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1 Einleitung

1.1 Das Modell der Axotomie

Viele neurologische Krankheiten fihren zum Verlust von Neuronen. Die Transektion
des Nervus opticus (ON) von Ratten dient als Modell, um neurodegenerative
Erkrankungen, zerebrovaskuld&re und traumatische Lasionen des zentralen
Nervensystems (ZNS) und ihre Pathophysiologie zu untersuchen. Neben der in dieser
Arbeit verwendeten Durchtrennung des ON dicht am hinteren Pol des Auges (ca. 2 mm)
in der Orbita, der intraorbitalen Axotomie (Kermer et al., 2001), besteht auch die
Moglichkeit der intrakraniellen Axotomie, die 8-9 mm vom posterioren Pol des Auges
entfernt, in der Schédelhdhle durchgeftihrt wird. (Berkelaar et al., 1994; Rabacchi et al.,
1994). Durch die Axotomie des ON von adulten Ratten sterben tUber 80% der retinalen
Ganglienzellen (RGZn) innerhalb der ersten beiden Wochen (Villegas Perez et al.,
1988; Mansour-Robaey et al., 1994). Das Zelltiberleben konnte in axotomierten Retinae
(ARe) durch die Konzentrationserhthung von antiapoptotisch wirksamem BCL-2* bzw.
Inhibition von proapoptotischen Cysteinproteasen (Caspasen) sowie der Gabe von
Neurotrophinen vorribergehend erhéht werden (Weishaupt und Bahr, 2001; Yip und
So, 2000). Die intravitreale Gabe von brain derived neurotrophic factor (BDNF)
erhohte 6 d nach Axotomie das ZellUberleben signifikant gegentiber den Kontrollen
(Klocker et al., 1998). Durch die gleichzeitige Inhibition von Stickstoff-
monoxidsynthase (NOS) durch N-w-Nitro-L-Argininmethylester (L-NAME) bzw. Gabe
von N-Tert-Butyl-(2-Sulfonphenyl)-Nitron (S-PBN), einem Radikalfanger, konnte das
Zelllberleben der RGZn auf 55% bzw. 68% gegentiber 27% ZellUberleben bei
alleiniger BDNF Verabreichung gesteigert werden (Klocker et al., 1998).

1.2 Stickstoffmonoxid (NO) beeinflusst Signaltransduktionsprozesse
und kann neurotoxisch oder neuroprotektiv im ZNS wirken.

NO ist ein Signalmolekil mit grof3er Bedeutung fur das kardiovaskulére System, das

Immunsystem und das zentrale Nervensystem. Im Gehirn ist NO verantwortlich ftr

! Das Gen wurde aus einem B-Zd |lymphom (b-cell-lyomphoma) isoliert



glutamatvermittelten Anstieg der cGMP-Spiegel (Schmidt und Walter, 1994) und ist
wahrscheinlich an Prozessen der Apoptose (Bonfoco et al., 1995), Synaptogenese, der
neuronalen Entwicklung (Wang et al., 1995) und Langzeit-Potenzierung (long term
potentiation potentiation; Garthwaite und Boulton, 1995) und durch Traumata
verursachte Neurotoxizitét beteiligt (ladecola, 1997). Weill NO nicht wie andere
Neurotransmitter in Vesikeln gespeichert werden kann, wird seine Freisetzung vor
allem Uber die Aktivitéat des NO produzierenden Enzyms, NOS, reguliert.

Die gleichzeitige Aktivierung von N-Metyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren und die
Bildung von NO in ischamischem Hirngewebe lasst vermuten, dass NOS an der
glutamatvermittelten Exzitotoxizitét beteiligt ist (Choi, 1994). Diese Hypothese wird
durch Experimente bestétigt, in denen Zellen durch Inhibition der NO-Synthese gerettet
wurden. Sowohl der in neuronalen Kulturen durch NMDA-Neurotoxizitét als auch der
an Hirngewebe durch Okklusion der Arteria cerebri media (OMCA) hervorgerufene
Schaden wurde reduziert (Dawson et al., 1991; Nowicki et al., 1991). Zahlreiche
folgende Untersuchungen am Ischdmiemodell tragen dazu bei, die unterschiedlichen
Reaktionen der drei Isoformen des NO-produzierenden Enzyms, NOS, deren
enzymatische Aktivitdét und ihre Regulation sowie die dadurch hervorgerufenen
Veradnderungen in geschadigtem neuronalen Gewebe besser zu verstehen und
einzuordnen. Die Beteiligung von NO an signalgebenden Prozessen im ZNS und die
durch erhdhte NO-Konzentrationen verursachten Schaden spielen dabei eine wichtige
Rolle.

1.3 Signaltransduktion

131 Im ZNS wird das NO-Signal intrazellular héufig durch zyklisches
Guanosinmonophosphat (cCGMP) weitergeleitet.

In zahlreichen Hirnregionen wie Kortex, Striatum und Hippocampus fihrt neuronale
Erregung Uber kalziumabhéngige NO-Bildung zur Aktivierung der |6slichen
Guanylylzyklase (Garthwaite und Boulton, 1995). In glatten Muskelzellen und
Thrombozyten wird Uber NO-stimulierte Akkumulation von cGMP die Relaxation und
Inhibition der Thrombozytenaggregation eingeleitet. Im Gegensatz zu den relativ



profunden Kenntnissen der cGMP-Wirkung an glatten Muskelzellen ist die Funktion
von cGMP im ZNS noch unvollstandig erforscht.

In den Fotorezeptoren der Retina wird der im Dunkeln auftretende Einstrom von Na’
und Ca* von cGMP-abhéngigen Kandlen kontrolliert. In bipolaren Zellen der Retina
konnten cGMP-kontrollierte Kandle (Nawy und Jahr, 1990; Shiells und Falk, 1990), in
RGZn mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR)
Transkripte dieser Kandle nachgewiesen werden, die denen in stébchenférmigen
Fotorezeptoren dhneln (Ahmad et al., 1994). Arbeiten mit der Patch-Clamp-Technik an
isolierten RGZn wiesen cGMP-aktivierte, unspezifische Kationenkanale nach. Demnach
wurde vermutet: RGZn werden durch NO-Bildung in benachbarten amakrinen Zellen
depolarisiert (Ahmad et a., 1994).

1.3.2 Proteinkinasen (PK) wirken in Hirngewebe und glatter Muskulatur tber
den NO-cGMP-Pfad.

In glatten Muskelzellen werden die meisten Effekte von cGMP auf die Aktivierung von
cGMP-abhangiger PK (cG-PK) zurtickgefuhrt (Francis und Corbin, 1994). Neben der in
Purkinjezellen gefundenen cG-PK-1, konnte cG-PK-2 im gesamten Hirngewebe von
Mausen identifiziert werden (Uhler, 1993). Obwohl noch viele Fragen beziglich der
Verteilung dieser Isoform in den verschiedenen Hirnregionen bestehen, wird die Rolle
von cG-PK im Transduktionsmechanismus fur den NO-cGMP-Pfad im ZNS untersucht.
Ein Kandidat unter den Zielproteinen von cG-PK ist DARP-32. Dieses dopamin- und
CAMP-regulierte Phosphoprotein kann in Gegenwart von NO durch die cG-PK selbst
phosphoriliert werden (Tsou et a., 1993). In seiner phosphorilierten Form ist DARP-32
ein potenter Inhibitor der Proteinphosphatase 1. NO konnte durch diesen Mechanismus
Rezeptorproteine im phosphoriliertem Zustand halten und so indirekt die Signal-

transduktion beeinflussen (Garthwaite und Boulton, 1995).



1.3.3 Zyklooxygenase (COX) und NO(-Produktion) beeinflussen sich
wechselseitig.

Zyklooxygenase ist ein durch NO beeinflusstes Enzym, das die Synthese von
Prostaglandinen (PGn), Thromboxan A2 und von Prostazyklin maf3geblich bestimmt.
Wie bei der [6slichen Guanylylzyklase bindet NO direkt an die hdmenthaltende Region
von COX. In hypothalamischen Fragmenten erhdht NO die PGE-Freisetzung (Rettori et
a., 1993). NO stimuliet PGE, via COX in Abhangigkeit von cGMP in
Makrophagenzelllinien (Salvemini et al., 1993). Beweise fUr eine direkte Aktivierung
von COX durch NO fehlen bisher, vermutet wurde die Inhibition einer
Autoinaktivierung von COX (Smith et al.,, 1991). Vor kurzem erschien ene
Veroffentlichung, in der auch die umgekehrte Induktion beschrieben wurde (s.u.; Chang
et al., 2000).

1.3.4 Andere durch NO beeinflusste Enzyme

NO kann an Eisen-Schwefel-Zentren von zahlreichen Enzymen binden und so ihre
Aktivitét erniedrigen (Nathan, 1992). Unter ihnen befinden sich die Cis-Aconitase
(Zitratzyklus), NADH-Ubigquinonoxidoreduktase (mitochiondraler Komplex 1) und
Succinatubiquinonoxidoreduktase (mitochiondraler Komplex 2). NO kann die
Ribonukleotidreduktase inhibieren und so die DNS-Synthese beeinflussen (Garthwaite
und Boulton, 1995). Glyceralaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase wird durch NO-
stimulierte ADP Ribosilierung inhibiert und greift so in die Glykolyse ein (Brune et al.,
1994).



1.4 Welche Rolle spielt NO in traumatisiertem neuronalen Gewebe?

Die Rolle NOs in traumatisiertem neuronalen Gewebe ist insbesondere am
Ischamiemodell untersucht worden. Die hier vorgestellten neuroprotektiven oder —
toxischen Wirkungen von NO beziehen sich, soweit nicht anders erwadhnt, auf dieses
Modell.

1.4.1 Neuroprotektion durch NO

NO fuhrt als potenter Vasodilatator, Inhibitor der Plattchenaggregation und
Leukozytenadhasion zu einem verbesserten postischdmischen Blutfluss. Die I6sliche
Guanylylzyklase (s.0.) wird stimuliert, und cGMP relaxiert die glatten Muskelzellen in
zerebralen Gefdl3en. Ein weiterer von l6slicher Guanylylzyklase unabhéngiger
Mechanismus, der Vasodilatation bewirkt, ist die Aktivierung kalziumabhangiger
Kaliumkandle, deren Kanalproteine wahrscheinlich nitrosiliert werden (Bolotina et al.,
1994). Verbesserte Mikrovaskularisation wird durch Aktivierung der Guanylylzyklase,
Inhibition der 12-Lipooxygenase und Interaktionen mit den CD11-CD18-
Glykoproteinkomplexen  sowie der  Inhibition der  Genexpression  der
Adhéasionsmolekile hervorgerufen (De Caterina et al., 1995). Des Weiteren konnte NO
Uber die Inhibition des NMDA-Rezeptors schitzend wirken. Vermutet wird die
Nitrosilierung von Thiolresten an der redox modulatory site. Die dadurch
hervorgerufene Bildung von Disulfidbriicken behindert dauerhaft den Kalziumstrom
durch den Kanal und koénnte so zu einer reduzierten NMDA-vermittelten Neurotoxizitét
beitragen (Lei et al., 1992). Eine andere Hypothese geht davon aus, dass NO oder seine
Derivate Uber eine allosterische Verdnderung des NMDA-Rezeptors seine Blockade
durch bivalente lonen vereinfacht (Fagni et al., 1995). Die durch Wasserstoffperoxid
auftretenden Noxen kénnen durch NO reduziert werden (Wink et al., 1993). Unter
bestimmten Umsténden kann NO den negativen Effekten von Sauerstoffradikalen
entgegenwirken, indem es Superoxidanionen von andern zellul&ren Interaktionspartnern
6st (Ignarro, 1995). Durch die Reaktion mit Alkoxyl- und Peroxylradikalen inhibiert
NO die Fortsetzung von K ettenreaktionen der Radikale.



1.4.2 Toxische Eigenschaften von NO

NO kann durch Reaktion mit Superoxidanionen Peroxynitrit bilden, einem stark
schadigenden Oxidanz (Beckman et al., 1990). NO kann eine Eisenfreisetzung
bewirken. Das ungebundene Eisen fihrt dann seinerseits tUber die Fentonreaktion zur
Lipidperoxidation und freien Radikalbildung (Gross und Wolin, 1995). Uber die oben
erwahnten Enzyme Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, die mitochondrialen
Aconitasen, kann die zelluldre Energieversorgung beeintréchtigt werden. Die ATP-
Versorgung der Zellen wird ebenfalls durch die Inhibition der Kreatininkinase durch
NO gestort (Gross et al., 1996). Die Hemmung der Ribonukleotidreduktase, dem
geschwindigkeitslimitierenden Enzym der DNS-Synthese (Gross und Wolin, 1995)
fahrt durch Deaminierung zur Schadigung der DNS (Nguyen et al., 1992).



Tabelle 1: NO: Neuroprotektion versus Toxizitat
NO-vermittelte Neuroprotektion

Erleichtert den Limitiert Reduziert oxidativen
Blutfluss Exzitotoxizitat Schaden
Vasodilatation inhibiert reagiert mit Peroxidanionen,

Kalziumeinstrom am Alkoxy! und Peroxyl
NMDA-Rezeptor durch

inhibierte Thiolnitrosilierung
Plattchenaggregation

inhibierte Leukozyten [NO-
Adhéasion Metallkomplexbildung

NO-vermittelte Toxizitat

Oxidative Gestorte DNS-Schéaden

Schéadigung Energieerzeugung

Peroxynitritbildung S-Nitrosilierung und Fe/Tyrosoyradikal hemmen
Hemmung von GAPDH |die Ribonukleotidreduktase
und CK

Eisenverlust Fe-S Clusterbildung und [DNS-Strangbriche

Inhibition von Aconitase
und den mitochondrialen
Komplexen | und Il

Lipidperoxidation
CK=KTreatinkinase; DNS=Desoxyribonukleinsdure; Fe=Eisen; GAPDH=Glyceral-
aldehydphosphatdehydrogenase; NMDA=N-Metyl-D-Aspartat; NO=Stickstoff-
monoxid; S=Schwefel

modifiziert nach ladecola (1997) und Frey et al. (1998)

1.5 NO Biosynthese und die Regulation der Stickstoffmonoxidsynthase
(NOS)

Aus L-Arginin wird von NOS durch eine NADPH- und O,-abhéngige Oxidation NO und
Citrullin gebildet (Stuehr und Griffith, 1992). Drei 1soformen von NOS wurden bisher kloniert.
Neuronale NOS (nNNOS/NOS-1), immunologische oder induzierbare NOS (iNOS/NOS-2) und
endotheliale NOS (eNOS/NOS-3; Griffith und Stuehr, 1995). Das dimere Enzym verfugt Gber
eine N-taminale Oxygenasedomdne und ene C-terminale Reduktasedoméne. Der

Elektronenfluss von der eéinen Doméne zur anderen wird durch die Bindung von Calmodulin



beeinflusst (Abu-Sou und Stuehr, 1993). Gekoppelter Elektronenfluss, also die ungehinderte
Passage der Elektronen von NADPH (ber die durch Calmodulin verkniipften Doméanen auf L-
Citrullin, ist wesentlich auf die Anwesenheit von L-Arginin (Olken und Marletta, 1993; Rogers
und Ignarro, 1992) als Substrat und gebundenes Calmodulin angewiesen (Abu-Soud und Stuehr,
1993; Heinzed et al., 1992). Inihrer Abwesenheit, z. Bsp. be L-Arginin Mangel in ischdmischen
Neuronen, tritt als Folge eines entkoppelten Elektronentransfers die Bildung einer Mischung
von NO und Superoxidanionen auf, die in der Lage ist, zytotoxisches Peroxynitrit zu bilden
(Xiaund Zweier, 1997; Frey et al., 1998; Heinzel e al., 1992).

