um dies zu klaren, wurden PC 12 Zellen 24 h nach der Aussaat in Cystin-freiem Medium
weiterkultiviert und mit L-Glutamat bzw. Flupirtin/Retigabin behandelt.
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24 h 48 h 72 h 96 h

Kontrolle 100+ 7,3 166,9 + 13,0 205,4 + 16,9 301,4 + 24,4

- Cystin 46,8 +3,5° 440+ 4,4° 357+75° 279+15°2

10 uM Flupirtin (-cys) 86,3+6,4° 132,0+21,0° 115,9+22,9° 45,8 + 16,0
10 uM Retigabin (-cys) 97,7+59° 1326 +11,0° 101,1+8,4° 94,5+153"

10 mM L-Glutamat (- 41,7 +2,4 31,7+6,6 22,4+0,3 21,4+0,1

cys)

Glu + flu (-cys) 740+44° 54,4 +5,6 33,1+1,8 26,0+1,7

Glu + ret (-cys) 79,7+26°" 61,1+7,3 375+2,3 31,8+14,2

Tabelle 4-16: Auswirkung der Kultivierung ohne Cystin auf PC 12 Zellen. 24 h nach Aussaat in
96-well KulturgefalRen wurde das Medium gewechselt. Mit Ausnahme der Kontrollen (Wechsel
zu Komplettmedium) erhielten alle Kulturen Cystin-freies Medium (-cys) inklusive der
angefihrten Substanzen (glu = 10 mM L-Glutamat, flu = 10 uM Flupirtin, ret = 10 uM Retigabin).
Die Zelliberlebensrate wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alamar blue ermittelt, das Signal
wurde auf den 24 h-Wert der Kontrolle (= 100 %) normiert. a: p < 0,001 gegeniiber der Kontrolle,
b: p < 0,001 gegentiber Cystin-Entzug (-Cystin).

Der Entzug von Cystin fuhrte zu einem schnellen Zellsterben, bereits nach 24 h waren tber
die Hélfte der Zellen abgestorben. Flurpirtin und Retigabin vermochten diesen Zellverlust bis
72 h Behandlungsdauer aufzuhaten (Retigabin bis 96 h), jedoch ermdglichten beide
Substanzen keine weitere Proliferation der Zellen Uber das Niveau von 24 h nach
Mediumwechsel hinaus (=100 %), wahrend Kontrollkulturen bis 96 h um das Dreifache
gewachsen waren. Durch L-Glutamat wurde der durch Cystinmangel hervorgerufene Zelltod
nicht verstarkt, jedoch wurde durch L-Glutamat der schitzende Effekt von Fupirtin und
Retigabin bel Cystinentzug fur 24 h deutlich vermindert und bei 1angeren Behandlungszeiten
vollig unterdriickt. Die Schluf3folgerungen aus diesem Experiment waren:

Die schitzende Wirkung von Fupirtin und Retigabin gegen L-Glutamat beruht nicht

ausschliefdlich auf einer Modulation der zelluléren Cystinaufnahme.

Die toxische Wirkung von L-Glutamat besteht neben der Hemmung der Cystinaufnahme

aus mindestens einer weiteren Komponente. Gegen diese sind Flupiritin und Retigabin

nicht protektiv, wenn diese zweite Wirkung zeitgleich mit der Hemmung der

Cystinaufnahme auftritt.
Weiterhin wurde das Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies unter Cystin-freier Kultivierung
von PC 12 Zellen untersucht.
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Abbildung 4-34: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies durch Cystin-Entzug in PC 12 Zellen.
24 h nach Aussaat wurde das Medium durch Cystin-freies Medium (-cys) ersetzt. Die
gemessenen Fluoreszenzwerte wurden auf den Wert der Kontrollen (Wechsel zu Vollmedium, =
100 %) zum entsprechenden Zeitpunkt normiert. ***: p < 0,001 gegentiber Kontrollen.

Die Zugabe von L-Glutamat unter Cystin-freier Kultivierung verursachte keinen signifikanten
zusétzlichen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies. Hingegen war die Verminderung reaktiver
Sauerstoffspezies in Cystin-freiem Medium durch Flupirtin und Retigabin auch bel Zugabe
von L-Glutamat wirksam.

In einer Arbeit zur oxidativen Glutamattoxizitdét wird erhdhte Aktivitét des Enzyms
Monoamin-Oxidase (MAO) as weitere Komponente dieses Modells von Neurodegeneration
vermutet [139]. Deshalb wurde die Bedeutung dieses Enzyms fur die mit Fupirtin und
Retigabin erhaltenen Daten untersucht. Zunéchst wurde die Wirkung verschiedener MAO-
Inhibitoren auf die L-Glutamattoxizitét in PC 12 Zellen geprift.
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24 h 48 h 72h
10 MM L-Glutamat 81.5+12.9 79.8 3.9 = 62.3 % 6.4 **
100 uM Clorgylin 128.2 +10.9 *** 1402+ 7.6 157.7+14
Glu + 10 uM Clorg 84526 98.5 + 7.7 87.9 +13.2 %
Glu + 100 M Clorg 1111+ 16.7 1233+ 6.6 122.2+8.6 **
Glu + 100 uM Parg 86.7+4.1 77.4 +37.5 % 60 £ 2.7 ***

Tabelle 4-17: Effekte der Monoamin Oxidase Inhibitoren Clorgylin (Clorg) und Pargylin (Parg)
auf L-Glutamat (Glu) Toxizitat in PC 12 Zellen. Uberlebende Zellen wurden durch Farbung mit
dem Alamar blue Fluoreszenzfarbstoff quantifiziert quantifiziert und auf das Signal der
Kontrolle bei 24 h (= 100%) normiert. ***: p < 0,001 gegeniiber Kontrollen.

Das Enzym Monoamin Oxidase kommt in zwei Isoformen vor, abgekurzt MAO A und MAO
B. Gemal} Literaturdaten inhibiert Clorgylin in micromolaren Konzentrationen selektiv und
irreversibel die MAO A-lsoform [140; 141]. Ebenso ist beschrieben, dai die A-lIsoform die
vorherrschende MAO-Isoform in PC 12 Zdlen ist [142; 143]. Pargylin in millimolaren
Konzentrationen inhibiert beide Isoformen gleichermal3en [141], es ist jedoch bereits
beobachtet worden, dal3 Pargylin in PC 12 Zellen Monoamin Oxidase Aktivité nicht im
gleichen Mal3 inhibiert wie micromolare Konzentrationen von Clorgylin [144]. Dies
entspricht den Ergebnissen dieses Versuches. Koinkubation mit Pargylin resultierte nicht in
einem Schutz der Zellen gegentber L-Glutamat-Toxizitét, wahrend 100 uM Clorgylin den
Vitaliltatsverlust durch L-Glutamat weitgehend aufhielten. Ubereinstimmend mit friiheren
Untersuchungen [139] kann demnach die Rolle einer (Uberschiessenden ?) MAO-AKktivitét bei
oxidativer L-Glutamat-Toxizitét bestétigt werden.

Weiterhin wurde der Effekt einer Inhibition der Monomamin Oxidase bei Cystin-Entzug von
PC 12 Zellen evaluiert.
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Abbildung 4-35: Effekt von Clorgylin auf das Uberleben von PC 12 Zellen in Cystin-freiem
Medium. Uberlebende Zellen wurden mittels des Alamar blue Fluoreszenzfarbstoffes
guantifiziert und auf das Signal der Kontrolle (Wechsel zu Vollmedium, = 100%) bei 24 h
normiert.
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Abbildung 4-36: Wirkung von Clorgylin auf die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies unter
Cystin-freier Kultivierung. Die gemessene DCF-Fluoreszenz wurde auf das Signal der Kontrolle
(Wechsel zu Vollmedium, = 100 %) zum entsprechenden Zeitpunkt normiert. Alle dargestellten
Werte sind signifikant (p < 0,001) gegenuber den Kontrollen.

Die Wirkung von Clorgylin bei Cystin-Entzug in PC 12 Zellen waren denen von Flupirtin und
Retigabin sehr @nlich: 100 uM Clorgylin verhinderten Zelltod in Cystin-freiem Medium bis
Zu 96 h, ermdglichten jedoch kein weiteres Wachstum Uber den 24 h Wert hinaus. Wiederum
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wurde dieser protektive Effekt durch den zusétzlichen toxischen Stimulus von L-Glutamat in
Cystin-freiem Medium unterdriickt. Ebenso war Clorglyin nicht signifikant protektiv gegen
die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies wahrend Cystin-freier Kultivierung.

Da die protektive Wirkung von Clorgylin einerseits und Flupirtin bzw. Retigabin andererseits
hinsichtlich Ausmal3 und Zeitverlauf des ZellUberlebens sehr @hnlich war, stellte sich die
Frage, ob eine Inhibition der Monoamin Oxidase Aktivitét auch durch beide Triaminopyridine
hervorgerufen wird. Zu diesem Zweck wurden zunéchst mehrere Methoden zur MAO-
Aktivitdtsbestimmung getestet. Zunadchst wurde die Methode nach Szutowicz et al. [81]
verwendet. Diese benutzt zur Detektion des bel der oxidativen Desaminierung entstehenden
Wasserstoffperoxids eine zweite enzymatische Reaktion. Durch eine zugegebene Peroxidase
(Meerrettich) wird unter Verbrauch von H;O, das Farbsubstrat 2,2"-azinodi(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS) oxidiert. Die Konzentration des intensiv griinen
Oxidationsproduktes, ein Radikalkation, wird bei 414 nm im Photometer bestimmt.
Monoaminoxidase ist in der auf3eren mitochondrialen Membran lokalisiert und wird deshalb
auch als Markerenzymaktivitét fur dieses Kompartiment der Organelle verwendet. Um also
ein moglichst starkes Signal zu erhalten, wurden fur die Messungen mitochondriale
Fraktionen aus PC 12 Zellen eingesetzt. Das |solationsprotokoll entspricht dem, welches fir
die Bestimmung mitochondrialer Enzymaktivitéten von PC 12 Zellen adaptiert und verwendet
wurde (siehe 3.4.1). Kontrollexperimente zeigten, dal3 beide Molekiile das Niveau der basalen
Oxidation des ABTS Substrates vermindern.
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Abbildung 4-37: Evaluation der Wirkung von Flupirtin und Retigabin auf die ABTS/Peroxidase
Reaktion mit H,O,. Links: Der Effekt beider Substanzen auf die basale Rate der ABTS Oxidation
(ohne Zugabe von H,O, oder mitochondrialen Extrakten) nach 15 mindltiger Inkubation. Rechts:
Effekt von Flupirtin und Retigabin auf Oxidation von ABTS durch zugegebenes H,O, nach 15
minutiger Inkubation.
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So fand sich eine niedrigere Extinktion bei 414 nm in Proben, die 10 uM Flupirtin bzw.
Retigabin enthielten, als in Kontrollansdtzen ohne mitochondriales Protein als auch in
Negativkontrollen, welche 100 pM Clorgylin enthielten. Ebenso unterdrickte die
Anwesenheit von 10 uM Flupirtin oder Retigabin einen Grofdteil des Signals bei Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen H,O,. Dies wirde bedeuten, dal3 Flupirtin wie Retigabin das
durch Oxidation von ABTS entstandene Radikalkation wieder reduzieren, diese Erklarung
wird unterstiitzt durch publizierte Untersuchungen von Re et al. [145]. Sie weisen nach, dal3
die Reduktion des ABTS-Radikakations als Mal3 fur die antioxidative Kapazitdt eines
Moleklls interpretiert werden kann. Eine andere Mdglichkeit zur Detektion des bel der
oxidativen Deaminierung entstenenden Wasserstoffperoxids bietet die durch Sorbitol
katalysierte Oxidation von Fe** zu Fe*[80]. Das dreiwertige Eisenkation bildet mit dem
Farbstoff Xylenolorange einen Komplex aus, dessen intensive, dunkelviolette Farbe bel 560

nm optisch vermessen werden kann.
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Abbildung 4-38: Bestimmung der MAO-Aktivitat in mitochondrialen Extrakten nach Inkubation
mit Flupirtin oder Retigabin. Links: Flupirtin oder Retigabin verandern nicht das Signal des
Fe2+/Xylenolorange Detektionssystems nach Zugabe von H,0,. Rechts: Kein Effekt von
Flupirtin und Retigabin auf die H,O,—Generierung durch mitochondriale Extrakte. CG: 100 uM
Clorgylin, -mito: keine Zugabe mitochondrialen Extraktes, -subst: keine Zugabe des MAO-
Substrates (Tyramin).