Tabelle 2: 1soformen der NOS und ihre Regulation

NNOS/NOS-1 INOS/NOS-2 eNOS/NOS-3

Expression |konstitutiv zytokininduziert, konstitutiv
Lipopolysaccheride

Gewebe [Neuronen, Magen, Niere,|Entziindungszellen, |Endothel

Lunge Epithel, glatte
Muskelzellen
Aktivitats- |Kalzium keine Kalzium
regulation
Funktion  |Neuromodulation, Entziindungsreaktion, [Vasodilatation,
Hyperalgesie, Magen- unspezifische Antithrombose
INierenprotektion Immunabwehr

aus. Frey et al. (1998)

Wahrend die neuronale NO-Synthase (NNOS) und die endotheliale 1soform (eNOS)
konstitutiv exprimiert werden und von der zelluléren Kalziumkonzentration abhangig
sind, wird die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iINOS) durch Zytokine

stimuliert und ist von der vorhandenen Kalziumkonzentration unabhangig.

Auf der Ebene der Genexpression konnte fir INOS eine Induktion durch
Lipopolysaccheride (LPS), den Transkriptionsfaktor NFkB und den interferon-
regulierenden Faktor (IRF-1) gezeigt werden (Fir eine Ubersicht s. Nathan und Xie,
1994). In der vermuteten Promotorregion von eNOs wurden Konsensussequenzen des
Aktivatorproteins 1 und 2 und des nukleéren Faktor 1 gefunden (Ignarro, 1995).

NNOS Transkripte weisen eine hohe Diversitéat auf. Verschiedenartige primére Exons
werden zu einem (gleichartigen sekundéren gespleif3t (Ignarro, 1995). Die

posttranskriptionale Regulation kann durch Beeinflussung der mRNS-Stabilitét, post-



translationale Regulation durch Modulation der Proteinstabilitdt oder Protein-
phosphorilierung angeregt werden und bietet einen effizienten Mechanismus, um die
katalytische Aktivitét des Enzyms zu reduzieren (Nathan und Xie, 1994; Dawson €t al.,
1993). Kurzlich wurden mittels eines yeast two-hybrid Systems zwei mit NOS
interagierende Proteine entdeckt, die dessen Aktivitét modifizieren konnen: 1) Carboxy-
terminal PDZ ligand of nNOS (CAPON) konkurriert mit dem postsynaptic density
protein (PSD) 95, einem Adaptorprotein, das Uber eine PDZ-PDZ-V erbindung nNOS an
NMDA-Rezeptoren bindet und so zu einer kalziumabhangigen Aktivierung von nNOS
fahrt (Bredt und Snyder, 1990; Brenman und Bredt, 1996). In capontiberexprimierenden
Zellen liegen weniger PSD95/NMDA-Rezeptorkomplexe als in den Kontrollen vor
(Jaffrey et al., 1998). 2) Der protein inhibitor of nNOS (PIN) reduziert die
Enzymaktivitédt von nNOS und wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht (Jaffrey
und Snyder, 1996).

1.6 Struktur und Funktion PINs: Inhibitor von nNOS und ubiquitar
exprimiertes Gen - Beteiligung am Zytoskelett in Drosophila
melanogaster

Bei der Verwendung einer hippocampalen cDNS-Bank band PIN an die Aminosduren
(AS) 163-245 von nNOS (Jaffrey und Snyder, 1996). Die Bindungsregion PINs liegt
aulderhalb der PDZ-Domaéne, einer fur die Verbindung mit synaptischen Strukturen
wichtige Region, und auch auf3erhalb der calmodulinbindenden Region (s.0.). Durch
Northern blots wurde ein 0,9 kB langes Transkript mit den hochsten Spiegeln in den
Hoden, intermedidrer Expression im Gehirn und der niedrigsten Expression in
peripherem Gewebe detektiert. Nur Zelllysate von human embryonal kidney 293 (HEK
293)-Zellen, die mit nNOS transfiziert sind, binden an ein immobilisiertes Glutathion-S-
Transferase (GST)-PIN-Protein. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass die PIN-bindende Region in e- und iNOS nicht vorhanden ist. In
Kotransfektionsexperimenten von nNOS und PIN in HEK-293-Zellen ist PIN in
Abhangigkeit von seiner Konzentration in der Lage, die kalziuminduzierte cGMP-
Bildung (s. Abs. l6sliche Guanylylzyklase) signifikant zu inhibieren (ebenda). Wie in
Gel-shift-Untersuchungen gezeigt wurde, verhindert GST-PIN (Jaffrey und Snyder,



1996) die fur die nNOS-Funktion wichtige Dimerisierung (Hevel et al., 1991; Klatt et
al., 1995).

1.6.1 Struktur des PIN-Proteins

Die Struktur des 89 AS grof3en und 10 kD schweren Proteins (Jaffrey und Snyder, 1996)
wurde durch Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie weiter aufgekléart (Tochio et al.,
1998). Das Protein besteht aus zwei langen a-Helices und antiparallelen [3-
Faltblattstrukturen. Die Konfiguration von vier [(-Strangen bildet eine den
Losungsmitteln zugewandte, hydrophobe Oberflache, die von positiv geladenen AS
umgeben ist. Innerhalb dieser Oberflache wurde eine an Calmodulin (Babu et al., 1988)
erinnernde Vertiefung detektiert und die Bindung PINs an die negativ geladenen AS der
PIN-bindenden Region nNOSs Uber dieser Vertiefung vermutet (Tochio et al., 1998).
Durch chemical shift index analysis wurde der Bruch eines 3-Stranges in der Region |le
8 identifiziert. Die Benennung mit 30 wurde wegen des unregelmaldigen Vorkommens
dieses Stranges vorgenommen. Mittels Rontgenstrukturanalyse konnte gezeigt werden,
dass PIN in Abhangigkeit vom pH-Wert entweder vorwiegend als Monomer (pH 8)
oder als Dimer (pH 6) vorliegt (Liang et al., 1999). Die PIN-bindenden Region von
NNOS (PINB; AS 161 — 245; Jaffrey und Snyder, 1996) ging mit PIN Verbindungen im
stochiometrischen Verhdltnis von 2:1 ein. (s. Abb. 1; Fan et al., 1998). Aus den in den
NM R-spektroskopischen Messungen hervorgegangenen Daten und Deletionsmutanten
wurde am C-terminalen Ende von PINB ein fur die Bindung mit PIN wesentliches, 17-
AS-grof3es Peptid (Met-228 — His-244) identifiziert (Fan et al., 1998).

1.6.2 Struktur des PIN-Gens

In Genomanalysen von PIN an Hasen-DNS wurden drei Exons, die Uber eine Distanz
von 2,3 kB genomischer DNS verteilt sind, gefunden (Jeong et al., 1998). Das
vermutete Startkodon war in Exon 2, das Stoppkodon (TAG) in Exon 3 lokalisiert. Eine
Konsensuspolyadenylierungsequenz (AATAA) befindet sich 273 Bp abwérts vom
Translationsende. Eine AT-reiche Sequenz aufwérts vom AATAA Motiv in Richtung
5°-Ende enthdlt ein ATTTA Motiv, fir das mRNS-destabilisierende Eigenschaften am

granoluzyten-/makrophagenkolonienstimulierenden Faktor (Shaw und Kamen, 1986)
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und Endothelin-1 (Inoue et al., 1989) nachgewiesen werden konnten. Ob die Stabilitét
des mMRNS-Transkripts durch dieses Motiv beeintréchtigt wird, ist derzeit noch nicht
geklart. Der Startpunkt der Transkriptionsinitiation liegt 98 Bp aufwérts des ersten
Nukleotids des Startkodons. Die Promotorregion enthélt keine TATA-Box. Neben einer
CCAAT-Box an der Postion des Nukleotids (NT) —98 wurden Sequenzen, die das
CCAAT/enhancer binding protein erkennt (C/EBP; NT —480,-1056, —1191), CG-reiche
Regionen zwischen den NTn —191 und —359, zwei mogliche Sp-1 bindende Doménen
(NT -56, —67), eine myeloische Zinkfingerkonsensussequenz (MZFKS; NT —77), zwel
zusatzliche $p-1-bindende Domanen (NT -249, —401), eine heat shock factor-2
Domane (HSF-2S; NT —160) und eine AP-2 Doméne (NT 297) lokalisiert. Weiter
aufwarts in 5"-Richtung der DNS finden sich weitere mogliche Bindungsstellen fir eine
andere MZFKS (NT —658), eine GATA-Boxfamilie (NT —898), hepatischen nukledren
Faktor 33 (HNF-3 (3; NT —-927) und das cdxA Homeoprotein (NT -1015). Die
Bindungsstelle fur den upstream stimulating factor (USF) Uberlappt sich mit der des
sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP1) an Nukleotid 965 (Jeong et al.,
1998). Die CG-reichen potentiellen Bindungsstellen fir SP1 werden in TATA-boxlosen
Genen fir die Transkription durch die RNS-Polymerase 2 benttigt (Blake et al., 1990;
Kadonaga und Tjian, 1986) und konnen durch SP1-SP1 Interaktionen oder
Interaktionen mit den Transkriptionsfaktoren AP-2 (Mitchell et al., 1987), C/EBP (Lee
et a., 1997; Merika und Orkin, 1995) oder SREBP1 (Yieh et al., 1995) zu einer
vermehrten Transkription fulhren. Die groRe Ahnlichkeit der Promotorregion PINs mit
denen vieler Haushaltsgene stimmt mit den von Jaffrey und Snyder (1996) gemachten
Beobachtungen einer konstitutiven Expression tiberein. HSF-2 wird vornehmlich in den
Hoden exprimiert und kénnte die hohen PIN-Spiegel in diesem Gewebe erkléaren
(Jaffrey und Snyder, 1996). Zwei Pseudogene PINs wurden im Hasengenom aufgespurt.
Eines konnte als prozessiertes Pseudogen ohne Intronsequenzen ausgemacht werden
(Jeong et al., 1998).

Die strukturellen Untersuchungen von PIN legen nahe, dass PIN nicht nur mit nNOS,
sondern aufgrund seiner Calmodulin  dhnelnden Bindungsregion mit mehren
Interaktionspartnern reagieren kann. Mehrere mit PIN-interagierende Proteine konnten
anhand ihrer minimalen PIN-bindenden Motive durch synthetische Peptide identifiziert
werden (Rodriguez-Crespo et al., 2001).
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1.6.3 Lokalisation und Funktion

Nach Untersuchungen mittels mmunoblots zur Verteilung von PIN und nNOS in den
unterschiedlichen Hirnarealen von Ratten liegen hohe Proteinspiegel PINs in Kortex,
Mesencephalon, Medulla und Hippocampus, intermedidre im Zerebellum und niedrige
im Ruckenmark vor (Greenwood et al., 1997). nNOS ist im Kortex, Mesencephalon,
Medulla und Hippocampus gering exprimiert. In Zerebellum hingegen liegen héhere
NNOS-Proteinspiegel vor. In Aktivitétsmessungen von NOS sind die Werte in Kortex,
Mesencephalon und Medulla im Vergleich zum Zerebellum erniedrigt (Bredt et al.,
1991). Durch in situ Hybridisierung (ISH) wurde mRNS von PIN in Hoden, Gehirn,
Lunge, Milz, Niere, Herz, Leber und Skelettmuskel nachgewiesen (Gillardon et al.,
1998). Im Gehirn ist PIN mRNS konstitutiv in Pyramiden- und Kornerzellen des
Hippocampus, frontoparietalen Kortex, im Striatum, der Amygdala und der
Kornerzellschicht des Zerebellums vorhanden. 6 h nach transienter, globaler Ischamie
steigt die PIN-mRNS Konzentration in CA3-Pyramidenzellen des HC und des Gyrus
dentatus signifikant an. In diesen Regionen sind 1 d nach Ischamie die PIN-mRNS-
Expressionspiegel erhdht und gehen im Verlauf bis zum 7. Tag auf Normalniveau
zurtick. In Regionen mit relativ hoher konstitutiver PIN-Expression, wie hippocampalen
CA2-Pyramidenzellen, der neokortikalen Schicht IV und der zerebelldren
Kornerschicht, bleibt die PIN-Expression unverdndert, wéhrend in CAl-
Pyramidenzellen 7 d nach Ischdmie die PIN-mRNS-Spiegel deutlich erniedrigt sind.
Aul3erdem zeigt die hippocampale CA1 Region bei Messungen der NOS Aktivitét tber
NADPH-Diaphorase signifikant erhdhte Werte 1 d nach globaler Ischdmie und
vermehrtes Vorkommen von DNS-Strangbriichen am 7. postischamischen Tag
(Gillardon et al., 1998). In ischamiegeschéadigten Neuronen im HC kommt es zu einer
verminderten Aktivitdt von nNOS und reduziertem apoptotischen Zelltod. Das
erniedrigte nNOS-Aktivitdt mit vermindertem Neuronenverlust einhergeht, konnte
durch Untersuchungen am kainatinduzierten Epilepsiemodell unterstiitzt werden. Im
Gyrus dentatus kommt es bei hohen PIN-mRNS-Spiegeln 7 d nach kainatinduziertem
Status epilepticus zu keinem nachweisbaren neuronalen Zellverlust, wahrend in der

Region CA1l die PIN-Expression im Vergleich zum Gyrus dentatus reduziert,
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neuronaler Zelluntergang und Caspase 3-Expression hingegen erhéht sind (Becker et al.,
1999).

Weitere Hinweise auf die Beteiligung PINs an antigpoptotischen Vorgangen ergeben
sich durch Untersuchungen an PIN-Uberexprimierenden PC-12-Zellen (PC-PIN) und
Gen-Knockouts  von Drosophila melanogaster. Nach Entzug des
Nervenwachstumsfaktor (NGF) ist die Anzahl der apoptotischen Zellen in PC-PIN-
Zellkulturen gegenuiber den Kontrollen deutlich vermindert (Chang et al., 2000). PC-
PIN-Zellen unterscheiden sich von ihren Kontrollen durch eine geringer nNOS-
Expression und -Aktivitdt unter NGF-Gabe. Ein mdglicher Induktionsweg fir eine
gesteigerte PIN-Expression scheint die vermehrte Aktivitdt oder Expression der
Zyklooxygenase (COX) zu sein. In COX2-Uberexprimierenden PC-12-Zellen (PC-
COX2) ist ein Spaltprodukt der apoptoseaktivierenden Caspase-3, pl7, reduziert
nachweisbar. In einem Vergleich der Genexpression zwischen den PC-COX2 und den
Kontrollen (PC-12) ist PIN in PC-COX2-Zellen sechsfach stérker exprimiert (Chang et
al., 2000).

In Drosophila melanogaster wurde ein Homologon PINs, die zytoplasmatische
Dyneinleichtkette, charakterisiert (Dick et d., 1996). Die Leichtketten von
zytoplasmatischem und flagella&rem Dynein gehdren zu einer hoch konservierten
Familie von Leichtketten mit in Menschen, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans und Chlamydomonas reinhardtii (King und Patel-King, 1995) identifizierten
Homologen (King et al., 1996). Als eine seiner moglichen zytoskelettdren Aufgaben
PINs wurde ene Art Adapterfunktion zwischen dem zyoplasmatischen
Dyneinmotorkomplex und Transportmolekilen vermutet (King, 2000). Partielle
Mutationen des PIN-Genes in Drosophila melanogaster bewirkten pleiotrophe,
morphogenetische Defekte (Dick et al., 1996). Es kommt zu gestorter Ausbildung der
Fligel und Haare der adulten Fruchtfliegen, Ovarien und Eikammern weisen fehlerhafte
Zellstrukturen auf, bis hin zur Fusion mehrerer Eikammern (Dick et al., 1996). Eine
vollstandige Deletion des Genes ist letal. Homozygote Mutanten entwickeln sich nicht
Uber das embryonale Stadium 10 (Spradling et al., 1993) der Oogenese hinaus. Der
Vergleich von Wildtypembryos (WT) mit den Mutanten erbringt zum einen eine starke
Stoérung des geordneten Aufbaus des Aktinzytoskeletts bei den Mutanten, zum andern
wurden durch YPRO- und terminal transferase dUDP-biotin nick-end-labeling
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(TUNEL)-Farbungen eine im Vergleich zum Wildtyp vermehrte Anzahl apoptotischer
Zellen dargestellt. Kolokalisationsfarbungen in Ovarien von Drosophila melanogaster
mit Antikorpern (AK) gegen PIN und Tubulin zeigen die enge raumliche Beziehung
PINs zum Zytoskelett. In whole mount in situ hybridisations und Northern blots ist eine
ubiquitdre Expression eines 2,3 kB- mMRNS-Transkriptes von PIN in allen
Entwicklungsstadien vorhanden. Ein weiteres, 4,5 mRNS-kB-Transkript ist auf das
Nervensystem beschrankt und tritt ab Stadium 14 auf (Dick et al., 1996). In
Untersuchungen Uber die Verteilung der PIN-mRNS in einzelnen Hirnregionen von
Ratten wurden ebenfalls verschieden grof3e Transkripte identifiziert (Greenwood et al.,
1997). Inwieweit den unterschiedlichen Transkripten verschiedenen Funktionen
zuzuordnen sind, ist mit dem derzeitigen Wissensstand noch nicht zu beantworten.

PIN kolokalisiert in Glutathion-S-Transferase (GST) pulldown assays (Fuhrmann et al.,
2002) mit dem tubulinbindenden Protein (Kirsch et al., 1991), Gephrin ist an der
Zusammensetzung der Rezeptoren von Glycin (Meyer et al., 1995; Feng et a., 1998)
und y-Aminobuttersure (GABAA; Kneussel et al., 1999) an inhibitorischen Synapsen
beteiligt. In hippocampalen Zellkulturen sowie in Neuronen des ventralen
Ruckenmarkes (RM) war PIN sowohl im Zytoplasma als auch in Verbindung mit und
ohne Gephrin an pr& und postsynaptischen Membranen nachzuweisen (Fuhrmann et
al., 2002). Im Zusammenhang mit elektronenmikroskopischer Darstellung PINs an
Synapsen des Typs | und |1 wurde daher die Beteiligung PINs an inhibitorischen und

exzitatorischen Synpasen vermutet (Fuhrmann et al., 2002).

1.6.4 Wirkmechanismen der nNOS-Inhibition

Wie genau die Interaktion PINs zur Inhibition nNOS fuhrt, ist unvollstéandig aufgeklart.
Die Erstbeschreiber der nNOS-Inhibition (Jaffrey und Snyder, 1996) beobachteten in
niedrigtemperierter SDS-PAGE bei Auftrag von nNOS und GST-PIN entgegen der
zuvor beschriebenen dimeren Wanderung (Klatt et al., 1995) von nNOS in der SDS
PAGE Monomere und schlussfolgerten daraus die Beeintréchtigung der enzymatischen
Funktion von nNOS durch die inhibierte Dimerbildung. In Titrationsversuchen mit
radioaktiv markiertem PIN liegt PIN zu nNOS im Peptid-Komplex in einem Verhéltnis
von 1:2 vor (Fan et al., 1998). Die PIN-bindende Region (AS 161-245) liegt zwischen

14



der PDZ-Doméne und der Oxygenasedoméne. Ein Modell, wie nNOS durch PIN

gehemmt werden konnte, ist in Abbildung 1 veranschaulicht.

nNOS
PIN
_
Aktives Dimer Inaktives ,,Monomer*

Nach: Fan et al., 1998

Abbildung 1: Modell der | naktivierung von nNOS

Durch Bindung PINs an nNOS zwischen PDZ-Doméne und Oxygenasedomane werden die
katalytisch aktiven Oxygenasedomanen voneinander getrennt und dadurch gehemmt.
Cam=Calmodulin; nNOS=neuronale Stickstoffmonoxidsynthase; PIN=protein inhibitor of
nNOS

Die Phosphorilierung von nNOS durch die Proteinkinase (Bredt et al., 1992; Dinerman
et a., 1994) und die Inhibition der katalytischen Funktion (Brune und Lapetina, 1991)
von nNOS wurden kirzlich mit der Betelligung PINs in Verbindung gebracht. Die
Interaktion PINs mit PKA konnte gezeigt werden; der zugrunde liegende Mechanismus
der Phosphorilierung ist jedoch noch unklar (Yu et al., 2002).
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1.7 Aufgabenstellung und Zielsetzung

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. M. Béhr wurde als Modell zur Untersuchung
von neurodegenerativen und traumatischen Lasionen die Axotomie des Nervus opticus
etabliert. Die Gruppe konnte zeigen, dass die ZellUberlebensrate der retinalen
Ganglienzellen nach Applikation von brain derived neurotrophic factor (BDNF) bei
gleichzeitiger Gabe eines Radikalfangers signifikant gesteigert werden konnte (Kldcker
et a., 1998). Wie oben erwahnt lasst sich daraus schlief3en, dass die Inhibierung der
nach BDNF-Gabe erhdhten NOS-Aktivitét einen fordernden Einfluss auf das
Zelltberleben in RGZn hat.

Durch Substraktionshybridisierungen zwischen cDNS von axotomierten und
Kontrollretinae wurden ca. 100 cDNS-Klone isoliert (Labes, M. und Béhr, M., nicht
publizierte  Ergebnisse). Einer der cDNSKlone, der nach mehreren
Hybridisierungsschritten angereichert wurde, entspricht PIN. In Hirnarealen mit hoher
PIN-Expression kommt es nach traumatischen L&sionen zu geringeren Zellverlusten als
in Hirnregionen mit niedriger PIN-Expression (Gillardon et al., 1998). Die nNOS-
Akitivitdt inhibierenden Eigenschaften PINs (Jaffrey und Snyder, 1996) lief3en
vermuten, dass PIN auch in regenerativen Prozessen der Retina von Bedeutung sein
konnte. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war deshalb, zu klaren, inwieweit retinale
Ganglienzellen auf die Axotomie mit einer vermehrten Transkription PINS reagieren
und ob in Uberlebenden RGZn eine Anreicherung von PIN-Protein nachzuweisen ist.
Eine Inhibierung von nNOS kdnnte einer der Mechanismen sein, der 10%-15% der
RGZn ein Uberleben nach Axotomie ermdglicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 3: Haufig verwendete Geréte

Gefriermikrotom Cryotome Zeiss
Mikroskop Axiovert 35 Zeiss
Mikroskopkamera |DXP-930P 3CCD Video Camera |Sony
Online-PCR- iCycler BioRad
Maschine
PCR-Maschine Cyclone 25 PeqgLab
Zentrifugen Mikrofuge 11 Beckman
Mikrozentrifuge 5402 Eppendorf
Minifuge GL Heraeus

2.1.2 Standardpuffer und -ldsungen

Die fur bestimmte Methoden spezifischen Lésungen, Puffer und Chemikalien sind an
den betreffenden Stellen aufgeftihrt.

L 6sungen wurden mit Reinstwasser aus einer MILLIPORE-Anlage angesetzt.

Tabelle 4: Haufig verwendete L dsungen

20xSSC 3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat pH 7.0

MABS- 0.1 M Maleinsaure, 0.15 M NaCl pH 7.5

Standardpuffer

PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH2POg,|pH 7,4
8,06 mM NayHPO4

TAE 40 mM Tris, 20 mM Na-Acetat, 1 mM EDTA pH 7,5

TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8,0
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Losungen fir RNS-Arbeiten wurden entweder mit Diethylpyrocarbonat (0,1%) versetzt,
bei 37° 2 h inkubiert und autoklaviert oder, bel carboxymethylierungssensitiven

Substanzen, mit schon behandeltem, RNase-freiem Wasser angesetzt.

2.1.3 Enzyme

Tabelle 5: Enzyme

T7- und T3- RNS-Polymerasen |Boehringer Mannheim

Taqg-Polymerase Perkin Elmer

Proteinase K Boehringer Mannheim

2.1.4 Software zur Datenverarbeitung

Word fir Windows ‘97, Version 1.0 (Microsoft)

Excel fir Windows ‘97, Version 1.0 (Microsoft)

Powerpoint fur Windows'97 Version 1.0 (Microsoft)

Adobe Photoshop, Version 4.0 (Adobe Systems Europe B.V.)
Bibliographix, Version 3.1, (Bibliographix)

2.1.5 Tiere

Adulte weibliche Ratten , Sprague Darley” (200-250g; Charles River Wiga) wurden
unter standardisierten Laborbedingungen gehalten (12 h : 12 h Tag/Nacht-Zyklus, 20° C
+/- 1° C, Futter und Wasser ad libitum).
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2.2 Methoden

2.2.1 Axotomie des Nervus opticus

Tabelle 6: Zur Axotomie verwendete Materialien, L 6sungen und Chemikalien

Materialien

Binoculares Mikroskop Zeiss
Cryotome Leitz
Perfusionsanlage mit weitlumigen Eigenbau
Nadeln

Lésungen und Chemikalien

Chloralhydrat Fluka Chemie
Fast Blue Dr. Illing Pastics
Tissue Tek Sakura Finetek

Maschinendl fur das Injektionssystem  |Sigma

Paraformaldehyd Sigma
D-Saccharose Sigma
PBSpH 7,4 Sigma

Adulte weibliche Ratten ,, Sprague Darley” (200-250g; Charles River Wiga) wurden wie
in Klocker et al. (1998) beschrieben axotomiert. Nach Anasthesie mit Chloralhydrat
(0,42mg/kg Korpergewicht) wurde die Orbita ertffnet. Unter Erhalt der Vena
supraorbitalis wurde die Hader’ sche Drise teilresiziert, mit Hilfe von Retraktoren die
oberen aulleren Augenmuskeln gespreizt, und der Nervus opticus nach einer
longitudinalen Inzision des M. retractor bulbi und des Perineuriums dargestellt. Der
rechte Nervus opticus wurde ca. 2 mm vom posterioren Pol des Auges durchtrennt, ohne
die Blutzufuhr durch die Ateria centralis retinae zu verletzen. Diese wurden spéter
fundusskopisch Uberpruft. Tiere mit anhaltender retinaler Ischamie nach Axotomie

wurden nicht gewertet (Kermer et al., 2001).
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3-14 d nach der Operation wurden die Tiere durch eine Uberdosis Chloralhydrat getotet
und mit 4% Paraformaldehyd (PFA)/PBS 10 min. perfundiert. Danach wurden beide
Augen entnommen und ohne Kornea und Linse fir weitere 20 Minuten in 4% PFA/PBS
bei 4° C fixiert und Uber Nacht bei 4° C in eine 30% Sucrose/PBS LOsung gelegt. Vor
dem Einfrieren der Augenbecher in flissigem Stickstoff wurden sie in Tissue Tek
eingebettet, anschliefend als 16 um dicke Schnitte auf gelatinebeschichteten
Objekttragern luftgetrocknet und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20° gelagert. Zur
Kolokolisation axotomierter RGC mit molekularen Markern wurden die retinalen
Ganglienzellen mit dem fluoreszierenden Farbstoff Fluorogold (FG; Fluorochrome Inc.)
retrograd angefarbt. Dazu wurde ein mit 5% Fluorogold in einer 0,9% NaCl-Ldsung

getrankter Gelschwamm am Stumpf des axotomierten Nervus opticus platziert.

2.2.2 Nachweis von Nukleinsauren

2.2.2.1 Insitu Hybridisierung (1SH; Gall und Pardue, 1969)

Die ISH ist eine aussagekraftige Methode, um sowohl DNS- als auch RNS-Sequenzen
in Geweben, einzelnen Zellen und intrazelluldren Strukturen bis sogar auf
Chromosomenebene mit Hilfe komplementéarer Sonden zu lokalisieren. Im Gegensatz
zur Nukleinsdureanalyse durch Southern- oder Northern blot Hybridisierung wird bei
dieser Technik das Hybridisierungssignal nicht auf einer festen Tragermembran,
sondern direkt im biologischen Préparat (in situ) sichtbar gemacht. Sie ist Methode der
Wahl zur Untersuchung von raumlichen und zeitlichen Expressionsmustern von
einzelnen Genen im Gewebe. Zu diesem Zweck wurde sie auch bel der hier

vorliegenden Arbeit eingesetzt.
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Einen Uberblick iber den Ablauf einer in situ-Hybridisierung liefert Abbildung 2. Die

einzelnen Arbeitsschritte werden im Folgenden detailliert dargestellt.

Préparation und Einbettung des .
relevanten Gewebes Herstellung markierter
RNA-Sonden

Anfertigung von Gewebeschnitten :

Vorbereitung der Sonden in geeigneter

\ Hybridisierungsésung

Gewebevor behandlung durch:
-Fixierung
-Permeabilisierung
-Mafnahmen zur
Hintergrundreduzierung

| Hybridisierung von Zielsequenz und
Sonde

A

A

Posthybridisierung: Waschen und Entfernen

A 4

Detektion der Hybride durch:
-Blocking
-Antikorperbindung
-Substrat

Auswertung
Mikroskopische Betrachtung

Abbildung 2: Schema zum Ar beitsablauf einer | SH
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2.2.21.1 RNS-Sonden

Far die ISH wurden DIG-UTP-markierte RNS-Sonden verwendet. Bei der Herstellung

wurdz2 nach dem Protokoll von Schaeren-Wiemers und Gerfin-Moser (1993) verfahren.