Kontrollexperimente erwiesen, dal3 durch die Zugabe von Flupirtin oder Retigabin die
Farbreaktion mit zugegebenem H,O, nicht verdndert wird. Dieser Befund deutet aul3erdem
darauf hin, dal3 beide Verbindungen nicht mit H,O, direkt reagieren. Die Messungen der
MAO-Aktivitdéten mitochondrialer Fraktionen mittels dieser zweiten Methode zeigten
weiterhin, dal3 weder Fupirtin noch Retgabin in einer Konzentration bis 10 uM diese
Enzymaktivitdt hemmen.
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der Toxizitat von L-Buthioninsulfoximin und Etacrynséaure

Die zugrundeliegende Hypothese dieser Experimente war, dal3 innerhalb der Zelle dem in
Mitochondrien kompartimentiertem Glutathion herausgehobene Bedeutung fir die
Verteidigung einer (Nerven)zelle gegen oxidativen Stref3 zukommt.

Der Abfall des zellularen Gesamt-Glutathions vollzog sich bel Behandlung der Zellen mit
BSO oder EA wéahrend der ersten 4 h in vergleichbarem Ausmal3. Jedoch hatte EA bereits
nach 90 min Inkubationsdauer eine deutliche Generierung reaktiver Sauerstoffspezies zur
Folge, wohingegen in BSO-behandelten Kulturen in diesem Zeitraum kein erhéhtes Niveau
an oxidatvem Stref3 und bis zu 3 d kein Zeltod nachweisbar war. Die Betrachtung der
Glutathionspiegel in den fraktionierten Zellysaten ergab, dald wahrend der ersten 4 h der BSO-
Behandlung der mitochondriale Glutathiongehalt nicht abfallt, sondern leicht ansteigt und erst
zwischen 6 und 12 h Inkubationsdauer deutlich abfallt und auch nach 48 h nicht ganzlich
unter die Erfassungsgrenze sinkt. Im Gegensatz dazu war in EA-behandelten Kulturen
Glutathion in den mitochondrialen Zellfraktionen bereits nach 4 h komplett erschopft. Auch
das im Cytosol enthaltenen Glutathion wurde bei der Behandlung mit BSO vermindert,
alerdings langsamer als durch die EA-Behandlung. Im Cytosol BSO-behandelter Zellen fand
sich nach 6 h nur 1/20 des Normalwertes an Glutathion, trotzdem wurden keine erhohten
reaktiven Sauerstoffspezies unter diesen Bedingungen gemessen. Die Kinetik der
Glutathionverminderung im Cytosol und in den Mitochondrien unter BSO-Behandlung legt
vielmehr den Schlul? nahe, dal3 Mitochondrien bel beginnender Glutathionverknappung, d.h.
fehlender Glutathionsynthese durch Transport aus dem Cytosol den eigenen Glutathionspiegel
fur eine begrenzte Zeit aufrechterhalten kénnen und letztendlich eine Restmenge bewahren,
welche bei Abwesenheit weiterer Streffaktoren ausreicht, um ene mitochondriale
Uberproduktion freier Sauerstoffradikale zu verhindern. Unterstiitzt wird diese Interpretation
durch publizierte Untersuchungen zur Wirkung von BSO und den unterschiedlichen
Halbwertszeiten des cytosolischen und mitochondrialen Glutathionpools [17; 18]. Dagegen ist
die sehr rasche Depletion des mitochondrialen Glutathions durch Etacrynsaure ebenfalls in
einer Studie an Astrozyten als Ursache einer rapiden und massiven Uberprodukton reaktiver
Sauverstoffspezies  beschrieben [146]. Das VermoOgen, oxidativen Stre3 und
Glutathiondepletion hervorzurufen, weisen viele cytotoxische Verbindungen mit
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alkylierenden bzw. eektrophilen Eigenschaften auf [147; 148; 149]. Eine Besonderheit von
Etacrynséure ist jedoch, dal3 diese auch Uber die mitochondrialen Membranen wirkt und so
mitochondriales Glutathion in vergleichbarem Ausmal? und Geschwindigkeit vermindert wie
im Cytosol enthaltenes [146] und so die Glutahionaufnahme aus dem Cytosol unwirksam
macht. Andere akylierende Moleklle wie z.B Dimethylmaleat vermindern im Gegensatz
dazu die zdluldren Glutathionkompartimente in einer BSO-ahnlichen Kinetik [17]. Eine
Schwierigkeit fur die Interpretation der biologischen Effekte von Etacrynsiure liegt auch in
den chemischen Eigenschaften des Molekiils: durch unselektive Alkylierung von Thiolen
vermag das Molekll viee Enzyme direkt zu inhibieren, deren Konformation und damit
Funktion von Thiolgruppen abhangig ist. So ist eine Inhibition von Glutathionreduktase [ 146;
150] und Glutathion-S-Transferasen [151] sowie Enzymen des mitochondrialen
Energiestoffwechsels beschrieben [152]. Eine systemische Gabe von Etacrynsaure in Tieren
fihrt denn auch zu verschiedenen akuten Symptomen des Zentralnervensystems wie
Konvulsionen und epileptischen Anféllen [153; 154], die gewild nicht ausschliefdlich in der
Glutathion-depletierenden Wirkung begrindet sind. Die Enzyme der mitochondrialen
Atmungskette sind empfindlich gegenlber Verénderung des Redoxmileus, insbesondere
digenigen Komplexe der mitochondrialen Atmungskette, die Eisen-Schwefel-Cluster-
Strukturen enthalten, sind anféllig gegen Oxidation. Der Versuch mit isolierten
Rattenhirnmitochondrien zeigt, da3 EA-Behandlung schnell zum Funktionsverlust des
Komplex 11/111 fahrt, ein Befund der durch Literaturdaten bestétigt wird [155]. Weliterhin
verursacht Etacrynsdure pathologische Veranderungen der mitochondrialen Morphologie
[156], vermutlich auch dies Folge von Oxidation von Thiolgruppen [110]. Es |&3 sich also
nicht definitv folgern, ob der Niedergang mitochondrialer Funktionen auch ein direkter Effekt
von Etacrynsaure ist oder ausschliefflich Konsequenz von oxidativem Stref3 infolge der
Verminderung des mitochondrialen Glutathions. Da Glutathion tUber 90 % der in der Zélle
vorhandenen freien Thiolgruppen stellt und dadurch Thiolgruppen von Proteinen oder
Membranen schiitzt, ist es plausibel, dal3 zunéchst der grofdte Teil der Etacrynsaure durch
freies Glutathion abgefangen wird. DarUberhinaus zeigen Daten in Abschnitt 4.2, dai3
Etacrynséure im in vitro Versuch die Aktivitét des Komplex | in starkerem Mal3e hemmt, als
die des Komplex Il/lll. Durch eine Inhibition des Komplex | per se wurde aber keine
Erhohung reaktiver Sauerstoffspezies hervorgerufen, wie die Experimente mit den Komplex
I-Inhibtoren MPP* und Rotenon belegen (siehe Abschnitt 4.2.). Resktive Sauerstoffspezies
entstehen also in dieser Situation primar durch den Wegfall von Verteidigungsmechanismen
(Glutathionspiegel und schitzende Enzyme, bzw. deren Energiesubstrate) bei noch
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funktionierendem Elektronentransport in der mitochondrialen Membran und erst sekundér bel
Zerstorung der mitochondrialen Atmungskette. Daran anschliel}end dirften die vielen
inhibitorischen Effekte der Etacrynsdure synergistisch wirken: eine Inhibition der
Glutathiontransferase verhindert die Reduktion von GSH-Alkoxykonjugaten, eine Inhibition
der Glutathionreduktase blockiert die Reduktion von GSSG, die Zerstérung der
mitochondrialen Membranstruktur und Schadigung der Atmungskettenkomplexe schliefdlich
unterbricht die Synthese von ATP und NADPH. Die Inhibition des Komplex 111 widerum
fahrt zu erhdhten Verweil zeiten von reduzierten Coenzym Q1-Molekilen mit der Folge eines
gehauften Auftretens der Ein-Elektronen Reduktion von molekularem Sauerstoff zum
Superoxid-Anionradikal [157]. Die besondere Empfindlichkeit der Komplex 11/111 Aktivitét
verglichen mit der Komplex 1V Aktivitét, welche sowohl in den Fraktionen EA-behandelter
Zellen als auch isolierter Rattenhirnmitochondrien ermittelt wurde, 183t sich mit den Eisen-
Schwefel-Cluster Strukturen des Komplex I11-Holoproteins gut erkléaren.

Die Behandlung mit niedrigen, nicht lethalen Konzentrationen an Etacrynsdure fuhrte bei PC
12 Zellen und bei priméaren Kdérnerneuronen der Ratte zu (siehe hierzu [70]) einer deutlichen
Erhohung der Glutathionspiegel. Entsprechend der htheren Resistenz von immortalisierten
PC 12 Zellen verglichen mit priméren Neuronen betrug diese Konzentrationsschwelle bel
ersteren 100 uM, bel letzteren 10 uM. Eine solche Stref3-Antwort, die in der (allosterischen)
Hochregulation der Aktivitdten von antioxidativen Schutzenzymen und in Verdnderung der
Genexpression bestehen kann, ist in viden Zeltypen unter einer Vielzahl von Stimuli
beobachtet worden [158]. Im Falle des Hirngewebes erfolgt eine antioxidative Schutzantwort
vor allem auch durch Gliazellen. Als Ausldser von erhohtem intrazellul&rem oxidativen Stref3
kommen z. B. ionisierende Strahlung, Schwermetalle, Cytokine der Entzindungsreaktion oder
Hitzeschock in Frage. Diese Situation wird von redox-sensitiven Doménen von
Transkriptionsfaktoren erkannt, haufig vermittelt durch Disulfidbriicken. Deren verénderte
DNA-Bindeféhigkeit und somit Spezifitét bewirkt dann die erhohte Transkription und
Expression antioxidativ wirksamer Gene. In den untrandatierten 5 -Promotorregionen vieler
Gene der Glutathionsynthese und des Glutathionmetabolismus finden sich Bindestellen fur
diese Transkriptionsfaktoren [158]. Solche Mechanismen bieten moglicherweise auch
Ansatzpunkte fur eine Therapie bereits im Gange befindlicher neurodegenerativer Prozesse,
da beipielsweise durch gentherapeutische Strategien die intrinsische antioxidative Kapazitét
von gefahrdeten Zellen erhdht werden konnte, ohne den physiologischen Normalzustand zu
verdndern. Im Falle des Gehirns bestent zudem immer das Problem der geringen
Verfugbarkeit systemisch eingenommener Pharmaka, so dal3 eingedenk der Risiken einer
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kontinuierlichen Gabe von Stimulantien der antioxidativen Schutzantwort bislang nur direkt
wirkende Antioxidantien wie Vitamin C und E am Menschen gestestet wurden. Eindeutige
Belege einer Schutzwirkung dieser Substanzen z.B. gegen die Parkinsonsche Erkrankung
konnten jedoch bislang nicht erbracht werden [159].

BSO hat in einer Konzentration, welche das Gesamtglutathion der Zellen innerhalb von 24 h
um mehr als 80 % reduziert, tiber 48 und 72 h keinen ausgepragten Effekt auf das Uberleben
der Zellen und das Niveau reaktiver Sauerstoffspezies hat. Zumindest fir den betrachteten
Zeitraum sind also undifferenzierte PC 12 Zellen metabolisch in der Lage, ohne einen
Grofteil des normalerweise vorhandenen Glutathions auszukommen. In  viden
immortaliserten Tumorzellinien vermag die Behandlung mit  submillimolaren
Konzentrationen von BSO die Glutathionspiegel deutlich zu senken und auch die Proliferation
Zu stoppen [160; 161; 162]. Ein Grund hierfir konnte sein, dal3 Glutathion neben seinen
anderen Funktionen auch ein wichtiger Kofaktor bel der Synthese von Desoxyribonucleotid-
Vorlauferstufen fur die DNA-Replikation ist [9]. Jedoch erst in sehr viel hoheren als hier
verwendeten Konzentration oder bei kontinuierlicher Behandlung Giber Wochen vermag BSO
einen cytotoxischen Effekt auf Tumorzellen auszuliben [163; 161]. Die bereits bei nicht-
toxischen BSO-Konzentrationen auftretende Glutathion-depletierende Wirkung hat auf
nahezu alle Tumorzellarten den Effekt einer Sensitivierung sowohl fir chemotherapeutische
Substanzen als auch Bestrahlung [164; 165]. Insbesondere alkylierend wirkende Cytostatika
werden bevorzugt durch Konjugation mit GSH entgiftet und so in ihrer Wirkung durch BSO
verstarkt [162]. Wahrscheinlich haben die meisten Tumorzellinien infolge des
Transformationsvorgangs (welcher einer Selektion gleichkommt) eine verbesserte Fahigkeit
entwickelt, eine Situation von gesteigertem oxidativen Stress bzw. Glutathionmangel zu
kompensieren. Hierunter fallen erhthte Spiegel an Glutathion oder gesteigerte Expression von
entgiftend wirkenden Enzymen. Neben den eigentlichen antioxidativen Schutzenzymen haben
hier die sog. multi-drug-resistance(MDR)-Proteine Bedeutung [166; 167]. Diese verleihen
Resistenz, weil sie als membranstandige Transportproteine cytotoxische Molekile und auch
Konjugate von Cytostatika und Glutathion aus der Zelle herauspumpen. Sehr viel grofer ist
die Toxizitst von BSO gegenuber nicht-immortaliserten Primérzellen [166] oder
ausdifferenzierten Neuronen (zur besonderen Vulnerabilitét von Neuronen sei verwiesen auf
Kap.2.4) [70]. Allerdings ist die Situation primarer Neurone in Kultur nicht mit der Situation
in vivo zu vergleichen, weil im Hirn Gliazellen eine wichtige Rolle bei der Versorgung von
Neuronen mit Glutathion zukommt. Wie bereits in Abschnitt 2.2 behandelt, nehmen Neurone

kein Glutathion sondern vermutlich dipeptidische Vorstufen auf, welche durch vy-
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Glutamyltranspeptidase katalysierte Hydrolyse von extrazellularem Glutathion entstehen.
Dieses stammt von Astrogliazellen [168; 169], welche verglichen mit Neuronen einen
hoheren Glutathiongehalt und hohere Aktivitdten an Enzymen der Glutathionsynthese und des
Glutathionrecyclings aufweisen [25; 24]. Die Blut-Hirn-Schranke ist fur BSO wenig
permeabel [170], so dal die systemische Behandlung von Tieren mit BSO kein geeignetes
Modell fur oxidativen Stref3 im Hinblick auf Neurodegeneration darstellt. Werden junge
Méause mit BSO behandelt, deren Blut-Hirn Schranke noch nicht vollstandig ausgebildet ist
oder bei Verwendung von hohen Dosen oder Zusdtzen, welche die Blut-Hirn-Schranke
permeabel machen, so &3t sich eine Senkung der Glutathionspiegel im Gehirn erzielen.
Interessanterweise wurden in diesen Studien pathologische Verdnderungen sowohl der
Mitochondrien [171] as auch der dopaminergen nigrostriatalen Neurone [172] gefunden,
obwohl der zweite Befund kontrovers erscheint [173]. Dies unterstiitzt Hypothesen bezliglich
der Genese der Parkinsonschen Krankheit, wonach der als friihe pathologische Veranderung
in Gehirnen von Parkinsonpatienten beschriebene Glutathionverlust zumindest Mitursache fur
den Verlust besonders stref3anfélliger dopaminerger Neurone und mitochondrialer Funktionen
sein kann. Neben den Unterschieden zwischen einem langewahrenden, chronischen
Degenerationsprozeld im Menschen und den akuten Szenarien im Tier- oder Zellkulturmodell
ist auch zu bedenken, dal3 die Ursache des Glutathionsverlustes in Parkinsongehirnen nicht
geklart ist. Die Aktivitdten der Enzyme der GSH-Synthese und des Glutathionmetabolismus
jedenfalls sind nicht veréndert, es findet sich lediglich eine Erhéhung der vy-
Glutamyltranspeptidase Aktivitét, was sich am plausibelsten als kompensatorische Reaktion
auf einen Glutathionmangel deuten [&3 [174].
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5.2 Komplex I-Aktivitat und oxidativer Stref3: Ursache oder Wirkung

Die Frage, ob der bei der Parkinsonschen Krankheit auftretende oxidative Stref3 die Folge
oder Ursache einer Komplex | Inhibition ist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Ziel
der in diesem Abschnitt dargestellten Experiment war es, den (mdglichen) Zusammenhang
zwischen Glutathiondepletion und Komplex I-Minderfunktion aufzukléren. 1-Methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) wurde erstmals 1983 beschrieben als Nebenprodukt
der Synthese von Meperidinderivaten, das bel intraventser Gabe eine sehr selektive
Zerstbrung dopaminerger Neurone der Substantia nigra und ein Parkinsonsyndrom in Mensch
und Tier audst [175]. Durch Monoaminoxidaseaktivitéat in Astrozyten erfolgt zunachst
Oxidation zu 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP") [176; 177]. Dieses wird selektiv durch
Dopamintransporter dopaminerger Neurone aufgenommen und infolge seiner positiven
Ladung in Mitochondrien akkumuliert [178; 179]. Dort inhibiet MPP" die Funktion des
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette. Auch in post mortem Hirngewebe und
peripheren Blutzellen von Parkinson-Patienten wurde eine Funktionsminderung des Komplex
| festgestellt [49; 180]. Generell sind Neurone infolge eines hohen Energiebedarfs in hohem
Mal3e anféllig fur eine Komplex I-Hemmung. In verschiedenen epidemiologischen Studien
wurde jedoch bisdang kein Agens identifiziert, welches durch einen &hnlichen
Wirkmechanismus fur die idiopathische Form der Parkinsonkrankheit, den mal3geblichen
Antell aller Krankheitsfalle, verantwortlich sein konnte.

Die Toxizitdt von Komplex | Inhibitoren in in vitro Experimenten spiegelt die
Verschiedenheit der betrachteten Zelltypen wider. Im hier verwandten Behandlungsschema
war bis 24 h kein Zelltod von PC 12 Zellen durch MPP' (250 uM und 2,5 mM) festzustellen,
dieser Zeitrahmen war in einer friheren Studie des Labors etabliert worden [106]. Dabei war
gezeigt worden, da3 MPP’ in dieser Zellinie einen Wachstumsarrest auslost und das
Absterben bei langeren Behandlungszeitraumen hauptsachlich aus der Erschopfung von
Nahrungssubstraten resultiert. Die meisten immortalisierten Zellinien mit neuronalen
Eigenschaften sind  vergleichsweise resistent gegen MPP"™ im  micromolaren
Konzentrationsbereich [106; 181]. Hingegen sind primédre und insbesondere dopaminerge
Neurone auch in Kultur wesentlich sensitiver gegenilbber MPP" und Energieerschopfung
infolge Komplex | Inhibition [182; 183; 184]. Auch fir PC 12 Zdlen sind sehr
unterschiedliche toxische Konzentrationen von MPP" berichtet worden [185; 186; 106]. Dies
scheint im Differenzierungsstatus der Zelle und in der hohen klonalen Variabilitét dieser

Zellinie begriindet, sogar das Vorkommen von gegen MPP' villig resistenten PC 12
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Subklonen wurde festgestellt [187; 188]. Mit der Fulle von z. T. widerspriichlichen
Literaturdaten noch am besten vereinbar ist die Vorstellung, daf3 die Folgen des priméren
Effektes von MPP", die Inhibition des Komplex I, fiir das Uberleben von Neuronen oder
neuronalen Zellen sehr stark von deren Energieaustattung bzw. Vermogen zur Toleranz einer
Energiemangelsituation abhangen. Proliferierende, immortalisierte Zellen kénnen sich durch
gesteigerte Glykolyse und Arretierung des Zdlzyklus fur einen bestimmten Zeitraum an diese
Situation anpassen, wahrend postmitotische Neurone infolge ihres hohen Energiebedarfs dazu
in viel geringerem Ausmal3 in der Lage sind und bel geringeren Konzentrationen in kirzeren
Zeitrdumen absterben. Ob dieser Zelltod apoptotisch oder nekrotisch verlauft, wird wiederum
von der noch vorhanden Restenergie (ATP-Gehalt) einer Zelle determiniert. Vergleicht man
die MPP" Toxizitat mit anderen Komplex | Inhibitoren wie Rotenon, so fallt auf, da? bei
Rotenon eine Komplex I-Inhibition und toxische Effekte bei um GrofRenordnungen
niedrigeren Konzentrationen eintritt [181; 189; 190]. Erklart werden kann dies mit der
lipophileren Struktur des Rotenons, von zwei potentiellen Inhibitor-Bindestellen des NADH-
Coenzym Q-Oxidoreduktase Komplexes liegt eine innerhalb der Membran [190].