2.2.2.1.1.1 RNS-Isolierung durch CsCl-Reinigung aus Hirngewebe

Tabelle 7: Materialien fur die RNS-Isolierung

Zentrifuge

Sorvall SS-34 und Beckman SW 28

Glas-Teflon-Homogenisator

B. Braun Melsungen AG

5 ml Polyproprylenzentrifugentubus |autoklaviert

Tabelle 8: Chemikalien und L 6sungen fur die RNS-Isalierung

Substanz

Anmerkungen, Konzentrationen

Beta-Mercaptoethanol

Chloroform/lsoamylalkohol

24:1

CsClI

5,7 M, DEPC-behandelt

Denaturierungslésung

4 M GTC, 25 mM Natriumcitrat pH 7,0;
0,5% Sarkosyl, 0,1 M Mercaptoethanol

Ethanol 70%

Guanidin-Gewebel6sung

590,8 g GTC in 400 ml DEPC-Wasser, 25
m 2 M Tris-Cl pH 7,5; 20 ml 0,5 M
Na,EDTA, 50 ml Mercaptoethanol

Guanidinlésung

4 M GTC, 20 mM Natriumcitrat pH 7,0;
0,5% Sarkosyl und 0,1 mM DTT

alkohol

Isopropanol 100%
Natriumacetat 2M
N-Laurylsarkosyl
Phenol/Chloroform/Isoamyl- 25:24:1

Resuspensionslésung

5 mM EDTA, 0,5% Sarkosyl, 5%

Mercaptoethanol
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Zur Boten-RNS-Isolierung werden haufig zwei Verfahren verwendet. Bel der
Einzelschrittmethode (Chomczynski und Sacchi, 1987) wird die gute Wasserldslichkeit
der RNS, bei der Fallung (Chirgwin et al., 1979) ihre hohere Dichte gegentiber der DNS
ausgenutzt (Ausubel, 1987).

2 g tiefgefrorenes Hirngewebe einer adulten Ratte wurde in 20 ml Guanidin-
Gewebelosung aufgetaut, rasch homogenisiert und bei 4°C und 10000 U/min.
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden 0,1 Vol. 0,5% Sarkosyl
hinzugegeben und auf 65°C fur 2 min. erhitzt. Ein weiterer Zentrifugationschritt bei —
4°C und 25000 U/min. in 5,7 M CsCL-L6sung fur 12 h wurde durchgeftihrt. Nach
Entfernung des Uberstandes und Abschneiden des Tubusbodens wurde der Bodensatz in
ein 50 ml Reaktionsgefal transferiert und in 3 ml Resuspensionslosung tber Nacht
gelost, die RNS durch Abkuhlung fir 30 min. auf Trockeneis ausgeféllt und bei 4°C fir
10 min. zentrifugiert. Es erfolgte die sequenzielle Extraktion der Losung mit 25:24:1
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol und mit 24:1 Chloroform/lsoamylalkohol vor
Zugabe von 0,1 Vol. von 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol. 100% Ethanol.
AbschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die RNS in Wasser gelést. Die RNS-
Konzentration  wurde  photometrisch  bestimmt;  lhre  Integritdé  durch
Agarosegel elektrophorese gepruft.

2.2.2.1.1.2 Reverse Transkription (cDNS — Synthese)

Tabelle 9: verwendete Substanzen und L 6sungen fir die cDNS-Synthese

DTT,0.1 M 2 ul
dNTP, jeweils 10 mM 1l
5X First Strand Buffer (Gibco BRL) (4 pl
DEPC H20 Sul
Ethanol 70% u. 100%
NacCl 3M

Gesamt-RNS und m-RNS-spezifische Oligo-dT-Primer, wurden zur Aufldsung von
Sekundarstrukturen auf 70°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Nach
Zugabe von 5 X Firgt Strand Buffer (Gibco BRL), Nukleotiden (0.5 mM), reverser
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Transkriptase (Superscript’™ Gibco BRL) aus dem Moloney murine leukemia Virus
(RT-MMLV) ohne intrinsische RNAse-H Aktivitat wurde der Ansatz fir 2 h bei 42 °C

inkubiert und auf Trockeneis gelagert.

2.2.2.1.1.3 Reinigung der cDNS

Nach der reversen Transkription wurden die cDNS mittels Phenol-Extraktion gereinigt
durch Zusatz von 1/10 Vol. 3 M NaCl und 2,5 X Vol. 100% Ethanol gefallt und bei
13000 g fur 20 min. zentrifugiert, der Uberstand verworfen das Préazipitat mit 70%
Ethanol gewaschen und bei 13000 g. fir 5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abermals verworfen und der Ethanolrest bei 37°C verdunstet. Das Pellet mit der cDNS
wurde in TE-Puffer (10 mM TRIS, pH 8,0, 0.1 mM EDTA) gelost.

22.21.1.4 PCR
Zur Amplifikation der gesuchten Zielsequenz zur Herstellung der |SH-Sonde wurden

Primer verwendet, die neben der genspezifischen Sequenz auch Promotorsequenzen fiir
die T7 und T3 Polymerasen enthielten. Die verwendeten Primer hatten eine Lange von
35 — 40 Basen und einen GC Anteil von 45-60 % und wurden wie in Leitch et al. (1994)
und Rychlik (1995) beschrieben ausgewahit.

Tabelle 10: Materialien und L 6sungen fir die PCR

Materialien

PCR-Maschine Perkin Elmer
PCR-Ansatz

Gesamtansatz 50 pl
Gesamt-cDNS, ca. 100 ng 1l

DNTPs, jeweils 10 mM 1l

H.O 41,8 pl
Primer 10 uM 1l

10 X Puffer; 200mM TRIS pH 9,2; 35 mM MgCl,, 250 mM KCI |5 pl
Taqg-Polymerase, Perkin Elmer 0,2 pl
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DurchfUhrung:

Die PCR Bedingungen wurden wie folgt gewahit: Initiale Denaturierung bei 94°C fir 3
min., 42 Amplifikationszyklen mit je einem Denaturierungsschritt bei 94°C fur 1 min.,
einem Anlagerungsschritt  (,Annealing®) bei 50°C fur 1 min. und enem
Elongationsschritt 72°C fur 1 min. Die finale Elongation wurde bel 72°C fur 7 min.
durchgeftihrt und die ReaktionsgefaRe auf 4°C abgekuhlt. Anschliefend wurde die
cDNS mit dem ,QlIAquick PCR Purifcation Kit* nach Angaben des Herstellers

gereinigt.

2.2.2.1.1.5 DIG-Markierung.

Digoxigenin ist ein pflanzliches Steroid aus dem roten Fingerhut (Digitalis purpurea).
Es wird enzymatisch in Form der modifizierten Nukleotide Dig-11-UTP (Boehringer
Mannheim) in die RNS eingebaut. Digoxigenin-Nukleotide besitzen einen
dazwischengeschalteten 2 nm langen Spacer, der das Dig-Hapten vom UTP trennt
(Abbildung 3). Aufgrund dieses Zwischenstiicks ragen die in die markierten
Nukleinsauresonde eingebauten Reportergruppen aus dem Ruickgrat der Nukleinsdure
heraus und konnen so einfach von Digoxigenin-spezifischen Antikorpern erkannt
werden. Es entstehen Sonden, die etwa an jedem 20.-25. Nukleotid eine Dig-
Markierung tragen (The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization, 1995).
Nachgewiesen wurden die in den Retinaschnitten hybridisierten Sonden Uber an
alkalische Phosphatase gekoppelte Antikorper (AK; Grinewald-Janho et al., 1996).
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Abbildung 3: Strukturformel des Dig-11-UTP

Tabelle 11: Materialien und L 6sungen der cDNS-Reinigung

Brutschrank

Feuchte Kammer

Waschkuvetten
cDNS

10 X 400 mM Tris-HCI, pH 8,0; 60mM MgCl,, 100 mM
Transkriptionspuffer DTE,

20 mM Spermidine, 100 mM NacCl, 1 Einheit /ml

Rnase-Inhibitor

DIG-UTP marktierte 10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM

NTP UTP, 3,5 mM DIG-UTP in Tris-HCI, pH 7,5

T7-RNS-Polymerase (20 U/ul T7-RNS-Polymerase
T3-RNS-Polymerase (20 U/ul T3-RNS-Polymerase

2.2.2.1.1.6 1SH nach (Grunewald-Janho et al., 1996)

Die gereinigte cDNS wurde zusammen mit je 2 pl 10 X Transkriptionspuffer, T3- und
T7-RNS-Polymerase und den in Tabelle 12 angegebenen Substanzen vermischt, kurz
zentrifugiert und bel 37°C fur 2 h inkubiert. Die RNAse-Reaktion wurde mit 2 pl
EDTA pH 8,0 gestoppt.
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2.2.2.1.1.7 Sondenapplikation

Alle verwendeten Losungen fur die ISH bis auf Tris wurden mit 0,1% DEPC-H,O
behandelt, autoklaviert und in sterilisierten Flaschen gelagert.

Tabelle 12: Materialien und L ésungen fir die | SH

Materialien

Coverslips

Feuchte Kammer Beliebiger Hersteller

Glasbecken fir die Waschschritte|Beliebiger Hersteller

der Kryostatschnitte

Chemikalien und L6sungen

20 X SSC 3 M NacCl; 0,3 M Na-Citrat pH 7,0

5 mM Acetanhydrid Sigma

Anti-DIG-Antikorper Polyklonales Fab-Fragment vom Schaf,
Boehringer, Mannheim, Kat. - Nr.:
1093274

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-phosphat; 50
mg/ml in DMF

Blocking Reagenz Boehringer, Mannheim, Kat.—Nr.:1096176

Css 45 ul NBT; 35 pl BCIP; 2,4 mg Levamisol
(Sigma) in 10 ml Rp

Hp Hybridisierungspuffer: 300 mM NacCl; 20
mm Tris-HCIl pH 7,5; 5 mM EDTA; 50%
deionisiertes Formamid; 10%

Dextransulfat;, 10 mM DTT, 1 X
Denhardslésung; 0,2% SDS; 0,25 mg /ml

Hefe RNS
Mabs 0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl pH7,5
Moviol Sigma
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NBT 4-Nitrobluetetrazoliumchlorid; 75 mg/ml in
70% DMF

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,47 mM
KH;PO4; 8,06 mM Na2HPO4

PFA 2 % Paraformaldehyd in PBS pH 7.4

Rp Reaktionspuffer: 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl
pH 9,5

TEA 0,1 M Malein Saure; 0,15M NaCl, pH 7,5

Triton-X 100 Sigma

l. Prahybridisierung

Die Gewebeschnitte (GS) der Retina wurden 30 min. vor dem Beginn der ISH aus den
—80° Gefrierschréanken in Raumluft fir die weitere Verarbeitung vorgewarmt und
getrocknet. Die GS wurden 10 min. in 4% PFA fixiert und 2 mal 5 min. in PBS
gewaschen, 2 min. in 0,5% Triton-X 100/ PBS permeabilisiert, 3 mal 5 min. in PBS
gewaschen, in 0,1 M Acetanhydrid/ 0,1 M TEA fur 10 min. azetyliert, und fur je 10

min. 2 mal in SSC gewaschen.

. Hybridisierung:

Die in Hp geloste DIG-RNS (0,1 ng/ul Sonde) wurde durch 10 min. Erhitzen auf 100°
C denaturiert und 5 min. auf Eis gekuhit. 250 pl Sondenldsung wurden pro
Gewebsschnitt (GS) appliziert. Die GS wurden mit Coverslipfolien bedeckt und Gber

Nacht zur Hybridisierung bei 45°C in eine Kammer mit hoher Luftfeuchte eingebracht.

[1. Posthybridisierung, Fixierung, Mikroskopie

Nach Entfernung der Coverslipfolien wurden die GSfur 5 min. bel 72°Cin5 X SSC, 60
min. bei 72°C in 0,2 X SSC, 5 min. bei Raumtemperatur in 0,2 X SSC gewaschen, 30
min. in 1% Blocking/Mabs geblockt und 60 min. mit Anti-DIG-Antikdrpern (1/500) in
Mabs in einer Kammer mit hoher Luftfeuchte inkubiert, 2 mal 15 min. in Mabs
gewaschen und 5 min. in Rp &quilibriert. Die Farbreaktion wurde durch Applikation
von 10 ml frisch angesetztem Css (1 ml/Objekttréger) in der abgedunkelten Kammer
mit hoher Luftfeuchte initiiert, bel der gewilinschten Farbintensitdt mit H,O gestoppt,
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mit Moviol eingedeckelt und unter einem Mikroskop (Axiovert 200M oder Axioplan 2
35, Carl Zeiss Jena) analysiert.

2.2.2.2 PCRvoncDNA (RT-PCR)

Fur die RT-PCR wurden die Retinae entnommen, in flissigem Stickstoff eingefroren
und die RNS wie unter 1.2.2.1.1.1 beschrieben extrahiert. Je Retina wurden 0,5 ml
Guanidin-Gewebel0sung eingesetzt. 1 pg gesamt RNS wurde per reverser Transkriptase
aus dem Moloney murine leukemia virus (RT-MMLV) in 20ul Reaktionsvolumen in
DNS transkribiert. 2 ul des Reaktionsvolumens wurden als Matrize fur die PCR
verwendet. Die PCR wurde mit 0,6 U Amplitag Polymerase (Perkin Elmer) in einem
Reaktionsvolumen mit 50 mM Tris-HCI, pH 8,3 bei RT, 50 mM KClI, 0,01 % (w/v)
Gelatine, 2,5 mM MgCl,, 8 mM dNTP und je 1 uM Vorwérts- und Rickwartsprimer
angesetzt. Die Primersequenz fur den Vorwartsprimer fur PIN lautet: 5- TAG CAT
GGA CTG TGC CAA-3, die fir den Rickwartsprimer: 5-CGA GGT GTT CCC TTA
GCA-3.

Die PCR Bedingungen fur PIN wurden wie folgt gewdhlt: Initiale Denaturierung bei
94°C fur 2 min., 32 Amplifikationszyklen mit je einem Denaturierungsschritt bei 94°C
fir 1 min., einem Anlagerungsschritt (,Annealing”) bei 50°C fur 1 min. und einem
Elongationsschritt 72°C fur 1 min. Die finale Elongation wurde bel 72°C fur 4 min.
durchgeftihrt und die Reaktionsgefal3e auf 4°C abgekihlt.

Die Sequenz des Vorwartsprimers fur GAPDH lautet: 5-ACC ACA GTC CAT GCC
ATC AC-3, die des Riickwartsprimers fir GAPDH:5-TCC ACC ACCCTG TTG CTG
TA-3. Die PCR Bedingungen fir GAPDH wurden wie folgt gewahlt : Initiale
Denaturierung bel 94°C fur 2 min., 24 Amplifikationszyklen mit je einem
Denaturierungsschritt bei 94°C  fur 25 Sekunden.,, einem Anlagerungsschritt
(,Annealing®*) bei 50°C fir 45 Sekunden und einem Elongationsschritt 72°C fir 1 min.
Die finale Elongation wurde bei 72°C fir 4 min. durchgefihrt und die Reaktionsgefalie
auf 4°C abgekuhlt. Je 10 pul wurden auf 1,8% Agarosegele mit 0,05% Ethidiumbromid
aufgetragen, mit 5 ul Farbstoff angeférbt, auf einem UV-Transluminator dargestellt und

fur die Auswertung fotografiert.
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2.2.2.3 Quantitative Echtzeit-PCR (QE-PCR)
Die QE-PCR wurde nach der ,, TagMan"-Methode (Livak et al., 1995) durchgefiihrt. Die

Berechnung der Zahl der Amplifikationsschritte bzw. des aktuell vorhandenen
Amplikons erfolgt indirekt durch Erfassung der Veranderung des Emmissionsspektrums
des Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers (FRET; Cardullo et al., 1988). Wéahrend
der  Amplifikation schneidet die Tag-DNS-Polymerase Uuber ihre 5'-3°
Exonukleaseaktivitdt mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen versehene,
zwischen die Primer interponierte, Oligonukleotide. Dabei werden die
Fluoreszenzfarbstoffe frel und verandern ihre Emissionseigenschaften. Die Messung der
Fluoreszenzintensitdt kann entweder am Ende der Reaktion erfolgen oder, wenn
entsprechende Geréte zur Verfuigung stehen, bereits wahrend des Ablaufs der PCR. Im
letzteren Fall ist eine Quantifizierung des Ergebnisses durch Auswertung der Kinetik
der Fluoreszenzentwicklung moglich. Die Veranderung des Emissionsspektrum wurde
in Beziehung mit einem internen Standard gesetzt. Weitere Vorteile sind die Erhéhung
der Spezifitdt durch die Notwendigkeit der Bindung eines dritten Oligonukleotids
(Sonde) und ein Schutz vor Kontamination, da zur Detektion nicht mehr mit dem PCR-
Produkt hantiert werden muss. Die Veranderung des Emmissionsspektrums, die sich
eben noch vom Hintergrundsignal unterscheiden lies, wurde als CT-Wert definiert. Die
CT-Werte von PIN wurden zu den CT-Werten Cyclophilins, einem konstitutiv
exprimierten Haushaltsgen, in Beziehung gesetzt. Die auf Cyclophilin normalisierten
CT-Werte PINs wurden aus cDNS von 3 Tieren fur die Zeitpunkte 6 h, 24 h, 6 d und fir
die Zeitpunkte 12 h und 3 d von je 2 Tiere gewonnen. Der Vergleich der axotomierten
Retinae gegen die Kontrolle wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse des
Zweistichproben t-Test bel abhangigen Stichproben (Paarvergleichstest) ist in
Abbildung 8, die statistische Auswertung in Tabelle 13 dargestellt. Fur die QE-PCR
wurden folgende Materialen verwendet: 0,5 ml sterile Reaktionsgefale, 10 X
Reaktionspuffer (200 mM Tris-HCI [pH 8,55]), 160 mM (NH,)2 SOg4), 25 mM MgCl,,
H,0 bidest., 5°-Oligonukleotid (25 pmol/ul), 3'-Oligonukleotid (25 pmol/ul), TagMan
Probe (25 pmol/ul) mit 5'-FAM markiert, 40 mM dNTP-Mix, Tag-DNS-Polymerase
(5U/ul), sowie die cDNS, deren Konzentration bestimmt werden sollte. Die Sequenz
des Vorwartsprimer fur Cyclophilin lautet: 5-CCA CTT CGA TCT TGC CAC AGT-
3’, die des Ruckwartsprimers. 5-ACG TGG TTT TCG GCA AAG TTC-3, die des
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Interponats. 5 VIC-TCT CCA CCT TCC GTA CCA CAT CCA TGC -TAMRA 3. Die
Sequenz des Vorwartsprimers fur PIN lautet: 5-GCG GTG ATC AAA AAT GCA GA-
3’, die des Ruckwartsprimers. 5- CTC CAA CGC CTG AGT AGC G -3, die des
Interponats. 5-FAM-CGA GTC CTG TTG CAT CTC TTC CGA CA -TAMRA-3". Fur
ein Reaktionvolumen von 50 pl wurden 5 pl 10 X Reaktionspuffer, 25 ul H,O bidest.,
10 pl MgCl, (Endkonz. 5 mM), 1 pl 3'-Oligonukleotid, 1 pl 5*-Oligonukleotid, 2 pl
TagMan Sonde, 2,5 pl cDNS, 2 ul dNTP-Mix (Endkonzentration 400 umol/dNTP), 0,5
ul Tag-DNS-Polymerase verwendet und unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
Initiale Denaturierung bel 95°C fur 5 min., 40 Amplifikationszyklen mit je einem
Denaturierungsschritt bei 95°C fir 15 sec., einem Anlagerungsschritt (,Annealing”) bei
60°C fur 1 min. Abschlief3end wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekuhlt.
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Tabelle 13: Zweistichproben t-Test bei abhangigen Stichproben (Paar ver gleichstest)

Variable 1  [Variable 2
Mittelwert 0,90039679 |0,90046081
Varianz 0,00052863 |0,00039033
Beobachtungen 13 13
Pearson Korrelation -0,1476869

Hypothetische Differenz der Mittelwerte [0

Freiheitsgrade (df) 12

t-Statistik -0,0071126
P(T<=t) einseitig 0,49722094
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test [1,78228674
P(T<=t) zweiseitig 0,99444188
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test [2,17881279

2.2.3 Nachweis von Proteinen: Western blot und Immunhistochemie

2.2.3.1 Western blot

Die Retinae wurden in einem Lyse-Puffer mit 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1%
Triton-X-100, 0,1 mM PMSF, 2ug/ml Pepstatin, Leupeptin und Aprotinin (pH 8,3)
homogenisiert, auf Eis fir 20 min. lysiert, bei 14 000 g fur 15 min. zentrifugiert und der
Proteingehalt im Uberstand mittels BCA-Test (Pierce) bestimmt. Pro Gelbahn wurden
20ug des Lysates wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Ausubel, 1987-, 10.2.6).
Sowelt im Text nicht anders vermerkt, wurden Trenngele mit einer Konzentration von
13% Acrylamid und Sammelgele mit 5% Acrylamid verwendet. Die Proteine wurden
auf eine PVDF-Membran transferiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch
Inkubation in 5% entrahmter Trockenmilch in 0,1% Tween 20/PBS (PBS-T)
abgeséttigt. Die Membranen wurden mit Primérantikdrpern gegen PIN (Dianova, 1.
250, in 1% entrahmter Trockenmilch in PBS-T) inkubiert, und dreimal fir 5 min. mit
TBS-T gewaschen, mit HRP-konjugiertem Sekundarantikorper (Anti-Maus-1gG, 1:2000
in 1% entrahmter Trockenmilch in PBS-T). inkubiert und erneut dreimal fir 5 min. mit
TBS-T gewaschen. Die markierten Proteine wurden mit dem ECL-Plus-Reagenz

(Amersham) nach dem Herstellerprotokoll detektiert.
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2.2.3.2 |Immunhistochemie

Fur die den Nachweis von PIN auf zellulérer Ebene wurden als Primérantikorper (PAK)
monoklonale Maus-1gG1-AK mit einem Molekulargewicht von 10 kDa (anti-PIN:
Transduction Laboratories, Kat.-Nr.: P60220); fir den Nachweis von nNOS affinity
purified rabbit polyclonal antibody (anti-nNOS:. R-20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
verwendet. FUr den Nachweis des PAK wurde ein mit Alexa-488 konjugierter Ziegen-
anti-Maus-Sekundarantikdrper (SAK) bzw. Ziegen-anti-Kaninchen SAK eingesetzt. Fur
die mikroskopische Auswertung ein dieser Wellenlange entsprechender

Fluoreszenzfilter verwendet.

|. Antikdrperapplikation

Nach dem Auftauen wurden die GS fur 10 min. in PBS gelegt, mit 10 % Ziegenserum
in PBS und 0,2 % Triton X 100 (TX) wurden unspezifische Bindungsstellen abgedeckt,
der PAK in einer aufsteigenden Verdiinnungsreihe (1:50, 1:100, 1:250) in PBS mit 2%
Ziegenserum aufgebracht und bei 4°C Uber Nacht in einer Kammer mit hoher
Luftfeuchte gelagert. Die GS wurden 3 mal 5 min. in PBS gewaschen, die SAK in einer
Konzentration von 1: 250 in PBS mit 10% Ziegenserum appliziert, bel Raumtemperatur
fur ca. 4 h auf den GS belassen und anschlief3end die GS wieder fur 3 mal 5 min. in PBS
gewaschen und luftgetrocknet. Zur Fixierung wurden die GS mit Moviol beschichtet
und abschlief3end mikroskopiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis von PIN-mRNS in der Retina durch in situ Hybridisierung
(ISH)

Sprague Darley Ratten wurden, wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben,
einseitig axotomiert und die Augen 6 d nach der Operation entnommen. Mittels ISH
wurden die PIN-RNS-enthaltenden Zellschichten dargestellt. Im Folgenden werden
diese mit der ISH-Sonde detektierbaren Gewebe als PIN-positiv bezeichnet. In den
Gewebeschnitten (GS) der axotomierten Retinae (ARe), der transplantierten Retinae
(TRe) und der Retinae der Kontrollaugen (KRe) zeigte sich eine schichtenspezifische
Anféarbung, die besonders gut in Abbildung 4a zu sehen war. Stérker angefarbt waren
die Ganglienzellschicht (GCL) und die innere Koérnerschicht (INL), wéhrend in der
inneren plexiformen Schicht (IPL), der auReren plexiformen Schicht (OPL) und der
aulleren Kornerschicht (ONL) das Signal deutlich schwécher war. In  der
Ganglienzellschicht der AR (Abb. 4a) zeigt sich eine fast geschlossene Kette PIN-
positiver Zellen. Einige Zellen in der AR waren homogen geférbt, in anderen Zellen
scheint das Signal im Kern lokalisiert (Pfeilspitze in Abb. 4a). Die Grol3e der PIN-
positiven Zellen variiert von ca. 5 — 12 um. In der inneren Koérnerzellschicht erscheint
die PIN-RNS-Signalgebung als ein Uberwiegend homogenes Band von ca. 20 pm
Dicke. Die Zellsomata waren nur vereinzelt angefarbt und schwer von ihrer Umgebung
zu differenzieren. Vereinzelt waren auch in der inneren plexiformen Zellschicht
Zellkorper signalgebend (Pfeil in Abb. 4a). In der GCL der TRe wurden durch die PIN-
| SH-Sonde deutlich weniger Zellsomata als in den ARe detektiert. Das intrazelluldre
Verteilungsmuster unterschied sich nicht wesentlich von dem der ARe. Die Grof3e der
signalgebenden Flache schien kleiner als die in der ARe dargestellte. Die Anféarbung
von vertikal oder horizontal verlaufenden Zellausldufern war nicht zu beobachten. In
der inneren Kornerzellschicht waren keine spezifischen Signale erkennbar. Die
Intensitét der inneren Kornerzellschicht der TRe war geringer als die der ARe.
Aufgrund des schwécheren Umgebungssignal waren die Zellkorper klarer zu erkennen.
Das in den ARe kréftig angefarbte Band der INL war in den TRe in Richtung der
aulleren plexiformen Schicht ausgedinnt. In den Kontrollaugen war PIN ebenfalls

exprimiert. Die Somata der Ganglienzellen der GCL waren deutlich zu erkennen. Im
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kréftig dargestellten Band der INL traten die Zellkorper nur andeutungsweise aus ihrer
Umgebung hervor. Die innere plexiforme Schicht war ohne spezifisches PIN-I1SH-
Sondensignal. In der aufl3eren plexiformen Schicht waren die Nucleii von der PIN-
Signalgebung im Vergleich zu ihrer Umgebung fast nicht dargestellt. Die Anférbung
mit T7-Senssonden im Kontrollschnitt (d) wurde zur Unterscheidung von spezifischem
PIN-RNS-dargellendem Signal und unspezifischem Hintergrundsignal und dem
Nachweis der Spezifitdt der Antisensesonde durchgefihrt. Sie zeigte keine spezifische

Farbung.

- Fa ,'. .ﬁ:l . . -
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Abbildung 4: Vergleichende Darstellung der Retinae nach I1SH im Semidinnschnitt (16
Hm)

a Axotomie (6 d), b Tranplantation (21 d), ¢ Kontrollretina (KR, 6 d), d KR (6 d) unter
Verwendung von T7-Sensesonden. GCL=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht,

INL=innere  Kornerzdlschicht, OPL=auRBere  plexiforme  Schicht, ONL=auRere
Kornerzellschicht, Balken=20 pm.
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3.2 Bestimmung der PIN-Expression mittels semiquantitativer
polymerase chain reaction (PCR)

Nachdem in der ISH PIN in den RGZn der GCL nachgewiesen werden konnte, habe ich
die Regulation der PIN-m-RNS in axotomierten Retina(e) (AR) und Kontrollretina(e)
(KR) mittels PCR untersucht. Die aus den Retinae gewonnene RNS wurde durch
reverse Transkriptase in cDNS umgeschrieben. Ein konstitutiv exprimiertes
Haushaltsgen, GAPDH, wurde als interner Standard verwendet. Ziel war es, bei
unterschiedlichen cDNS-Konzentrationen das jeweilige Verhéltnis der PIN-Expression
zur GAPDH-Expression in verschiedenen Retinae (6 h, 12 h, 1 d, 3 d, 6 d nach
Axotomie sowie Kontrolle) darzustellen. Durch Normalisierung auf die GAPDH-
Expression wurde versucht, Unterschiede der PIN-Expression nachzuweisen. Durch
Auswéhlen der entsprechenden Proben aus Verdinnungsreihen (Abb. 5) konnten so
anndhernd aguivalente Ausgangskonzentrationen der cDNS ermittelt und das Niveau

der PIN-Expression fir ARe und KRe demonstriert werden.

6h 12 h 1d
GM A K A K A

K A K A K
1d 3d &d

Abbildung 5: Bestimmung der relativen Ausgangskonzentrationen verschiedener cDNS-
Proben aus Retina mittels PCR fur das GAPDH Gen

GM=GréRenmarker, A=Amplikon einer axotomierten Retina K=Amplikon einer Kontroll-

retina. Es wurden jeweils 3, 6 und 9 ul Anfangsmenge pro Zeitpunkt und Gewebeart eingesetzt.
Das PCR-Produkt von GAPDH hat eine Groéfe von 225 Bp.
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Abbildung 6: RT-PCR zum Nachweis der PIN und GAPDH EXxpr ession

GM=GréRenmarker, A=Amplikon einer axotomierten Retina, K=Amplikon einer Kontroll-
retina, a=225 Basenpaare, b=100 Basenpaare.