Zahlreiche in vitro Experimente, durchgefiihrt an isolierten Mitochondrienpraparationen,
zeigen die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies durch MPP* [191; 192]. Die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies nach Komplex | Inhibition scheint allerdings von biochemischen
Rahmenbedingungen, namlich einem reduzierten Zustand der Elektronencarrier der
Elektronentransportkette [193], abhéngig zu sein. Dies entspricht jedoch nicht der Situation in
physiologisch amenden Mitochondrien. Betrachtet man die Situation einer Zelle bel
inhibiertem Komplex | noch vor dem Aufkommen von Folgeschaden, ist kein erhohtes
Niveau reaktiver Sauerstoffspezies, sondern das Gegenteil und eine Zunahme der reduzierten
Spezies NADH und NADPH festzustellen [194]. Dies entpricht der Vorstellung, dal3 eine
Blockade des Komplex | den Eintritt von Reduktionsequivalenten (NADH) in die
Elektronentransportkette unterbindet und so auch die mitochondriale Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies unterbricht. Daflir sprechen ebenfalls die in den Abschnitten 4.1 und 4.2
beschriebenen Experimente, welche demonstrieren, da® MPP® wie Rotenon die durch
Etacrynsaure in PC 12 Zellen hervorgerufene Radikal entstehung unterdriicken. Eine mogliche
Erklarung ist, dal3 die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies eine sekundér einzuordnende
Folge von MPP" i, die erst dann auftritt, wenn Energieerschdpfung die antioxidative
Verteidigung lahmt oder die Membranstruktur der Mitochondrien infolge Depolarisation
verlorengeht. Entsprechend sehen auch andere Autoren Radikale als Folge einer MPP'-
verursachten ATP-Depletion [195]. Die Frage, ob unter Komplex I-Inhibition durch MPP" die
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Elektronentransportkette noch  Uber Komplex [I  (Succinatdehydrogenase)  mit
Reduktionsequivalenten beladen wird, wird kontrovers diskutiert [196; 187]. Der Ubergang
von ener Situation primérer Komplex | Hemmung zu Energiemangelfolgeschaden ist
konzentrationsabhangig, die unterschiedlichen Suszeptibilitdten verschiedener Zelltypen und
auch Subklone der gleichen Z€linien dirften einen Guttell der scheinbar widersprichlichen
Literaturdaten zum Wirkmechanismus der MPP'-Toxizitdt erklaren. Im Einklang mit dieser
Hypothese deuten neuere Publikationen ebenfalls daraufhin, daR MPP" in niedrigen
Konzentrationen zwar Komplex | hemmt und zum Zelltod dopaminerger Neurone fuhrt, aber
unter diesen Bedingungen nicht zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies fuhrt [197]. Dies
bestétigt die nachgewiesene Wirkung von MPP" auf PC 12 Zellen. Bei einer Konzentration
von 250 uM MPP" war in den Zellen eine mindestens 50 %ige Inhibition der Komplex |
Aktivitdt mef3bar. Wie bereits erwahnt, schwachte diese Konzentration auch signifikant die
durch Etacrynsiure ausgel Oste Radikalentstehung ab (Abbildung 4-8). Dagegen fuhrten auch
2,5 mM MPP" nicht zu erhdhter DCF-Fluoreszenz. Da Kang und Mitarbeiter in PC 12 Zellen
einen schwachen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies unter 1 mM MPP" nach 6 h Behandlung
(detektiert mittels Durchflul3zytometrie) berichten [107], wurde die Messung mit dieser
Detektionsmethode wiederholt, aber ebenso keine Radikalentstehung gemessen. Die Messung
thiobarbitursure-reaktiver  Substanzen, vornehmlich mehrfunktionelle Aldehyde als
Endprodukte von Lipidperoxidationsreaktionen, sollte zeigen, ob sich Produkte eines
niedrigen (nicht erfal3baren) oxidativen Stref3niveaus Uber die Zeit akkumulieren. Jedoch war
auch nach 2 d Inkubation mit MPP" kein erhohter Gehalt dieser Substanzen vorhanden. Der
Vergleich mit Behandlung der Zellen mit Etacrynsdure bzw. Eisen(ll)sulfat zeigt, dald3 mit
zwel  verschiedenen Ansédtzen, namlich Depletion mitochondrialen Glutathions und
Forcierung von Fentonreaktionen und dadurch Hydroxylradikalen, reaktive Sauerstoffspezies
erzeugt und detektiert werden konnen und dal3 unter solchen Bedingungen schnell Zelltod
eintritt. Es scheint also, daR die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies erst bei MPP'-
Konzentrationen auftritt, welche weit tGber den fir eine Komplex | Hemmung nétigen liegen.
Eine Reihe von zusitzlichen Wirkungen von MPP' bei hoheren Konzentrationen sind
beschrieben, dies sind unter anderen eine Inhibition der a-Ketoglutaratdehydrogenase des
Citratcyclus [198] und Destabilisierung der mitochondrialen Membranen [199]. Ersteres
wirde die Energieverknappung verstarken und beschleunigen, der zweite Effekt die
Generierung reaktiver Sauerstoffspezies infolge Zerstérung der raumlichen Anordung der

Elektronentransportkette beglnstigen.
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Abbildung 5-1: Vereinfachende, schematische Darstellung der Wirkungspunkte von BSO, EA
und der Komplex | Inhibitoren MPP+ und Rotenon an der mitochondrialen Glutathion- und
Redoxhomoostase. Die Komplexe der mitochondrialen Elektronentransportkette sind mit I-1V
numeriert. Wahrend EA durch direkte Inaktivierung mitochondrialen GSHs die mitochondriale
Generation von reaktiven Sauerstoffspezies fordert, bewirkt eine Komplex I-Hemmung durch
MPP* (oder Rotenon) eine Verringerung des mitochondrialen Elektronentransports, der daraus
entstehenden Sauerstoffspezies und einen geringeren Verbrauch von GSH. Eine Blockade der
cytosolischen GSH-Synthese durch BSO fuhrt, abhéngig von der endogenen StreRlast, nur
Uber langere Zeitspannen zu gesteigerten reaktiven Sauerstoffspezies.

MPTP wird astroglial durch Monoaminoxidase zu MPP* oxidiert, Inhibitoren dieses Enzyms
schiitzen vor MPTP-Toxizitét, weil dann keine selektive Aufnahme von MPP" durch Neurone
erfolgen kann [200; 201]. Zudem kann diese Umsetzung, wie alle Monoaminoxidase-
katalysierten Redoxreaktionen, oxidativen Strefd erzeugen. Fir die Situation dopaminerger
Neurone gilt aufferdem, dal} die Metaboliten des catecholaminergen Stoffwechsels
nichtkatalysiert Redoxreaktionen eingehen konnen, was zum Auftreten reaktiver
Sauerstoffspezies fuhrt. Zusammengefaldt kann gesagt werden, dal3 nahezu jeder Zelltod, mit
der Ausnahme von Apoptose auf niedrigem, physiologischem Niveau, unter Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies ablauft. Eine weitere Hypothese zur Erkldarung der Entstehung
freier Radikale durch MPP" auf zellulérer Ebene besagt, da3 MPP" nach Aufnahme in die
Zelle durch Kompetition am vesikuléren Dopamintransporter zur Verdrangung von Dopamin
aus den Speichervesikeln fuhrt [202]. Die gestiegenen intrazelluldren Konzentrationen an
frelem Dopamin erzeugen Uber Autooxidationsreaktionen des Catechols ebenfalls vermehrt
reaktive Sauerstoffspezies. Es gibt also zahlreiche Griinde, warum eine MPTP-Vergiftung mit
nachfolgendem Untergang dopaminerger Neurone von der Entstehung resktiver
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Sauerstoffspezies begleitet ist, ohne dal? diese unmittellbar aus der Komplex I-Inhibition
durch das MPP*-Kation resultieren. Fir die Entstehung der Parkinsonschen Krankheit stellt
sich nun die Frage, ob eine Minderfunktion des Komplex | der mitochondrialen Atmungskette
am Beginn der Pathogenese stehen konnte. Der Komplex | Inhibitor Rotenon l6st bel
systemischer Gabe in Tieren ebenfalls eine der Parkinson-Pathologie sehr éhnliche Zerstérung
nigraler, dopaminerger Neurone aus [203]. Die selektive Vulnerabilitdt dopaminerger
Neurone wird hier mit dem hohen Energiebedarf und dem hohen Niveau an basalem
oxidativem Stref3 dieser Nervenzellpopulation erkart.

Ziel der folgenden Experimente war nun, die Frage zu klaren, ob und wie eéin Komplex |-
Defekt als hypothetische erste pathologische Veranderung die Glutathionspiegel einer
dopaminergen Zelle verandert. Es zeigte sich Uberraschenderweise, da bei einer MPP'-
Konzentration von 250 puM die zdlulégren Glutathionspiegel wahrend der ersten 24 h
Behandlungsdauer anstiegen. Erwiesenermal3en tritt in diesem Zeitraum noch kein Zelltod
auf. Die Zunahme des zelluléren Gesamt-Glutathions verteilte sich zu etwa gleichen Anteilen
auf die reduzierte (GSH) und die oxidierte Spezies (GSSG), so dal3 sich die Ratio GSSG zu
(GSSG+GSH) als Indikator fur das zelluldre Redoxmilieu nur wenig veranderte. Dies
korrespodiert mit dem Ausbleiben reaktiver Sauerstoffspezies und Thiobarbitursaure-reaktiver
Metaboliten unter der 250 pmolaren MPP" Konzentration. Vergleichbare Effekte auf die
Glutathionspiegel hat ebenso Rotenon in Konzentrationen von bis zu 0,1 pM, diese
Konzentrationen fiihren ebenso wie 250 uM MPP" zu einer etwa halbmaximalen Hemmung
des Komplex |. Dieser Anstieg ist nicht ohne weiteres erklarbar, eine erhohte
Synthesdleistung z.B. durch Induktion der y-GCS, des Schrittmacherenzyms der
Glutathionsynthese, ist aus mehreren Griinden wenig wahrscheinlich. Typischerweise wird
eine solche StrefRantwort einer Zelle durch oxidativen Streld oder elektrophile Agenzien
ausgel 0, reaktive Sauerstoffspezies waren jedoch nicht festzustellen und auch die Aktivitét
von NFkB, eines der am besten charakterisierten Transkriptionsfaktoren, die wahrend einer
zelluldren Stref3antwort aktiviert werden, war nicht veréndert. Eine gesteigerte Synthese von
Glutathion wirde dartiberhinaus auch einen erhdhten Verbrauch von ATP bedeuten. Dal3 die
Zelle bel inhibiertem Komplex | und anaerobem Metabolismus sich jedoch in ener
Energiemangelsituation befindet, belegen auch Messungen des ATP-Gehalts von MPP'-
behandelten Zellen [189]. Auch flhrte eine 24-stiindige Vorbehandlung der Zellen mit 500
UM BSO nicht zu einem melRbaren Auftreten resktiver Sauerstoffspezies unter MPP'-
Behandlung, so dal3 ein leichter oxidativer Strefd als Ursache der erhdhten Glutathiongehalte

unwahrscheinlich ist. Allerdings sind antioxidative Kompensationsreaktionen in vielen
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Zellkulturmodellen fur oxidativen Stref3 beobachtet worden [204], auch in dopaminergen
Neuronen, welche mit MPP" behandelt wurden [205; 206]. Es kann aso die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen werden, dal3 auch im Falle der PC 12 Zellen die erhohten Glutathionspiegel
Tell einer unvollstandigen bzw. durch andere als die erwadhnten Stimuli ausgel Gsten
StrefRantwort der Zelle sind, trotz des Fehlens von Radikalen und ATP-Mangel. Eine zweite
Moglichkeit wéare ein geringerer Verbrauch von Glutathion, infolge eines niedrigeren basalen
Niveaus reaktiver Sauerstoffspezies bei inhibierter mitochondrialer Respiration. Andere
Untersuchungen haben gezeigt, dal3 bei einer Inhibition der mitochondrialen Atmungskette an
Komplex | intramitochondrial die Konzentrationen von reaktiven Sauerstoffspezies abnehmen
und die Menge an Reduktionsaquivalenten, priméar des Komplex |-Substrates NADH und
auch NADPH zunehmen [194]. Auch bel einer nicht gesteigerten Glutathionsynthese kénnte
so durch ein verandertes zelluldres Redoxmilieu die Menge an reduziertem Glutathion erhoht
sein.

Wurden dagegen PC 12 Zellen mit 10- und 100-fach héheren Konzentrationen von Rotenon
(1 und 10 uM) bzw. MPP" (2,5 mM) inkubiert, so kommt es neben einer maximalen Komplex
| Inhibition (hinsichtlich der Komplex I-Inhibition durch Rotenon siehe: [108; 109]) auch zu
den bereits erwahnten zusitzlichen Wirkungen der MPP* Kations, namlich Inhibition des a-
Ketoglutaratdehydrogenase-Komplex [198] und Destabiliserung der mitochondrialen
Membran [199]. Alle diese Effekte dirften in ener rapiden und nachhaltigen
Energieverarmung der Zelle resultieren, infolge dessen die Glutathionsynthese vollig zum
Erliegen kommt, ebenso das NADPH-abhdngige Recycling von GSSG durch
Glutathionperoxidasen. Dies erkléart den starken Anstieg der GSSG-Spiegel in PC 12 Zdllen,
welche mit 1 und 10 uM Rotenon und 2,5 mM MPP" behandelt worden waren, die sinkenden
GSH- und akkumulierenden GSSG-Mengen driicken sich in einer drastisch steigenden
GSSG/(GSH+GSSG) Ratio aus. Trotz dieser Verschiebung des zellularen Redoxmilieus zu
einem , oxidierten* Zustand treten auch unter den hohen Konzentrationen beider Komplex |-
Inhibitoren wahrend der ersten 24 h Behandlung keine reaktiven Sauerstoffspezies auf. Da
innerhalb dieses Zeitraums auch kein Zelltod auftrat, ist zu vermuten, dal3 Radikale in einem
solchen Zellkulturmodell ein sekundéres Ergebnis von Zelltodprozessen sind, zumal wenn die
antioxidative Kapazitét der Zellen infolge Energiemangels erschopft ist.

Im Hinblick auf die Parkinsonsche Erkrankung ist nicht gekléart, was die Ursache einer die
Degeneration der besonders vulnerablen dopaminergen Neurone auslésenden Komplex |-
Minderfunktion sein kénnte. Da Rotenon auch als Pestizid Anwendung findet, wurden in der
Landwirtschaft eingesetzte &hnliche Verbindungen verdachtigt. Epidemiologische



114

Untersuchungen ergaben eine erhdhte Rate von Parkinsonerkrankungen in landlichen
Gebieten, wo die Umwelt einen vergleichsweise hohen Gehalt an Pestiziden aufweist [207;
208]. Ein urs&chlicher Nachweis fir diese Hypothese oder die Identifikation eines
spezifischen Pestizids fehlt jedoch bislang [209; 210]. Wiederum werden in diesem
Zusammenhang multifaktorielle Ursachengefiige diskutiert [211], z. B. Umwelteinfllsse in
Verbindung mit einer Mutation eines der Xenobiotika-metaboliserenden Enzyme der
Cytochrom P 450-Familie [212]. Auch hier fehlen bislang noch eindeutige Belege [213].
Sieben der 42 Untereinheiten des Komplex I-Holoproteins sind auf dem mitochondrialen
Genom kodiert. Im mitochondrialen Genom kénnen sich durch Alterung und oxidativen Stref3
Mutationen akkumulieren (siehe Abschnitt 2.4.1), und in Féllen von familiér vererbtem
Parkinsonismus wurden auch Punktmutationen der mitochondrialen DNA und mitochondriale
Dysfunktionen der Betroffenen nachgewiesenen [214; 215]. Solche Mutationen des
mitochondrialen Genoms und der mitochondriale Funktionsverlust werden erwartungsgemald
maternal vererbt [51]. Studien des mitochondrialen Genoms von grof3eren Patientengruppen
hinsichtlich Mutationen und Polymorphismen erwiesen jedoch, dal3 nur bei einem Bruchteil
der idiopathischen Parkinsonerkrankungen Mutationen der mitochondrialen DNA
nachweisbar waren [216; 217; 218].

Zusammengefaldt sprechen folgende Argumente dafir, da3 beim groften Teil der
idiopathischen Félle von Parkinson eine Komplex I-Minderfunktion eher Folge denn Ursache
des oxidativen Stref3 und Neuronenuntergangsist:

Die Veringerung der Glutathionspiegel ist die am frihesten feststellbare biochemische
Veranderung in Substantia nigra Gewebe, sie findet sich bereits bel der sog. incidential Lewy
Body disease, welche als préasymptomatische Form der Parkinsonschen Krankheit gilt [48;
41]. Der Glutathiongehalt in der Substantia nigra solcher Patienten ist um ca. 35 %
vermindert, was nur wenig unter dem Ausmal3 der Glutathionverminderung in Gewebe von
Parkinsonpatienten liegt. Dagegen findet sich im Gewebe dieser Patienten keine oder nur eine
leichte Erniedrigung der Komplex I-Funktion, verglichen mit dem Gewebe von Patienten mit
Parkinson’scher Erkrankung. Die Daten aus Abschnitt 4.2 (Tabelle 4-13) belegen, dal? die
Komplex I-Aktivitét sehr empfindlich gegentiber oxidiertem Glutathion (GSSG) und EA,
vermutlich aso Oxidation von Thiolfunktionen, ist. Neuere Untersuchungen demonstrieren in
gleicher Weise die ausgepéagte Vulnerabilitdat des Komplex | gegeniiber einer Verminderung
zelluldren Glutathions[111].

Enstprechend zeigen die Messungen der Glutathiongehalte MPP*-behandelter PC 12 Zellen,
dal3 eine Konzentration dieses Komplex I-Inhibitors, welche noch keinen Zelltod ausl6st, die
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Glutathionspiegel nicht verringert und keine reaktiven Sauerstoffspezies verursacht.
Demgegentiber ist der berichtete oxidative Stref bel akuter Wirkung von hohen Dosen MPTP
und anderen Komplex I-Inhibitoren wahrscheinlich Folge des sich in kurzer Zeit
vollziehenden Untergangs eines Grofdteils der dopaminergen Neurone der Substantia nigra.
Beispielsweise wirden hohe Konzentrationen des Transmitters Dopamin, freigesetzt aus den
Zellkorpern, autooxidative Reaktionen unter Bildung reaktiver Sauerstoffspezies eingehen.
Dies entspricht jedoch nicht dem Modell einer Uber Jahre andauernden, chronischen
Degeneration, welche sich erst im Alter nach Verlust von ca. 40-50 % aller urspringlich
vorhandenen dopaminergen Neurone, in einer motorischen Symptomatik auf3ert. Freilich wird
diese Fragestellung am Menschen nicht zu kléren sein, und die artifiziell herbeigefuhrten
Zellkultur- und Tiermodelle fur die Parkinsonsche Krankheit und oxidativen Stref3 kénnen
naturgemald nur das Endergebnis, nicht aber den Verlauf der Krankheit widerspiegeln. Die
Ursache eines zellularen Glutathionverlustes als erster Schritt in der Pathogenese ist daher
ebenso unklar wie die Identitédt eines potentiellen exogenen Hemmstoffes des Komplex |. Da
Glutathionsynthesekapazitét (y-GCS Aktivitét) in post mortem Substantia nigra-Gewebe von
Parkinsonerkrankten erscheint nicht verandert ist [174], enstand die Hypothese einer gestorten

intrazelluléren Glutathionhomaoostase.
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5.3 Mitochondrialer Glutathiontransport in Neuronen

Eine Reihe prinzipieler Uberlegungen und experimenteller Beobachtungen legen den SchiuR
nahe, dal} Mitochondrien Uber einen spezifischen Mechanismus fur die Aufnahme von
Glutathion verfugen.

* Die innere der beiden mitochondrialen Membranen ist impermeabel fir geladene
Teilchen, alle Metaboliten und nukledr kodierte (im Cytosol synthetiserte) Proteine
werden durch entsprechende, membrandurchspannende Transportproteine importiert [99;
219].

* Die mitochondriale Matrix ist gegenlber dem Cytosol negativ geladen, unter
physiologischen pH-Bedingungen auch das Glutathionmolekil, dadurch ist eine Diffusion
in die mitochondriale Matrix erschwert.

» Mitochondriales Glutathion hat eine langere Halbwertszeit als das Ubrige zellulére
Glutathion, in Mitochondrien jedoch wurde keine nennenswerte Aktivité des zentralen
Syntheseenzyms y-Glutamyl cysteinylsynthetase (y-GCS) nachgewiesen [18].

* An Mitochondrien isoliert aus Rattenleber, Rattenniere und Xenopus Oocyten, welche
MRNA aus Rattenleber trandatierten, wurde ein GSH-Transport nachgewiesen [21; 23;
20].

» Eigene (Abschnitt 4.1) und publizierte Untersuchungen an in vitro Systemen, z.T. auch
mit neuronalen Zellen deuteten an, dal3 Mitochondrien unter Bedingungen eines zelluléren
Glutathionmangels  einen  separaten  Glutathionpool  auch  gegen  einen
Konzentrationsgradienten zum Cytosol aufrechterhalten kénnen [17; 220; 25].

Um enen GSH-Transport in Mitochondrien aus Neuronen zu untersuchen, wurden

Rattenvorderhirne as Ausgangsmaterial zur Mitochondrienisolation verwandt, da die

Evaluation verschiedener Ansédtze zur Mitochondrienpréparation aus Zellkulturen erwies, dal3

aus diesen nicht hinreichend reine (nicht mit weiteren Zellbestandteilen, insbesondere

Membranen anderer Organellen vergesellschaftete) Fraktionen in gentigender Ausbeute

gewonnen werden konnten. Naturlich enthélt das Hirnparenchym auch nicht-neuronale

Zellen, wie Astroglia aus dem Corpus callosum, Endothelien und periphere Blutzellen der

Hirnkapillaren, deren Anteil kann aber als gering veranschlagt werden. Die fur die

Transportexperimente verwendete Préparation nach Lopez-Perez trennt im letzten

Reinigungsschritt Synaptosomen ab, so dal3 die erhatenen Mitochondrien vornehmlich aus

Zellsomata stammen durften. Obwohl die Reinheit und Funktionalitdt der erhaltenen

Préparation nach morphologischer, elektronenmikroskopischer Analyse, Messungen von
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Markerenzymaktivitdten und Sauerstoff-Respirometrie publizierten Préparationen voll
entsprach, bestehen jedoch prinzipielle Bedenken hinsichtlich der natiirlichen Konformation
von Mitochondrien im isolierten Zustand. Insbesondere der unterschiedliche onkotische
Druck, aber auch die Dauer einer Fraktionierung lassen eine Veranderung der Organellen
gegeniiber dem nativen Zustand innerhalb einer Zelle annehmen, dies gilt aber dann ebenso
fur friher gewonnene Daten zu mitochondrialem Glutathiontransport und verbietet somit
nicht den Vergleich dieser Daten untereinander.

Die Bedingungen der Transportmessung wurde analog zu Studien von Colld [19] und
Martensson [21] gewdhit. Da die Isolationsprodezur ca. 3 h in Anspruch nahm, kann davon
ausgegangen werden, dal3 so isolierte Mitochondrien ohne die normalerweise herrschenden
millimolaren extramitochondrialen GSH-Konzentrationen an GSH verarmt sind, demnach
also be Inkubation in einem GSH-haltigen Medium dieses anfangs schnell aufnehmen
sollten. Mit Erreichen des Gleichgewichts sollte eine Séttigung eintreten. Fir die Phase vor
der Gleichgewichtseinstellung mit linearer Zunahme des GSH-Gehalts sind unterschiedliche
Zeitrdume von weniger als 1 bis zu 10 min berichtet worden. Hier wurde ein Intervall von 30
Sekunden gewahlt, um mit Sicherheit im Bereich linearer Anfangssteigung zu sein. Diese
Anfangsgeschwindigkeit der Glutathionaufnahme wurde nun zundchst bel  variierten
exogenen GSH-Konzentrationen untersucht, um die Aufnahmegeschwindigkeit in
Abhangigkeit von der GSH-Konzentration zu betrachten. Dieser Konzentrationsbereich
bewegte sich zwischen 1 uM und 75 mM. Be Konzentrationen tUber 10 mM, was als
Obergrenze der physiologisch vorkommenden intrazelluldren GSH-Konzentrationen
angesehen wird, wurde zunéchst &quimolar weniger Saccharose im Puffer eingesetzt um die
Osmolaritét konstant zu halten, es zeigte sich, daf3 dies jedoch keine Auswirkungen auf diein
diesem Konzentrationsbereich sehr variablen Aufnahmegeschwindigkeiten zur Folge hatte.
Auch in anderen Verdffentlichungen ist dieses Phanomen der Instabilitét des Transports bel
sehr  hohen Konzentrationen auch bei  kurzen Inkubationszeiten  beschrieben.
Membranveranderungen der Organelle durch unspezische Reaktionen zwischen
Membranbestandteilen und dem Tripeptid sind vermutlich daf ir verantwortlich.