In Abbildung 6 waren im oberen Abschnitt auf der Hohe a (225 Basenpaare) die
Amplika des Haushaltsgenes GAPDH zu sehen. Im unteren Abschnitt auf der Héhe b
(100 Basenpaare) waren die PCR-Produkte von PIN aufgetragen. Von verschiedenen
Zeitpunkten (6 h, 12 h, 1 d, 3 d, 6 d) post Axotomie wurden jeweils die Amplika der
axotomierten Retina und die der KR aufgetragen, um Unterschiede der PIN-mRNS-
Expression zwischen axotomierten und KR im Zeitverlauf beurteilen zu kdnnen. Das
GAPDH Produkt hat wie beabsichtigt in allen Proben die fast gleiche Konzentration.
Die PCR-Produkte von PIN in Abbildung 6 zeigen zum Zeitpunkt 6 h ene leicht
stérkere Signalgebung der AR, nach 12 h war sie fast gleich, ebenso nach 1 d, nach 3 d
Uberwiegt die Signalgebung der AR, bel 6 d Uberwiegt die Expression der KR die der
axotomierten. Die in Abbildung 6 nach 3 d festgestellte erhbhte Expression von PIN in
der AR gegeniber der KR lies sich in wiederholten PCRs nicht konsistent nachweisen.
Insgesamt gaben die RT-PCR Experimente zu keinem untersuchten Zeitpunkt Hinweise

auf ein verandertes Expressionsverhalten von PIN nach einer Axotomie.
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3.3 Quantifizierung der PIN-Expression mittels quantitativer Echtzeit
polymerase chain reaction (QE-PCR)

Durch die quantitative Echtzeit-PCR wurde versucht, feinere Unterschiede, als die mit
der semiquantitativen PCR nachweisbaren, zu detektieren. Dazu wurde m-RNS von
ARe und KRe in cDNS transkribiert. Die cDNS wurde durch Tag-DNS-Polymerase
amplifiziert. Durch die Vervielfdltigung wurde ein zwischen den Primern gelegenes
Interponat durch die 5°-3‘-Exonukleaseaktivitdt der Tag-DNS-Polymerase abgebaut.
Die Veranderung des Emissionsspektrums durch den Abbau des Interponates der
gesuchten Sequenz wurde mit der Veranderung des Emmissionsspektrums eines
internen Standards (Cyclophylin) in Beziehung gesetzt und so die CT-Werte definiert.
Abbildung 7 zeigt die in geringem Ausmal? differierenden Mittelwerte von AR und KR.
Zu den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 1 d, 3 d und 6 d wurden jeweils mindestens 9 bzw. 6
Proben aus 3 bzw. 2 Tieren eingesetzt (s. Material und Methoden). Aus den CT-Werten
der einzelnen Proben wurden die Mittelwerte errechnet und die ARe als dunkle Balken
gegen die KRe als helle Balken dargestellt. Insgesamt wurde die mMRNS-Expression von
13 Tieren untersucht. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte konnte eine signifikant
erhohte PIN-Expression in ARe gegeniiber KRe gezeigt werden. Da die Zahl n fir jede
einzelne Gruppe klein war, wurde fur Abbildung 8 ale CT-Werte von AR und KR
gemittelt. Auch hier lief3 sich kein Unterschied zwischen axotomierten Retinae und
Kontrollretinae feststellen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass auch die QE-PCR keinen signifikanten

Unterschied der PIN-Expression zwischen AR und KR nachweisen konnte.
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QE-PCR

1,00
0,80
0,60 -
0,40
0,20
0,00 -

Ratio PIN/Cyclophilin

Abbildung 7: PIN-Expression in axotomierten und in Kontrollretinae im Zeitverlauf
durch QE-PCR
Die auf Cyclophilin normalisierten Mittelwerte der PIN-Expression von axotomierten (A;

dunkler Balken) bzw. Kontrollretinae (K; heller Balken) zu den Zeitpunkten 6 h, 24 h, 6 d (je
drel Tiere) sowie 12 hund 3 d (je 2 Tiere). QE-PCR=quantitative Echtzeit PCR.

Mittelwerte der QE-PCR
PIN/Cyclophilin

#

0,90 -
0,80 -
0,70 -
0,60
0,50

CT-Werte
PIN/Cycloph.

A K

Abbildung 8: Mittelwert der PIN-Expression von 13 axotomierten und Kontrollretinae

Auf Cyclophilin normalisierte PIN-Mittelwerte von axotomierten (A; dunkler Balken) und
Kontrollretinae (K; heller Balken). QE-PCR=quantitative Echtzeit PCR. De Unterschied
zwischen A und K ist nicht signifikant (Zweistichproben t-Test bei abhéngigen Stichproben -
Paarvergleichstest). n=13 Tiere, a< 0,5 Varianz von A: 0,00052863 und K: 0,00039033.
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3.4 Nachweis des PIN-Proteins im Western blot

Die Western-blot-Experimente dienten zum quantitativen Nachwels des PIN-Protein.
Die Tiere wurden axotomiert, die Retinae entnommen, das Gewebe wie oben
beschrieben lysiert und 20 pg des Gewebelysates der ARe und KRe 6 d post Axotomie
auf ein 5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach dem Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran und Inkubation mit einem Antiserum gegen das PIN-Protein
konnten Banden bei 10 kD nachgewiesen werden. In Abbildung 9 zeigt sich auf
Proteinebene eine hohere Expression von PIN in der KR alsin der AR. In den von uns
durchgefiihrten zusétzlichen Western-blot-Experimenten konnten tbereinstimmend mit
den Nachweisen auf mRNS-Ebene keine erhthte PIN-Protein-Produktion in ARe
nachgewiesen werden. Die Hybridisierungssignale mit hohermolekularen Proteinen
entsprechen unspezifischen Bindungen mit dem verwendeten polyklonalen Antiserum.
Zur Kontrolle der Spezifitat der PIN Antikdrper wurde parallel ein Western blot mit
dem Pr@immunserum durchgefiihrt. Erwartungsgemal? konnte keine 10 kD Bande mit

dem Praimmunserum detektiert werden (Daten hier nicht gezeigt).

ko K A

-
160~ -
105=

10= m— - -

Abbildung 9: Western blot zum Nachweisvon PIN in der Retina 6 d nach Axotomie

K=20 ug Gewebelysat einer KR, A=20 ug Gewebelysat einer AR, kD=Kilo Dalton.
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3.5 Immunfluoreszenzfarbungen zum Proteinnachweis von PIN und
NNOS in der Retina

Zur Kolokalisation der PIN- und nNOS Proteintranslation in axotomierten Retinae (6 d)
wurden Doppelfarbungen durchgefiihrt. Retinae der Ratten wurden axotomiert, am
Axonstumpf mit einem fluorogoldmarkierten Schwamm bedeckt und so Uberlebende
RGZn markiert. In Abb. 10a sind sie als helle, durch den Pfeil markierte Zellen zu
sehen. Die RGZn zeigten eine inhomogene Signalgebung. Dabei war in den schwach
markierten Zellen eher der zentrale Tell als die Peripherie von der Fluorogoldférbung
betroffen. In Abb. 10b wurden in der retinalen Ganglienzellschicht digjenigen Zellen
durch einen Pfeil markiert, die gegentiber dem restlichen retinalen Gewebe eine erhohte
PIN-Expression aufweisen. Nur bel den fluorogoldaufnehmenden Zellen (Abb. 10a)
war eine verstarkte PIN-Proteintranslation nachweisbar. Die Somata der Zellen waren
schwach angefarbt, Zellausldufer waren nicht zu erkennen. In den anderen Zellschichten
kommt es zu einer diffusen Anreicherung des PIN-Antikorpers. Die einzelnen Schichten
lassen sich gegeneinander abgrenzen. In Abb. 10c wurde der GS mit priméren
Antikdrpern gegen nNOS dargestellt. Der nNOS-AK zeigte ein stérkeres Signal in eben
den Zellen der retinalen Ganglienzellschicht, die fluorogold- sowie PIN-positiv waren.
Die dbrigen Schichten wiesen eine diffuse Signalgebung auf. In der auf3eren
Kornerzellschicht war eine schwéchere Detektion der Anti-nNOS-AK zu erkennen. In
den Abb. 10 d und e wird ein vergroRRerter Ausschnitt einer mit Anti-PIN-AK und Anti-
NNOS-AK immunhistochemisch untersuchten Retina gezeigt. Die in Abb. 10b und ¢
vorgestellte Doppelfarbung RGZn wird in Abb. 10d und e nochmals durch nach oben
gerichtete Pfeile dargestellt. In Abb. 10d markiert in der inneren Kornerzellschicht ein
nach unten gerichteter Pfeil vermutlich eine amakrine, eventuell auch bipolare Zelle der
inneren Kornerzellschicht. Dabei erkennt man eine kraftige Anfarbung der Neuriten und
des Zytoplasmas, bei schwécher dargestelltem Kern. Der Zellausléufer endet in der
inneren plexiformen Schicht, wo er sich verzweigt. RGZn, mit denen die amakrine Zelle
Synapsen bildeten, sind nicht sichtbar.

PIN und nNOS waren in RGZn und amakrinen Zellen der inneren Kornerzellschicht
kolokalisiert. Die Spezifitdt der Sekundarantikorper wurde durch Omission der
Primarantikdrper (PAK) Uberprift (nicht dargestellt).
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Abbildung 10: Doppelfarbung von PIN und nNOS-Protein in der Retina

a mit Fluorogold vormarkierte RGZn, b und d Darstellung des PIN-Primarantikorpers (PAK)
mittels Alexa-488-ligiertem Sekundarantiktrper (SAK), ¢ und e Darstelung des PAK gegen
NNOS mittels Cy-3-legiertem-SAK. GLC=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht,
INL=innere Kérnerzellschicht, OPL=aullere plexiforme Schicht, ONL=aulRere Kornerzell-
schicht, Balken=20 pm.
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4 Diskussion

In in situ Hybridisierungen konnten sowohl das intrazelluldre Vorkommen der PIN-
MRNS in retinalen Ganglienzellen (RGZn) als auch in der inneren Kornerschicht (INL)
nachgewiesen werden. Wahrend im Vergleich zwischen axotomierten Retinae (ARe)
und Kontrollretinae (KRe) keine gravierenden Unterschiede festgestellt wurden (Abb.
4a und c), waren in den Retinae transplantierter Tiere (TRe) eine deutliche
Verminderung der PIN-positven RGZn und eine schwéchere Anfarbung der INL zu
erkennen (Abb. 4b). In friheren Untersuchungen an Ratten wurde zum einen mittels
Northern blot die unterschiedliche Vertellung der PIN-Expression in einzelnen
Hirnarealen (Greenwood et al., 1997) und zum anderen am zerebralen | schdmiemodell
an Ratten unterschiedliche PIN-mRNS-Spiegel vor und nach Ischdmie detektiert
(Gillardon et al., 1998). Die hochste PIN-Expression lag in den ischamie-resistentesten
Regionen, den pyramidalen Zellen der hippocampalen CA3 Region und den
Kornerzellen des Gyrus dentatus (GD) vor. In der vulnerablen CA1 Region dagegen
waren die PIN-mRNS-Expressionspiegel 7 d nach Ischamie signifikant erniedrigt und
gingen mit einem Anstieg der postischamischen NADPH-Diaphorase-Aktivitét, einem
Indikator der nNOS Aktivitét (Bredt et al., 1991), einher.

Am Axotomiemodell des optischen Nerven (ON) wurde der potenzierende Effekt der
Neuroprotektion durch Inhibition von nNOS nach Gabe von brain derived neurotrophic
factor (BDNF) belegt. 6 d nach Axotomie war die Anzahl der Uberlebenden Zellen bei
Gabe von BDNF + N-Tert-Butyl-(2-Sulfonphenyl)-Nitron (S-PBN), enem
Radikalfanger, gegentiber alleiniger BDNF-Gabe signifikant erhdht (Klocker et al.,
1998). Die Transsektion des ON fuhrt innerhalb von 2 Wochen zum retrograden
Untergang von tber 80% der RGZn (Villegas Perez et a., 1988; Villegas-Perez et d.,
1993; Mansour-Robaey et al., 1994). Dass in RGZn ebenso wie im Hippocampus (HC)
einem Anstieg der Radikalbildung durch erhdhte Aktivitdt der nNOS mit einer
gesteigerter PIN-mRNS-Produktion begegnet wird, konnte durch unsere Experimente
nicht gezeigt werden. Weder 1SH-, PCR- noch quantitative Echtzeit-PCR (QE-PCR)
zeigte eine erhdhte PIN-Expression in axotomierten Retinae gegenliber den Kontrollen.
Das unerwartete Ausbleiben der Hochregulation von PIN lief3e sich durch folgende

Annahmen erkléren:
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) Die Regulation PINs liegt aul3erhalb des untersuchten Zeitintervalls.

i) Die Nachweisgrenze der verwendeten Methoden ist zu niedrig.

iii) In der Retina spielen andere Isoformen von NOS oder dessen regulierenden
Faktoren eine Rolle als in Hirnregionen, in denen eine Regulation von PIN
bereits gezeigt wurde.

iv) Die Regulation der nNOS-Aktvitéat wird durch posttranslational verandertes PIN

oder kompartimentére Konzentrationsveranderungen von PIN hervorgerufen.

i) Hinweise fir eine gewebeabhangige Variation des Expressionsmusters im Zeitverlauf
ergeben sich aus vorausgegangenen Arbeiten. Nach Axotomie am Nervus facialis (NF)
kam es nach 3-5 d zu einer erhohten PIN-mRNS-Spiegeln in den Motorneuronen (Che
et a., 2000). Im kainatinduzierten Epilepsiemodell (KEM) wurden im HC 8 h nach
Kainat-Gabe erhdhte PIN-mRNS-Spiegel im GD dargestellt (Becker et al., 1999). Im
| schamiemodell zeigte sich eine veranderte PIN-Expression im HC im Zeitintervall von
6-7 h (Gillardon et al., 1998). In Zyklooxygenase 2 (COX-2) Uberexpremierenden PC-
12 Zellen wurde eine gesteigerte PIN-mRNS-Produktion nachgewiesen (Chang et al.,
2000). In vorrausgegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde in RGZn die
hochste mMRNS-Transkription von nNOS 6 d post Axotomie gefunden (Kldcker et al.,
1998; Klocker et al., 1999). In den QE-PCR-Experimenten wurden die aus den
vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppen bzw. der Literatur hervorgegangenen
Erkenntnisse berticksichtigt. Die Zeitreihe von 6 h bis zu 6 d post Axotomie in der QE-
PCR erbrachte keine Hinweise auf eine veranderte Genexpression (Abb. 7). Trotz der
Untersuchung einer veranderten PIN-Expression in zuvor beschriebenen Zeitintervallen
bleibt eine Expressionsregulation auf3erhalb des untersuchten Zeitraums (auch in
Anbetracht der gewebeabhdngigen Variationen des Expressionsmusters) nicht
auszuschliefden.

ii) Fur die RT-PCR- bzw. QE-PCR- und Western-blot-Experimente wurde mRNS der
gesamten Retina verwendet. Da RGZn weniger als 1 % der retinalen Zellen ausmachen
(Jeon et al., 1998) wiirden nur dramatische Anderungen der Genexpression sichtbar
werden. Durch zu diesem Zeitpunkt in unserem Labor noch nicht etablierte Einzelzell-
PCR-Analysen (Lindgvist et al., 2002; Grigorenko und Y eh, 1994) konnte eine etwaige



maiige Regulation der Expression in RGCs offensichtlich werden. Ebenso beschrénkte
sich die Aussagekraft der ISH auf die grobe Zuordnung zu zelluléaren Strukturen, so
dass etwa ein Aufzeigen von PIN-mRNS-Spiegeln an einzelnen Zellorganellen mittels
Elektronenmikroskopie, wie bel Fuhrmann et al. (2002) beschrieben, nicht mdglich war.
Fur die reduzierte Anzahl an PIN-positiven Zellen in Gewebeschnitten transplantierter
Tiere (TGS) kommen als Erklérung die insgesamt durch Apoptose reduzierte Zahl der
RGZn auf ca. 40% Prozent (Dietz et al., 2001) und eine verminderte Genexpression in

einzelnen Zellen in Frage.

i) Aus den in i) und ii) vorgestellten Arbeiten geht hervor, dass PIN sowohl in
natlrlichem als auch in traumatisiertem neuronalem Gewebe unterschiedliche
Expressionsmuster aufweist.