Die Temperatur des Experiments wurde aus den erwahnten Grunden einer mdglichen
unmef3bar schnellen Gleichgewichtseingtellung bel 37°C auf Raumtemperatur (23 °C)
festgelegt.

Fur die hohe Varianz der Aufnahmegeschwindigkeiten bei verschiedenen Konzentrationen

sind eine Reihe experimenteller Ursachen anzufihren:
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Die Proteinbestimmung der isolierten mitochondrialen Fraktion nach der Bradford-
Methode nimmt 30 min in Anspruch. Um eine weitere Schadigung der isolierten
Mitochondrien  durch  diese  Wartezeit zu vermeiden, wurde die
Proteingehaltsbestimmung daher erst nach den Transportmessungen, an einem bel —80
°C engefrorenen Aliquot vorgenommen. Das bedeutet, dal’3 pro Transportmessung
gleichbleibende Volumina von Mitochondrienpraparationen unterschiedlichen Gehalts
eingesetzt wurden. Zwar wurden immer die gleiche Anzahl Tiere pro Préparation (6)
eingesetzt, die Ausbeute schwankte jedoch zwischen ca. 0,6 und 4,1 mg Protein. Der
kritische Punkt ist hier wahrscheinlich der Homogenisationsschritt. Wie in Abschnitt
3.5 erlautert, war bei alen Bedingungen die aufgenommene Menge GSH um
mindestens 3 Grofdenordnungen geringer as die Gesamtmenge GSH im Ansatz,
trotzdem konnen natUrlich nicht-lineare Effekte der eingesetzten Menge an
Mitochondrien auf die Anfangsaufnahme nicht ausgeschlossen werden.

Die Zeitrdume von der Praparation bis zur Aufnahmemessung unterschieden sich
naturgemald ebenfalls, eine Versuchsreihe von Inkubationen mit radioaktivem GSH
erstreckte sich ebenso Uber 2 bis 2,5 h, so dal3 die Mitochondrien von Mef3punkt zu
Mef3punkt unterschiedlich lange auf Eis gelagert waren. Ein Verlust von
urspriinglicher Funktionalitéat und Struktur der Organellen ist auch bei 4° C Uber diese
Zeitraume zu vermuten.

Die Kontrollexperimente mit **C-markiertem Inulin zeigten, dai? die unspezifische
Aufnahme a's gering zu veranschlagen und die zweimalige Waschprozedur des Filters
hinreichend effizient ist. Zudem wurde das Totvolumen eines Filters durch
Wiederholung der Inkubations- und Filtrationsprozedur mit der jeweiligen GSH-
Konzentration zu jedem Mel3punkt separat abgeschédtzt und eingerechnet, die hier
wiedergefundene Radioaktivitét war tUber eine Versuchsreihe konstant. Da jedoch der
Gehalt der eingesetzten Mitochondrienpréparationen sehr unterschiedlich ausfiel, war
das Verhdlitnis von unspezifischer zu spezifischer gefundener Radioaktivitét ebenso
Schwankungen unterworfen (ca. 10 — 50 %). Bei Messungen an wenig
mitochondrialem Protein und geringen Aufnahmegeschwindigkeiten resultieren aus
vergleichbaren Varianzen der ausgezéhlten Radioaktivitdt im Verhdltnis hohere
Varianzen des errechneten Glutathiongehaltes der auf dem Filter zurtickgehaltenen
Organdllen.

Die Beurtellung der Aufnahmegeschwindigkeiten zu verschiedenen Zeitpunkten [&f3t

vermuten, dal? der Zeitpunkt der maximalen GSH-Aufnahme noch vor dem ersten Mef3punkt
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nach 30 Sekunden Inkubation liegen kénnte und dal3 sich das System zu diesem Zeitpunkt
bereits auf den Gleichgewichtszustand zubewegt. Um das zu verifizieren, mufdten mehr
Mef3punkte bei kirzeren Zeitintervallen abgefragt werden, was aber im Bereich der ersten 30
Sekunden durch die experimentelle Durchfihrung nicht méglich war. Um den Prozef3 zu
verlangsamen und dadurch zeitlich besser auflésen zu kénnen, miten diese Messungen bel
niedrigerer Temperatur reproduziert werden.

Trotz dieser Einschrankungen hinsichtlich der Varianz der experimentellen Bedingungen
lassen die erhaltenen Daten Schluf¥olgerungen Uber einen  mitochondrialen
Glutathiontransport in Neuronen zu. Zunéchst zeigen isolierte Mitochondrien eine séttigbare
Glutathionaufnahme im Bereich millimolarer GSH-Konzentrationen, welche physiologischen
Bedingungen nahe kommen. Die Wahl einer Funktion fur die mathematische Beschreibung
des Prozesses ist engedenk der hohen  Varianzen der  gemitteten
Aufnahmegeschwindigkeiten nur von vorlaufigem Charakter, es scheint jedoch so, dal ein
Modell kooperierender Unterheiten (Gleichung 4, Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden wer den.) eine wesentlich bessere Anndherung liefert, als eine ein- oder zweistufige
Michaelis-Menten Kinetik.

Die Hinzunahme eines linearen Terms fur Diffusonsprozesse (Gleichung 5, Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) zu einer einfachen Michaglis Menten
Kinetik erbrachte keine verbesserte Anndherung, wegen der hohen Varianzen der
Aufnahmegeschwindigkeiten im Séttigunsbereich wurde hier ein negatives Vorzeichen, d.h.
negative Aufnahme = Efflux bel hohen Substratkonzentrationen, errechnet.

Eine dhnlich gute Anndherung beurteilt nach dem Regressionskoeffizienten wie das Modell
kooperierender Unterheiten erbrachte nur noch das Modell zweier (oder mehr) kooperierender
Substratmolekille (Gleichung 6, Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Dieses Moddll impliziert, dal?3 bei niedrigen Substratkonzentrationen der Transport infolge
seltener gleichzeitiger Bindung zweier Substratmolekile am Transporter langsam verlauft,
wogegen bel hohen Substratkonzentrationen die Anzahl der Transportermolekiile limitierend
auf den Transport wirkt [221]. Mathematisch beschrieben ergibt dies eine sigmoidale Form
der Auftragung v gegen [S], was dem plot der Mel3werte dhnelt. Mdglicherweise ist ein
Symport von Glutathion mit einem zweiten Metaboliten (z.B. Dicarboxylate, zu bekannten
mitochondrialen Transportsystemen siehe unten und [99]) im experimentellen Ansatz nur
unvollstandig wirksam, da nur Succinat im Mef3ansatz enthalten war. Hierdurch kénnte die
apparente Ahnlichkeit mit einem solchen Transportmodell kooperierender Substratmolekiile,
was ja einem Transport von 2 Glutathionmolekilen entsprechen wirde, zustandekommen.
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Jedoch ist angesichts der unrealistischen Werte dieser Regression fur die Vmax und Km
Parameter (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.) das Modell der
kooperierenden Unterheiten zu favorisieren.

Die meisten Publikation zu Glutathiontransport zeigen eine einfache Michaeglis-Menten
Annédherung der erhaltenen Daten, wobei aber meist keine weiteren Angaben zur Statistik der
gewdhlten Anndherung und Vergleich mit anderen Ansdtzen gemacht werden. Setzt man
voraus, dald ein einziges Transportprotein ohne kooperierende Untereinheiten Ursache des
Glutathiontransportes ist, so wére eine einfache Michadis-Menten-Kinetik auch die
naheliegendste Erwartung. Die von Garcia-Ruiz et al [20] beschriebene mRNA-Spezies eines
vermeintlichen mitochondrialen Glutathiontransportproteins ist jedoch bislang nicht durch
weitere Expressionsstudien validiert oder kloniert bzw. sequenziert worden. Ist jedoch der
mitochondriale Glutathiontransport das Ergebnis des Zusammenwirkens mehrerer,
verschiedener Transportproteine oder Untereinheiten, wie es die hier erhaltenen
mathematischen Regressionsanalysen und publizierte Studien an Nierenmitochondrien
plausbel erscheinen lassen, so wirde eine einzelne, durch Fraktionierung nach Grofe
erhaltene mMRNA-Spezies nur eine Komponente dieses Transports abbilden. Auch konnten
zwel ebenfalls von Garcia-Ruiz und Kollegen beschriebene zellulére GSH-Transporter der
Leber bel Expressionsstudien an Xenopus Oocyten nicht bestétigt werden [222]. Zudem
wurden in den von dieser Arbeitsgruppe publizierten cONA Sequenzen von vermeintlichen
plasmamembranstandigen Glutathiontransportern Homologien zum Genom eines E. coli-
Stammes (K 12) identifiziert, ein Pha&nomen, welches Klonierungsartefakte moglich
erscheinen |a3t. Die molekulare Identitdt enes gpezifischen mitochondrialen
Glutathiontransportproteins erscheint somit nicht gesichert.

Neuere Studien an Mitochondrien isoliert aus der Niere fuihrten dann auch zur Hypothese, dal3
der Transport von Glutathion durch Mitochondrien nicht durch ein einzelnes, spezifisches
Transportprotein geschieht, sondern Ergebnis der Aktivitdt von anderen, gleichsam
multifunktionellen, mitochondrialen Transportsystemen ist. Dies erscheint plausibel, da viele
der mitochondrialen Metaboliten Uber entsprechende Transportproteine ausgetauscht werden
[99], und diese Metaboliten wie z. B. Maat, Glutamat, Succinat strukturell Glutathion dhnlich
sind. So konnten Lash und Mitarbeiter zeigen, dal} verschiedene bekannte Substrate und
Inhibitoren dieser Transportsysteme die Glutathionaufnahme von Nierenmitochondrien
beeinflussen kénnen [23]. In diesem Model wurde die Glutathionaufnahme offensichtlich
durch die mitochondrialen Dicarboxylat- und Oxoglutarat-carrierproteine katalysiert. Die
Aufreinigung und weitere Charakterisierung dieser mitochondrialen GSH-Transportaktivitét
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aus der Rattenniere bestétigte diese Beobachtungen, eine mathematische Annéherung wurde
hier mit einer Polynomfunktion 2. Grades beschrieben [223]. Die mathematischen
Beschreibungen der Transportmodelle kooperierender Untereinheiten und kooperierender
Substratmolekille (Gleichungen 4 und 6, Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
wer den.) weisen ebenfalls quadratische oder hthere Polynomterme auf. Dies deutet ebenfalls
auf das Zusammenwirken von mehreren Proteinen oder mehreren Untereinheiten beim
Transportprozess hin. Zudem sind die meisten der charakterisierten mitochondrialen
Transportsysteme elektroneutral, das bedeutet sie schlieflen einen Symport von z B. H* oder
einen Antiport eines Anions (z. B. Malat) mit ein. Die extramitochondrialen Konzentrationen
dieser lonen im Experiment entsprechen unter Umstdnden nicht der physiologischen
Situation, so dal} eventuelle Effekte dieser lonen auf das Transportverhalten in
entsprechenden Experimenten abgeklart werden missen und auch eine andere Kinetik des
Transportes ergeben konnten. Zusammengenommen widersprechen diese Befunde und
Uberlegungen, die auf eine Uberlagerung mehrerer Effektoren fir den Transport hindeuten,
nicht dem hier gezeigten Modell eines kooperativen Prozesses. Wie bereits erwadhnt, kann der
Exponent h der verwendeten Michaelis-Menten Funktion einer kooperativen Bindung fir die
Anzahl der betelligten Untereinheiten stehen, in diesem Fall (h = 2,829 + 1,77) wirde man 2
oder 3 betelligte Untereinheiten annehmen. Die Ubrigen Kenngréf3en der so errechneten
Anndherung (Viex: 77,87 £ 13,94 nmol/min/mg und Kos: 13,66 £ 4,19 mmol) sprechen fir
einen niederaffinen Transport. Entsprechende publizierte Werte liegen fur den Transport in
der Niere bel > 10 nmol/min/mg fUr Vma und 5-10 mmol fur Ky, (bei nicht kooperativen
Michadlis Menten fits) [23]. Fur die niederaffine Komponente des beobachteten
mitochondrialen Leber GSH-Transports sind Werte von ca. 5 nmol/min/mg fUr vmax und
ebenso 5-10 mmol fur K, beschrieben [21; 19]. Die Grinde fir die Diskrepanz vor alem des
Wertes flr vimax Sind wohl in den schwierigen experimentellen Bedingungen bel hohen GSH-
Konzentrationen zu sehen, hier wurde in anderen Studien Uber diffusionellen Einstrom bis
zum totalen Verlust der Séttigbarkeit der GSH-Aufnahme berichtet [21; 22]. Die in diesem
Bereich besonders hohen Varianzen der Glutathionaufnahmemef3werte sprechen ebenfalls fr
den Einfluld nichtspezifischer Prozesse in diesem Konzentrationsbereich, z. B.
unterschiedliche Temperaturen der einzelnen Messungen infolge unvollsténdiger
Durchmischung der Komponenten eines Mellansatzes. Wie bereits erwdhnt sind auch
unterschiedliche Mengen an mitochondrialem Protein pro Messung eingesetzt worden und
zumindest einige Studien haben deutlich mehr mitochondriales Protein pro Messung (4-6 mg)
eingesetzt. Der ermittelte Wert fir Ko s liegt dagegen néher an beschriebenen Werten und dem
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physiologischen Bereich, ist aber ebenso als zu hoch zu beurteilen, dal3 heildt der Transport ist
vermutlich héheraffin und die Halbsattigung tritt schon bel niedrigeren Konzentrationen
(physiologischer Bereich 1-10 mM) auf. Denkbar ist aufRerdem, dald bel Messung der
Glutathionaufnahme bei klrzerer Inkubationsdauer (15-20 sec) und hoheren Mengen
mitochondrialem Protein eine hochaffine Komponente zu identifizieren wéare. Dies zu
uberprifen wird Ziel weiterflhrender Untersuchungen an Rattenhirnmitochondrien sein.
Weiterhin wird auch das pharmakologische Profil des neuronalen mitochondrialen
Glutathiontransports charakterisiert werden, d.h. die Stimulierbarkeit und Inhibierbarkeit
durch verschiedene Substrate der bekannten mitochondrialen Transportsysteme, um so den

beobachteten Glutathiontransport besser diesen Systemen zuordnen zu kénnen.
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5.4 Antioxidative Protektion gegen durch L-Glutamat verursachten oxidativen
Strel3

Eine toxische Wirkung von tberhohten, extrazelluldren Glutamatkonzentrationen fir Neurone
ist seit langem bekannt [224]. Es gilt als gesichert, dal3 dieser Toxizitat be vielen
neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Ischdmie und Epilepsie Bedeutung zukommt
[125; 225]. Die meist exzitotoxische, d.h. durch Uberstimulation von Glutamatrezeptoren,
ausgeloste Zellschadigung kann klassischen nekrotischen oder apoptotischen Charakter
annehmen [226], aber auch atypische Formen sind beschrieben [227]. Dies hangt unter
anderem vom Diffenzierungsgrad der betroffenen Neurone, Expressionsniveau und
Subtypenkomposition der Rezeptoren ab [228; 229]. Der Vergleich der experimentellen Daten
zur toxischen Wirkung von L-Glutamat auf PC 12 Zellen mit Literaturdaten zur Rezeptor-
vermittelten Glutamattoxizitdt in neuronalen Zellkulturen zeigt, dald letztere bereits bei um
Grolenordnungen niedrigeren Glutamatkonzentrationen in wesentlich kirzeren Zeitrdumen
auftritt [230; 231]. Untersuchungen an PC 12 Zellen bestétigen dagegen millimolares
Glutamat als toxische Konzentration fir PC 12 Zellen [232]. Die Morphologie von mit L-
Glutamat behandelten PC 12 Zellen weist eindeutig auf einen nekrotischen Zelltod hin. Die
Elektronenmikroskopie leistet hier natlirlich keine quantitative Aussage, so dal3 ein geringer
Antell von apoptotischem Zelltod unter diesen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden
kann. Allerdings zeigten auch nach der TUNEL-Methode gefarbte L-Glutamat-behandelte
Kulturen keinen erhohten Anteill an Apoptose-typischer DNA-Schadigung. Die Ausldsung
von Apoptose durch L-DOPA in PC 12 Zellen dagegen wird auch in publizierten Arbeiten
beschrieben [233], hinschtlich des Mechanismus der Apoptoseinduktion vermutet man eine
wichtige Rolle der infolge Autooxidation des Catechols entstehenden reaktiven
Sauerstoffspezies [138]. Wiederum bestétigt die morphologische Evaluation durch
Elektronenmikroskopie und TUNEL-Farbung die Literaturbefunde, es fanden sich typische
Merkmale von apoptotischem Zdltod nach L-DOPA-Inkubation von PC 12 Zellen. Die
Relevanz dieser in vitro erhobenen Befunde fir die Degeneration dopaminerger, nigraler
Neurone im Gehirn von Parkinsonpatienten, deren Haupttherapie ja nach wie vor in der
Substitution des Transmitters Dopamin durch dessen Vorstufe L-DOPA besteht, ist frellich
umstritten [234; 235; 236; 237; 137].

Sowohl Flupirtin als auch Retigabin vermochten den durch L-Glutamat induzierten Zelltod in
PC 12 Zdlen nach 72 h nahezu komplett zu unterdriicken. Dies zeigte sich sowohl wenn das
ZellUberleben mittels Umsetzung von MTT quantifiziert wurde, als auch bei Auszahlung
lebender (und toter) Zellen nach Farbung mit Trypanblau. Ein kontréres Bild ergab sich bei
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Behandlung der Zellen mit L-DOPA: beide Triaminopyridine vermochten den apoptotischen
Zelltod nicht aufzuhalten. Es existieren jedoch einige Berichte in der Literatur, in welchen
eine anti-apoptotische Wirkung zumindest von Flupirtin beschrieben werden [132; 133; 238].
Es sind jedoch fir apoptotische Prozesse die verschiedensten auslésende Stimuli und
intrazelluldre molekulare Schritte beschrieben worden, bei dieser Vielzahl und
Verschiedenheit solcher Vorgange ist es durchaus moglich, dal3 eine Substanz abhéngig von
Zé€lltyp und apoptotischen experimentellen Modell unterschiedliche Auswirkungen hat. Unter
den bislang beschriebenen anti-apoptotischen Effekten von Flupirtin war kein Modell einer
durch L-DOPA ausgeldsten Apoptose. Die Wirkung von Fupirtin scheint also vom
spezifischen Apoptose-ausldsenden Moment abhangig. Da Flupirtin dennoch bel einigen
anderen experimentellen Modellen von Apoptose auch mit unterschiedlichen Ausldsern
protektiv wirkte, liegt es nahe, die Wirkungsweise in den hier und in Literatur beschriebenen
[136] antioxidativen Eigenschaften des Molekils zu vermuten. Allein wenn reaktive
Sauerstoffspezies als Signalkomponente Teil eines apoptotischen Programmes sind, kann
demnach Hupirtin antiapoptotische Wirkung entfalten. Im Falle der L-DOPA induzierten
Apoptose wird reaktiven Sauerstoffspezies, produziert auch durch Autooxidationsprozesse
des Catechols eine wichtige Rolle zugeschrieben. Offensichtlich reichen aber 10 uM Flupirtin
nicht aus, um dies zu verhindern, auch 100 uM (hier nicht gezeigt) hatten keinerlel Effekt auf
den L-DOPA induzierten Zdlltod.

Dal’ Fupirtin und Retigabin antioxidativ wirken koénnen, wird demonstriert durch die
Messungen reaktiver Sauerstoffspezies in den behandelten Zellkulturen. Beide Substanzen
senkten das basale Niveau von reaktiven Sauerstoffspezies, gemessen an der DCF-
Fluoreszenz und beide Moleklle unterdriickten die Oxidation des ABTS-Chromophors im
MefRansatz des M onoaminoxidase-assays nach Szutowicz [81], sowohl im Kontrollansatz als
auch bei Zugabe von H,0,. Wahrend L-Glutamat kaum vermehrt Radikale in PC 12 Zellen
erzeugte, resultierte L-DOPA-Behandlung in 2-3-facher Steigerung des Radikalniveaus. Eine
Erklarung fur diese Diskrepanz wéare, dal3 L-Glutamat durch Blockade der zelluldren
Cystinaufnahme die zelluléren Glutathionspiegel nur langsam kontinuierlich erschopft, so dal3
es dhnlich wie bel Blockade der zelluldren Glutathionsynthese durch BSO nicht zur erhohten
Generation reaktiver Sauerstoffspezies kommt. Daflr spricht, dal? bei Kultivierung von PC 12
Zéellen in Cystin-freiem Medium das Ausmald bzw. der zeitliche Verlauf des Zellverlustes
schnéller alsim Falle von L-Glutamat aber weniger akut als bei L-DOPA-Behandlung eintrat.
Offenbar reicht die antioxidative Kapazitét von Flupirtin und Retigabin aus, um den

vergleichsweise langsamen Zellverlust durch L-Glutamat zu verhindern, jedoch nicht fur eine
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Abschwachung des massiven von L-DOPA erzeugten oxidativen Stref3. Wiederum sind die
protektiven Effekte von Fupirtin und Retigabin im Falle des Cystin-Entzugs qualitativ
zwischen der vollstandigen Schutzwirkung gegen L-Glutamat und keinerlel Schutz gegen L-
DOPA-Toxizitét einzuordnen, sowohl hinsichtlich des Zellliberlebens al's auch der Generation
reaktiver Sauerstoffspezies. Zugegebenes H,O, wurde durch beide Substanzen nicht reduziert,
gemessen mittels des Fe**/Xylenolorange-mefverfahrens,
Mehrere Autoren berichten eine Erhdhung intrazellularer Glutathionspiegel als Folge einer
Behandlung von Zellen mit Fupirtin und sehen darin eine wesentliche Komponente der
protektiven Wirkung [133]. In Ubereinstimmung mit der postulierten, langsamen Erschopfung
zellularen Glutathions infolge Blockade des Cystin/Glutamat-Austauschers durch L-Glutamat
und publizierten Studien an PC 12 Zellen [239; 237] ergaben auch die hier durchgefihrten
Glutathionmessungen, dal? bei L-Glutamatbehandlung der Grad des Glutathionverlustes dem
Zelltod vorauseilt. Retigabin bewirkte eine geringere, wenngleich signifikante Bewahrung des
zellularen Glutathions nach 72 h unter L-Glutamat, wahrend Coinkubation mit Flupirtin
keinen Effekt auf die Glutathionspiegel hatte. Dieser Befund 183 eine Interaktion von
Flupirtin oder Retigabin mit einem der Enzyme des Glutathionmetabolismus sehr
unwahrscheinlich erscheinen. Der geringe Effekt von Retigabin erklért sich wahrscheinlich
eher mit enem Minderverbrauch von Glutathion infolge antioxidativer Wirkung des
Triaminopyridins. Der Mechanismus der Schutzwirkung von Fupirtin und Retigabin ist
folglich in diesem experimentellen Modell von nicht Rezeptor-vermitteltem, L-Glutamat
induzierten, nekrotischen Zelltod as grundsitzlich verschieden von der berichteten
antiapoptotischen, Glutathion-erhdhenden Wirkung zu sehen. Perovic et a. fuhren den Effekt
von Flupirtin auf zellulare Glutathionspiegel auf eine gesteigerte Expression des
antigpoptotischen  Proto-oncogens bcl-2  (B-cell-lymphoma) zurtck [135], von dem
beschrieben ist, dal3 es zu Veranderungen in der zeluldgren Glutathionverteilung und
Redoxbalance fulhren kann [240; 241]. Die Uberpriifung der bcl-2 Expression durch Western
blot von Flupirtin-behandelten PC 12 Zellextrakten zeigte jedoch keine Veranderung des
BCL-2 Expressionsniveaus (Daten nicht gezeigt).
Zwei Komponenten der nicht-Rezeptor-vermittelten Glutamattoxizitét sind bis dato
charakterisiert worden:
* Durch Kompetition am plasmamembransténdigen Glutamat-Cystin ~ Austauscher
unterdrtickt Uberschiissiges Glutamat die zellulére Versorgung mit Cystin. Da Cystein die

limitierende Aminosaure fur die Glutathionsynthese ist, flhrt dies auf lange Sicht zur
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Glutathionverknappung und Okxidation von Thiolgruppen, Schadigung von
Proteinkonformationen, Generation reaktiver Sauerstoffspezies und Zelltod [124, 237].