Im Ischdmiemodell (Gillardon et al., 1998) und im durch kainatinduzierten Epilepsie
Modell (KEM); (Becker et al., 1999) fanden sich hdhere PIN-mRNS-Konzentrationen
im Gyrus dentatus als in der Hippocampus-Region CAl. Fur die CA3 Region des
Hippocampus konnte die gesteigerte Expression von c-Jun amino terminal kinase
(INK) interacting protein-1 (JIP-1), einem mit der glutamatinduzierten Apoptose in
Zusammenhang stehenden Protein (Dickens et al., 1997), gezeigt werden (Becker et al.,
1999). Ebenso wie in den hippocampalen CA1L/CA3 Regionen konnten in RGZn andere
Reaktionsschemata als die Hochregulation von PIN als Antwort auf eine traumatische
L&sion aktiviert werden. Die Erhéhung der Expression verschiedener Gene wurde im
| schamiemodell beobachtet. Diese lasst sich in vier Gruppen aufteilen (Iadecola, 1997):

1. Immediate-early genes (c-fos, c-jun, zif 268; Hull und Bahr, 1994; Herdegen et al.,
1993; Kiessling und Gass, 1994)

2. Hitzeschockproteine (HSP 27, HSP 70, HSP 72; Nowak und Jacewicz, 1994; Sharp
und Sagar, 1994)

3. Adhasionsmolekile ( ICAM-1, ELAM-1, P-Selektin; Wang und Feuerstein, 1995)

4. Zytokine (TNF a, IL 13, IL 6; Barone und Feuerstein, 1999; Feuerstein et al., 1997,
| adecola und Ross, 1997)

Neben einer veranderten Genregulation konnten neuroprotektive Effekte mit

pharmakologischer Inhibition von NOS gezeigt werden. Dabei hing die neuroprotektive

Wirkung sowohl von der inhibierten Isoform von NOS als auch vom Zeitpunkt der
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Anwendung des Inhibitors ab. Unter Verwendung von 7 Nitroindazol (7-NI) und S
Methylisothioureido-L-Norvalin (ARL 17477), selektiven nNOS-Inhibitoren, konnte
der Schaden nach zerebraler 1schamie reduziert werden (Nagafuji et al., 1995; Zhang et
al., 1996a). Ahnlich positive Auswirkungen ergab die Inhibition von iNOS durch
Aminoguanidin. Es reduzierte die postischamische iINOS-Aktivitat und die Infarktgrofe
nach Okklusion der Arteria cerebri media (OMCA). nNOS-Enzymaktivitét, Blutdruck
oder der zerebralen Blutfluss blieben jedoch unverandert (ladecola et al., 1996; Zhang et
al., 1996b). Die durch die pharmakologische Inhibition von NOS gewonnenen
Erkenntnisse konnten durch Arbeiten an knock-out-M&usen bestétigt und erwelitert
werden. nNNOs-knock-out-Mause zeigten zu den Kontrolltieren eine um 40% reduzierte
InfarktgrofRe (Huang et al., 1994). In iNOSknock-out-Mausen war die Infarktgrofe
verglichen mit dem Wildtyp wie bei der Inhibition mit Aminoguanidin verkleinert
(ladecola, 1997). eNOS knock-outs dagegen wiesen einen geringeren Blutfluss in der
Penumbra und damit einhergehend ein vergrolertes Infarktareal nach OMCA auf
(Huang et a., 1996). In der frihen postischamischen Phase (<2 h) Uberwogen die
positiven vasodilatativen Effekte der eNOS induzierten NO-Produktion, aber bereits ein
paar Stunden post OMCA war die Freisetzung von NO nicht mehr neuroprotektiv
(Zhang und ladecola, 1994). Die Abgabe grol3er Mengen von NO durch eine gesteigerte
INOS-Expression beginnt nach ca. 6 h Ischamie und fuhrt zur verzogerten Regeneration
des geschadigten neuronalen Gewebes.

Die Aktivierung von nNOS erwies sich auch in Untersuchungen tber die Auswirkungen
auf das Uberleben von Zellen nach Exzitotoxizitdt an Zellkulturen retinaler Neuronen
als negativ. Diese Erkenntnisse Uber den Nutzen oder Schaden einer Inhibition von
NOS in Abhangigkeit von den einzelnen Isoformen sowie dem untersuchten Zeitpunkt
wurde durch vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe auch am
Axotomiemodell des optischen Nerven bestétigt (Klocker et al., 1999).

Auf Proteinebene konnte keine verdnderte Translation zwischen ARe und KRe
nachgewiesen werden, weder in Western-blot- noch in den immunhistochemischen
Experimenten. Bel Doppelfarbungen der ARe mit Anti-nNOS-Antikdrpern (AK) und
Anti-PIN-AK zeigte sich in einigen RGZn und amakrinen Zellen der INL eine
Kolokalisation der beiden AK (Abb. 10). Frihere Untersuchungen an axotomierten
Retinae ergaben eine vermehrte mMRNS-Synthese von nNOS nach 6 d. Dabel war das
Uber NADPH-Diaphorasemessung ermittelte Aktivitétsniveau von nNOS der RGZn nur
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in ihren Axone wesentlich erhdht (Klocker et al., 1999). Aufgrund der gemachten
Beobachtungen wurde vermutet, dass eine gesteigerte Enzymaktivitét nNOS nach seiner
Hochregulation in ARe durch einen Inhibitor in RGZn begrenzt wird. Fir eine
vermehrte Expression PINs in RGZn nach Hochregulation von nNOS in ARe gaben die
AK-Férbungen (Abb. 10) sowie die Western-blot-Experimente keinen Anhalt. In
Anbetracht der Kolokalisation von PIN und nNOS in einigen retinalen Ganglienzellen
und der fast unverénderten Aktivitdt in RGZn nach Axotomie bei vermehrter NNOS-
Genexpression stellt sich die Frage, ob und in welcher Form PIN bei unverénderter
Proteintranslation die Enzymaktivitdt von nNOS regulieren konnte, bzw. wie diese
durch verénderte NNOS-Aktivitét hervorgerufen werden konnte.

iv) Denkbar wéare @) eine posttranslationale Modifikation oder b) die intrazellulére
Umverteilung und kompartimentdre Konzentration PINs in Regionen mit erhohter
NNOS-Aktivitét.

Fir nNOS sind zahlreiche indirekte Wechselwirkungen durch Beeinflussung von
Signaltransduktionsprozessen, der Aktivitésanderung der |6slichen Guanylylzyklase
(Crave und eRubertis, 1978; Ignarro et a., 1984; Wolin et al., 1982), Stimulation der
Zyklooxygenase 1 und 2 (Salvemini et al., 1993; De Caterina et al., 1995), Regulation
der 12-Lipooxygenase in Thrombozyten (Nakatsuka und Osawa, 1994), Zytochrome P
450 (Khatsenko et al., 1993; Stadler et al., 1994) sowie direkte Modifikation der
Proteinstruktur durch Nitrosilierung schwefelhaltiger Aminosduren (AS) beschrieben.
Fir eine Ubersicht siehe Gross und Wolin (1995).

Dass die Proteinaktivitat nachhaltig durch Nitrosilierung verandert werden kann, wurde
bereits fur G-Proteine (Lander et a., 1993a), Signaltransduktionsprozesse und
Rezeptoren (Bolotina et al., 1994; Lei et al., 1992); Proteinkinasen (Gopalakrishna et
al., 1993; Pendino et al., 1993), Proteinphosphatasen (Lander et al., 1993b),
transkriptionsaktivierende Faktoren (Haby et al., 1994; Lander et al., 1993b; Pendino et
al., 1993; Peunova und Enikolopov, 1993) und Proteasen (Devi et al., 1994) gezeigt.
Die Untersuchungen der Peptidstruktur ergaben weitere Hinweise auf mogliche
Veranderungen des Reaktionsverhaltens von PIN. Zwei N-terminale antiparallele a-
Helices liegen Uber einer Lage von vier antiparallelen Peptidketten mit [3-
Faltblattstruktur am C-terminalen Ende. Die (-Peptidketten formen eine hydrophobe
Bindungsstelle, die von positiv geladenen Randern umgeben ist (Tochio et al., 1998).
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Die PIN-bindende Region (PBR) von nNOS, MK DTGIQVDRDLDGKSH**, enthélt
dazu passende, hydrophobe AS. Neben nNOS als Reaktionspartner PINs kommen
aufgrund der vorhandenen AS-Sequenz, humanes Myosin V, die intermedidre
Dyneinkette von Nagern und humanes Dynamin, ein mikrotubulusassoziiertes Protein,
in Frage (Liang et al., 1999). Die konzentrationsabhéngige (Tochio et al., 1998) und die
pH-abhangige (Liang et al., 1999) posttransiationale Aggregation PINs sind
Erklarungsmodelle fur die Regulation von nNOS. Durch die Aggregation PINs kénnte
das fur eine Inhibition von NNOS gunstige stochiometrische Verhdltnisvon nNOS 2 : 1
zu PIN (Fan et a., 1998) vermehrt gebildet und so die nNOS-Aktivité reduziert
werden. Ein potentieller Rickkopplungsmechanismus in  axotomierten retinalen
Ganglienzellen konnte wie folgt aussehen: NMDA-Rezeptoren-vermittelter
Kalziumeinstrom fuhrt zu einer gesteigerten Bindung von Calmodulin an nNOS (Bredt
und Snyder, 1990), worauf sich dessen Aktivitdt erhdht (ladecola, 1997). Eine
gesteigerte Aktivitat von nNOS resultiert in einer von der Menge der vorhandenen
Substrate abhangigen NO-, Peroxynitrit- oder Superoxidbildung. Ein dadurch
veranderter pH-Wert wirkt sich auf das Aggregationsverhalten PINs aus und beeinflusst
so die nNNOS Aktivitdt. Doppelfarbungen mit NADPH-Diaphorase und Antikdrpern
gegen PIN konnten kléren, inwieweit das Vorkommen von PIN-Protein in RGZn die
Aktivitdt von nNOS beeinflusst.

4.1 PIN als ubiquitér exprimiertes Gen und hochkonserviertes Protein

Jaffrey konnte zeigen, dass PIN-mRNS in absteigender Quantitdt in testikuldrem,
zerebralem und peripherem Gewebe vorlag. Die Aminosauresequenz war zu 92% mit
der von Nematoden und Ratten identisch (Jaffrey und Snyder, 1996). In
Untersuchungen an Drosophila melanogaster konnte ein Homologon von PIN
identifiziert werden. Das Polypeptid des identifzierten Genes bestand ebenfalls aus 89
Aminosiauren und wurde als zytoplasmatische Dyneinleichtkette (DLC-1%)
charakterisiert (Dick et al., 1996). Die Aminosaurensequenz wies eine starke
Ahnlichkeit mit dem axonemalen 8 kD &uReren Arm der Dyneinleichtkette von

Chlamydomonas flagella auf.

2 Fir PIN wird in einigen Artikeln auch Dynein light chain (DLC, DLC-1) al's Bezeichnung verwendet, in
dieser Arbeit wurde der Einfachheit halber weitestgehend auf e ne unterschiedliche Nomenklatur verzichtet.
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Die Northern-Blot-Experimente an verschiedenen Entwicklungsstadien der Fruchtfliege
weisen auf eine ubiquitére Expression des Genes hin. Dabel zeigte sich neben dem 2,4
kB Transkript ein besonders in adultem cranialem Gewebe exprimiertes 4,5 kB
Transkript. In ISH-Untersuchungen an embryonalen Schnitten mit fir das 4,5 kB
Transkript spezifischen RNS-Sonden waren Strukturen des ZNS angefarbt.

Auch in Saugetieren wurden in Northern-blot-Experimenten mit zerebell&rer mRNS
von Ratten ebenfalls zwei verschiedene Transkripte dargestellt (Greenwood et al.,
1997). Partielle Mutationen des PIN-Genes in Drosophila melanogaster fuhrten zu
multiplen, auf eine Beteiligung des Zytoskelettes hinweisenden (Deformation der
Eikammern und der physiologischen Zellstruktur) Malformationen, die vollstéandige
Deletion des Genes verursachte embryonale Degeneration und apoptotischen Zelltod. In
Antikorperfarbungen mit Antikdrpern gegen das vom 2,4 kB PIN Transkript kodierten
Protein und Tubulin konnte die Kolokalisation beider Proteine im Zytoplasma
demonstriert werden. Dyneinleichtketten sind in die Initiation der Spermienmotilitéat
(Stephens und Prior, 1992) involviert und der aulRere Arm der Dyneinleichtkette
interagiert mit den intermediate chains des Dyneinkomplexes, IC 78 und IC 69 (King et
al., 1991). Die Assoziation und Interaktion PINs mit unterschiedlichen zelluldren
Bestandteilen wie Flagellatendynein (King und Patel-King, 1995), Myosin V (Espindola
et a., 1996), IkBa (Crepieux et al., 1997) und zytosolischem Dynein (King et al., 1996)
wurde gezeigt. Diesen Ergebnissen folgte der Nachweis der PIN-Expression an
diaphragmalen Muskelzellen von Ratten, Mausen und Menschen, in denen PIN
ebenfalls mit einer intermediate chain des Dyneinkomplexes, IC 74, im Western blot
kolokalisiert war (Guo et a., 1999). Die Rolle PINs as Komponente des
Dyneinkomplexes, der fur den retrograden axonalen Transport von Vesikeln, die
Kernmigration und Bewegungen der Zellorganellen, wie Golgiapparat, L ysosomen, und
mitotischen Spindelfunktionen wichtig ist (Hirokawa et al., 1998), ist im Gegensatz zu
den Untereinheiten des Dyneinkomplexes, der schweren, intermedidren und leichten
intermedidren Kette, in Bezug auf Lokalisation und funktionellen Bedeutung bis zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht umfassend gekléart.