* Maher und Davis konnten auf3erdem zeigen, dald exzessive Aktivitét des Enzyms
Monoaminoxidase und anderer Oxidasen durch gesteigerte Entstehung des
Reaktionsprodukts H,O, zum oxidativen Glutamat-induzierten Zelltod beitragt [139].

Die im folgenden diskutierten Experimente hatten die Aufkldrung eines (vermeintlichen)

Beitrages dieser beiden Mechanismen am hier untersuchten nicht-Rezeptor-vermittelten

Glutamat-induzierten Zelltod in PC 12 Kulturen zum Zidl.

Flupirtin wie Retigabin konnten den Zdltod bei kompletten Entzug von L-Cystin aufhalten,

wenn auch keine weitere Proliferation ermoglichen. Dieser antioxidative Effekt ist

logischerweise unabhangig von der zelluldren Cystinaufnahme, da er auch bei volligem

Fehlen von L-Cystin im Kulturmedium auftritt und steht somit im Einklang mit dem Fehlen

eines Effektes beider Substanzen auf die zelluldren Glutathionspiegel. Wurde jedoch

zusétzlich zum Cystin-Entzug L-Glutamat in das Kulturmedium gegeben, so verschwand

auch der Rest der protektiven Wirkung von Flupirtin und Retigabin. Dies bedeutet, dal3 L-

Glutamat neben der Blockade des Cystin-Imports noch mindestens eine weitere

zellschadigende Wirkung ausiibt, gegen welche die antioxidative Kapazitdt beider

Triaminopyridine unter Bedingungen von Cystinmangel nicht mehr ausreicht.

Die Experimente mit Monoaminoxidase(MAQO)-inhibitoren belegen, dal3 exzessive Aktivitét

dieses Enzyms vermutlich diese zweite Komponente der Glutamattoxizitdt darstellt.

Clorgylin, der spezifische Inhibitor fir die MAO-Isoform, welche in PC 12 Zellen exprimiert

ist, vermochte den L-Glutamat-induzierten Zelltod zu verhindern, jedoch keine weitere

Proliferation zu ermoglichen. Dieser Befund ist quantitativ sehr dhnlich dem Effekt von

Flupirtin und Retigabin bei Cystin-Entzug der Zellkultur, d.h. von den beiden M echanismen,

die zur Generierung von oxidativem Stref3 beitragen, Cystinmangel und MAO-Aktivitét, wird

jeweils nur ein Tell durch Fupirtin oder Clorgylin gehemmt. Flupirtin und Retigabin wirken
unspezifisch antioxidativ und nicht spezidll auf den Cystintransport oder MAO-Aktivitét und
koénnen deshalb die Toxizitdt von L-Glutamat vollig und die Auswirkungen von Cystinentzug
partiell verhindern, sind aber ohne Effekt gegen die Kombination beider Insulte. Clorgylin
dagegen verfugt Uber keinerle antioxidatve Wirkung, im Gegensatz zu Flupirtin und

Retigabin reduziert es nicht das ABTS-Radikalkation im Kontrollansatz dieses Assays

(Abbildung 4-37). In einer Konzentration von 100 UM vermag es die Glutamattoxizitét oder

Cystinentzug (d.h. die MAO-Komponente dieser beiden Insulte) partiell abzuschwéachen, ist

aber ebenso ohne Wirkung gegen die Kombination. Die MAO-Aktivitatsbestimmungen
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demonstrieren wiederum, dal3 Flupirtin und Retigabin keinen Effekt auf die Aktivitdt des
Enzyms ausliben (nach dem Fe** Xylenolorange-MeRverfahren, siehe Abbildung 4-38) und
exogen zugebenes H,O, nicht reduzieren bzw. inaktivieren.

Unter der Annahme, dal3 Clorgylin neben der MAO-Inhibition keine weitere antioxidative
Wirkung austibt, mu? man aus der partielen Schutzwirkung dieser Substanz gegen
Cystinentzug folgern, dal3 Uberschief3ende MAO-Aktivitét auch in diesem Szenario ein Faktor
in der toxischen Wirkung ist. Eine Hypothese, wie diese Aktivierung, z.B. Uber Stref3sensor-
mechanismen der Zelle, zustande kommt, existiert bislang nicht. Maher und Davis konnten
lediglich Belege anfiihren, dal? bei oxidativer Glutamattoxizitét auch andere Peroxidasen und
nicht nur MAO ausschlief3lich eine Rolle spielen [139].

Zusammenfassend &t sich festhalten, dal3 Fupirtin und Retigabin in 10 pmolarer
Konzentration einen antioxidativen und daher protektiven Effekt auf die nicht-Rezeptor
vermittelte, oxidative L-Glutamat-toxizité austiben. Durch vollsténdigen Entzug von Cystin
und folgende Glutamatzugabe konnte diese protektive Wirkung schrittweise unterbunden
werden. Das Ausmal3 der protektiven Wirkung des MAO(B)-Inhibitors Clorgylin (100 uM)
war in allen getesteten Toxizitdts-paradigmen sehr @hnlich der von Fupirtin und Retigabin.
Da beide Triaminopyridine keine MAO-inhibitorische und auch keine H,O,-deaktivierende
Wirkung (nach dem Fe/Xylenolorange-Assay) besitzen, konnte man spekulieren, dal3 die
MAO-Uberaktivitét, deren Hauptprodukt H,O: ist, eine Folge eines vorhergehenden Stimulus
von anderen reaktiven Sauerstoffspezies darstellt, welche durch Flupirtin oder Retigabin
blockiert werden kénnen. Diese antioxidative Kapazitét ist aber als eher gering anzusehen, da
beide Substanzen nicht gegen L-DOPA (250 upM)-Toxizité schitzen, wo reaktive
Sauerstoffspezies zweifellos ein zentrales Ereignis der Schadenskaskade sind.

Im Gegensatz zu Flupirtin sind fir das Deazaderivat Retigabin bislang keine antioxidativen,
protektiven Wirkungen in Neurodegenerationsmodellen beschrieben worden. Bekannt sind
anti-epileptische [242] und anti-konvulsive [243] Wirkungen, kirzlich wurde in vitro ein
spannungsgesteuerter Kaliumkanal (KCNQ2/KCNQ3) als molekularer Interaktionspartner
identifiziert [130]. Auch in PC 12 Zdlen, allerdings ausschliefdlich im postmitotischen,
differenzierten Stadium, aktiviert Retigabin einen Kaliumstrom [244], so dal3 interessant
wére, die protektive Wirkung von Retigabin in undifferenzierten PC 12 Zellen, wie hier
gezeigt und solchen im differenzierten Status zu vergleichen, um Erkenntnisse Uber ein
maogliches Zusammenspiel beider Effekte zu gewinnen. Diese Idee speist sich aus Daten zur
NMDA-Rezeptor antagonisierenden Wirkung von Flupirtin, die ebenfalls mit Kaliumstromen
in Verbindungen gebracht werden [245]. Vorversuche zeigten allerdings, dal3 PC 12 Zellen in
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differenziertem Zustand weniger empfindlich gegentber exogenem L-Glutamat sind, also

vermutlich unter neuronaler Differenzierung keine NM DA-Rezeptoren exprimieren.
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5.5 Fazit und Ausblick

Die dargestellten Experimente zeigen, dal3:

dem in Mitochondrien kompartimentierten Glutathion eine Schlusselstellung bei der
Verteidigung der Zele gegen vornehmlich mitochondrial entstehende reaktive
Sauerstoffspezies zukommt. Demgegeniiber bedeutet eine Verminderung cytosolischen
Glutathions alleine noch keinen akuten oxdativen Stref3. Da oxidative Schadigung von
Mitochondrien ein haufiges Merkmal pathologischer und  altersabhéngiger
neurodegenerativer Prozesse ist, ergibt sich hier ein mdglicher therapeutischer
Ansatzpunkt, auch unabhéngig von der Ursache einer Pathologie. Beispielsweise zeigen
erste  Versuche mit Antioxidantien, welche chemisch an en lipophiles
Triphenylphosphoniumkation (TPP") gekoppelt sind und deshalb spezifisch von
Mitochondrien akkumuliert werden konnen, eine gute Wirksamkeit gegen oxidativen
Stref3 [246; 247].

eine Glutathiondepletion nur bei langfristiger und sehr hoch dosierter Anwendung von
Komplex I-Inhibitoren zu beobachten ist, wenn oxidativer Stref? bereits sekundér als Folge
eines Energiemangels oder von Nebeneffekten der Komplex I-Inhibitoren eintritt.
Umgekehrt stellt eine Verringerung der Funktion des Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette eine friihe Folge von mitochondrialem oxidativen Stref3 oder Verknappung
von Antioxidantien dar. Eingedenk des friihen Glutathionverlustes und des Fehlens einer
genetischen Ursache der Komplex [-Dysfunktion in der Substantia nigra von
Parkinsonpatienten, scheint hier die Idee einer therapeutischen Erhéhung insbesondere
mitochondrialer Antioxidantien die Mdglichkeit zu bieten, auch die Komplex I-
Dysfunktion zu verhindern.

neuronale Mitochondrien konzentrationsabhéangig und séttigbar Glutathion aufnehmen
konnen. Die Analyse des Transportverhatens und von Literaturbefunden legt den Schiuf3
nahe, dal3 dieser Vorgang nicht auf ein einziges, spezifisches Trangportprotein zurtickgeht,
sondern das Ergebnis mehrerer (moglicherwei se multifunktioneller) Transportsysteme ist.
Da diese bekannten Transportsysteme wichtige Metaboliten des mitochondrialen
Enegiestoffwechsels translozieren, ist anzunehmen, dal3 eine Minder- oder Fehlfunktion
eines dieser Transportsysteme oder auch ein Ungleichgewicht der simultan transportierten
Moleklle eine Stérung der mitochondrialen Glutathionhomdostase hervorrufen kénnen.
Bei der Empfindlichkeit von Neuronen gegentber (mitochondrialem) Energiemangel und
oxidativem Stref ist es vorstellbar, gleichwohl schwer in vivo nachzuweisen, dal3 dieser



130

Zelltyp erstes Opfer von degenerativen Auswirkungen eines solchen Defektes der
mitochondrialen Transportsysteme ist.

» antioxidativ wirksame Substanzen auch in nichstéchiometrischen Mengen protektiv gegen
ein Neurotoxin sein kdnnen, wenn eine geringe Menge reaktiver Sauerstoffspezies in
einem frihen Stadium der Degeneration eine welterleitende oder verstérkende
Komponente bildet; im hier untersuchten Modell konnte dies die Aktivierung von
Monoaminoxidase nach Blockade des zdlularen Cystintransports sein. Dies ist
insbesondere relevant, wenn eine schwache, antioxidative Wirkung nicht der einzige oder
hauptséchliche Effekt eines Pharmakons wie bei Flupirtin und Retigabin ist und so auch
bei chronischer, niedriger Applikation eine schiitzende oder vorbeugende Wirkung haben
kann.
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