Erst krzlich wurde die Beteiligung PINs an der Pathogenese der Muskeldystrophie Typ
Duchenne (DMD) mit vermehrtem Nachweis von PIN-mRNS in Muskelzellen von
DMX-Mausen, einem DMD-Tiermodell (Guo et al., 2001), sowie die Kolokalisation
PINs mit dem tubulinbindenden Protein Gephrin nachgewiesen (Fuhrmann et al., 2002).
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In hippocampalen Neuronenkulturen wurde neben zytoplasmatischen Vorkommens
immunoreaktiver Strukturen mittels Synaptophysin eine vermehrte prasynaptische,
durch Elektronenmikroskopie (EM) an spinalen Vorderhornzellen eine erhthte
postsynaptische Anreicherung PINs dargestellt (Fuhrmann et al., 2002). Dabel waren
inhibitorische, durch Gephrin angefarbte Synapsen ebenfalls PIN-positiv und ergaben
Hinweise auf ein Zusammenspiel beider Proteine bel der Zusammensetzung von
Neurotransmitterrezeptoren an inhibitorischen Synapsen. Die Beteillung PINs an
exzitatorischen Synapsen war auf Grund morphologischer Kriterien in den EM-
Aufnahmen vermutet worden und wird durch die Kolokalisation von GKAP, PSD-95
und PIN in dendritischen Dornfortsétzen von hippocampalen Neuronen unterstitzt
(Naishitt et al., 2000). In Anbetracht dieser Ergebnisse, der hohen Konservierung PINs
in den verschiedenen Spezies, der Beteiligung an einer dystrophen Muskelerkrankung
und bei der Zusammensetzung von Neurotransmitterrezeptoren scheint auch bei der
Einordnung der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse die Berlicksichtigung eines
Uber die Inhibition von nNOS hinausgehendes Funktionsspektrum PINs als wesentlich.
PIN bildet Dimere, von denen beide Monomere Liganden binden kénnen (Liang et al.,
1999). PIN kann somit einen Interaktionspartner oder zwei voneinander unabhangige
Proteine binden. Diese strukturelle Eigenschaft 1&sst (Fuhrmann et al., 2002), zusammen
mit der stéchiometrischen Assoziation von Dynein und Myosin-VaKomplexen mit
PIN-Proteinen (King et al., 1996; Espindola et al., 2000) und der Anzahl der PIN-
bindenden Proteine eine Rekrutierung von vielféltigen Frachtproteinen durch PIN zu
den Motoproteinkomplexen vermuten. Diese Adaptorfunktion konnte an der 14 kD
Leichtkette Tctex-1 im Transportsystem der Rhodopsinvesikel vorgestellt werden (Tai
et al., 1999). Interaktionen von PIN sequestrierten die proaptotischen Proteine, Bim und
Bmf aus de Bcl-2 Proteinfamilie vom Aktin-Zytoskelett bzw. den Mikrotubuli
(Puthalakath et a., 2001; O'Connor et al., 1998).

In Drosophila melanogaster bindet PIN an Swallow, enem an der
mikrotubulusabhéngigen, asymetrischen Lokalisation der bicoid mRNS wahrend der
Midoogenese involviertem Protein. Eine Mutante ohne PIN-bindende Region von
Swallow ist weder am anterioren Pol der Oozyte lokalisiert, noch in der Lage, bicoid
MRNS von dort fernzuhalten (Schnorrer et a., 2000).

In mit afrikanischem Schweinefiebervirus (ASFV) infizierten Zellen kolokalisieren p54

und PIN am Mikrotubulusorganisationszentrum, welches eine Schllsselfunktion beim
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zu den Minusenden der Mikrotubuli gerichteten Transport innehat. Die Inhibition der
Dyneinfunktion verlangsamte die ASFV-Infektion (Alonso et al., 2001). Die
Einordnung der in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse hebt die Bedeutung einer zum
jetzigen Zeitpunkt noch unvollsténdigen Unterscheidung zwischen den oben zitierten
elementaren  zytoskelettalen und den daraus hervorgehenden vielféltigen
Interaktionsmdglichkeiten und den enzymihibitorischen Funktionen im zentralen
Nervensystem PINs hervor. MOogliche Veranderungen eines die NOS-Aktivitat
beeinflussenden Teiles der PIN-Transkripte in den ARe konnten gegeniiber der mRNS
eines Ubiquitar translatiertem Proteines einen so kleinen Bruchteil ausmachen, dass der

Nachweis einer veranderten Transkription misslingt.

4.2 PINist an der Apoptoseregulation durch COX-2 beteiligt.

Die antiaptotischen Eigenschaft PINs konnten auch in einer Arbeit gezeigt werden, in
der die PIN-Expression durch die Uberexpression der induzierbaren Form der
Zyklooxygenase (COX-2) an PC-Zellkulturen stimuliert wurde (Chang et a., 2000). In
adenoviral transfizierten, COX-2-Uberexpremierenden Zellen (PC-XII) wurde im
Vergleich zu pseudotransfizierten PC Zellen (PC-MT?) eine 6-fach héhere PIN mRNS
Menge im Northern blot gemessen. Aul3erdem war in PC-MT Zellen 3-6 h nach Entzug
des Nervenwachstumsfaktors (NGF) Caspase 3, einer Schllisselprotease in der
Vollzugsphase der Apoptose (Thornberry und Lazebnik, 1998), sowie ein 17 kd
schweres Spaltprodukt im Western blot im Vergleich mit PC-XI1 Zellen vermehrt
detektierbar. PIN-Uberexprimierende Zellen (PC-PIN) waren gegeniber durch NGF-
Entzug induzierter Apoptose resistenter als die Kontrollen. Wahrend in PC-12
Zellkulturen bis zu 30% der Zellen des Wildtyps (WT) 17 h nach NGF-Entzug als
apoptotisch identifiziert wurden, waren nur einzelne PC-PIN Zellen betroffen (Chang et
al., 2000; keine Prozentangabe angegeben). Die NNOS-Proteintranslation war in allen
Zelllinien erhoht. In PC-PIN und in PC-12 Zellkulturen ergaben sich, als Hinweis auf
eine Inhibition von NNOS durch PIN oder COX-2 aber deutlich niedrigere Werte in der
NNOS-Aktivitaétsmessung. Die Vermutung protektiver Eigenschaften der nNOS-
Inhibition durch PIN-Uberexpression wurde durch die Beobachtung erhértet, dass die
Gabe des selektiven nNOS-Inhibitors N°-(1-Imino-3-butenyl)-L-Ornithin (L-VNIO;

3 MT = mock transfected
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Babu und Griffith, 1998) in PC-MT Zellen Apoptose verhindern konnte, in PC-XI|
Zellen aber keinen positiven Effekt auf das Zelllberleben zeigte. Die Verabreichung des
NO-Donators, Diethylenetriamine-NO-Séure (DETA-NONate), fuhrte in PC-MT Zellen
zur vermehrten Aktivierung der Caspase-3, in PC-XII Zellen blieb eine gesteigerte
Aktivierung aus. Die von Chang et a. (2000) gemachten Untersuchungen
demonstrieren, dass die Induktion der Apoptose in differenzierten PC-12 Zellen nach
NGF-Entzug durch die Uberexpression von COX-2 verhindert werden kann. Die
antiapoptotische Funktion der COX-2 Uberexpression wird zumindest partiell auf die
Regulation von nNOS durch eine Hochregulation der PIN-Expression zurtickgefihrt.
Die PIN-Hochregulation war dabei von der Aktivitét des COX-2 Enzyms abhangig;
Indometacin, ein nichtsteroidales Antiphlogistikum (NSA), hemmte die Induktion der
PIN-Expression, wahrend sie durch Progtaglandin E, gesteigert wurde. Ein
Erklarungsmodell fir die durch COX-2 Uberexpression mdglicherweise eingeleitete
Schutzmechanismen wird in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Modell einer PIN ver mittelten Apoptoseregulation durch COX-2

NGF-Entzug fiihrt zu erhéhter nNOS Expression und Aktivitat in PC-12 Zellen. Uberschiissiges
NO und Superoxid tragt durch die Produktion von Peroxynitrit zum Zeltod be. Durch
Agonisten hervorgerufene Stimulation der COX-2 Expression geht mit der gesteigerten
Produktion von PGE; einher. PGE; wird von den Zellen freigesetzt und ist in der Lage, PG-
Rezeptoren zu stimulieren. Die dadurch induzierte PIN/DLC-1 Expressionssteigerung resultiert
zum einen in einer vermehrten Assoziation von PIN/DLC-1 mit n(NOS und reduziert so die NO-
und Superoxidproduktion. Zum andern wird die Aktivierung der Apoptose durch BIM inhibiert.

COX-2=induzierbare Zyklooxygenase, PIN/DLC-1=Protein Inhibitor of NOS Dynein light
chain-1, NGF=Nervenwachstumsfaktor, NNOS=neurale Stickstoff monoxidsynthase,
NO=Stickstoffmonoxid, PGE,=Prostaglandin E,.
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4.3 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgelegten Beobachtungen zeigen eine weitgehend unveranderte
Genexpression und Proteintranslation von PIN nach Axotomie (und Transplantation) in
retinalen Ganglienzellen von Ratten. Die bisher in der Literatur verdffentlichten
Untersuchungen am Axotomiemodell des optischen Nerven und am zerebralen
| schamiemodell lief3en eine Beteiligung des protein inhibitor of nitric oxide synthase an
der Regulation der neuronalen Stickstoffmonoxidsynthase via Genregulation oder
Veranderung des Aktivitétsniveaus vermuten. Die hier gezeigte Kolokalisation PINs
und NNOS in axotomierten retinalen Ganglienzellen und die bekannten Funktionen
PINs bildet einen Ausgangspunkt fur weitere Untersuchung der nNOS-

Regulationsmechanismen.

Das Axotomiemodell des optischen Nerven wird weithin angewendet, um die
molekularen Mechanismen der neuronalen Apoptose zu verstehen, die an der
Pathogenese humaner neurodegenerativer Krankheiten, zerebrovaskularen Stérungen
und zerebralen Traumata betelligt ist. Ziel ist die Identifikation neuer Zielstrukturen fir
neuroprotektive und regenerative Therapien. Wenn sich die an retinalen Ganglienzellen
gewonnen Erkenntnisse auch auf andere neuronale Zellpopulationen und
La&sionsmodelle Ubertragen lassen, kdnnen die hier vorgestellten Ergebnisse zu einem

erweiterten Verstandnis der Regulationsmechanismen von nNOS im ZNS beitragen.



5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der Expression des protein inhibitor of
neuronal nitric oxide synthase (PIN) in axotomierten Retinae adulter Ratten untersucht.
Durch Einsatz von mRNS-Sonden und monoklonalen Antikérpern konnte die
schichtenspezifische Verteilung der PIN-mRNS bzw. des PIN-Proteins in der Retina
dargestellt werden. Unter Verwendung von semiquantitativer- und Echtzeit-PCR sowie
Western blots wurden zeitliche und quantitative Bestimmungen der Expression
durchgefthrt. In Kolokalisationsexperimenten mit PIN- und nNOS-Antikdrpern wurde
deren rdumliche Vertellung in der Retina untersucht. Die Rolle PINs als Inhibitior der
neuronalen Stickstoffsynthase (NNOS) und als moglicher Bestandteil des

zytoskelettalen Dyneinmotorkomplexes wurde diskutiert.

In situ Hybridisierungen (ISH) haben die stérkste PIN-Expression in der retinalen
Ganglienzellschicht (GCL) und in der inneren Koérnerzellschicht (INL) gezeigt. Eine
regulierte Expression in axotomierten retinalen Ganglienzellen und ihren Kontrollen
war nicht nachweisbar. In Retinae transplantierter Tiere war zwar die Anzahl der PIN-
immunopositiven Zellen im Vergleich zu den axotomierten Retinae (ARe) erniedrigt.
Die Starke der Expression in einzelnen Zellen unterschied sich allerdings nicht
erkennbar von der in ARe. Die Befunde aus RT-PCR- und QE-PCR-Experimenten
haben in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ISH keine Hinweise auf eine
differentielle PIN-Expression ergeben: Zu den Zeitpunkten 6 h, 12 h, 1 d, 3dund 6 d
nach Axotomie fanden sich keine signifikanten Unterschiede der PIN-Expression

zwischen ARe und Kontrollretinae.

In ARe ist der Nachweis der Kolokalisation von PIN- und nNOS-Protein in Zellen der
retinalen  Ganglienzellschicht  erfolgt.  Ausschliefdlich  Uberlebende,  durch
fluorogoldmarkierte Neurone wiesen eine Doppelfarbung auf. Neben den retinalen
Ganglienzellen lief3en sich vereinzelt in der inneren Koérnerzellschicht Zellen mit PIN-
und NNOS-Antikorpern detektieren, wahrend die Ubrigen Zellschichten der Retina eine
diffuse Farbung aufwiesen. Quantitative Analysen mittels Western blots haben bestétigt,

dass PIN nach Axotomie nicht differentiell reguliert ist.
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PIN wirkt in verschiedenen Paradigmen neuroprotektiv, unter anderem, in dem es als
Inhibitor von NOS zur verringerten posttraumatischen NO-Produktion im zentralen
Nervensystem beitragt. PIN ist in der Retina sowohl in ihrem physiologischen Zustand
als auch in der axotomierten Retina vorhanden. Die vorliegende Arbeit gibt keine
Hinweise auf die zundchst vermutete Hochregulation von PIN nach Axotomie in

Uberlebenden retinalen Ganglienzellen.
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6.2 Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 14: verwendete AbkUr zungen

(Wiv) Masse/Volumen (weight/volume)

ADP Adenosindiphosphat

AGS Gewebeschnitte axotomierter Tiere

AK Antikorper

AP-2 activation protein-2

AR Axotomierte Retina

AS Aminosaure(n)

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchonininsaure

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-phosphat

BDNF brain derived neurotrophic factor

Bp Basenpaare

BRD Bundesrepublik Deutschland

BSA Rinderserumalbumin

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

CAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

CAPON carboxy-terminal PDZ ligand of nNOS

cDNS Copy-Desoxyribonukleinsaure

cGB-PDE cGMP-bindende PDE

cGI-PDE cGMP-inhibierte PDE

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

cG-PK cGMP-abhéangiger PK

cGS-PDE cGMP-stimulierte PDE

CH Schweiz

COX Zyklooxygenase

CpiMB current protocols in molecular biology

Css color substrate solution

CTG Cytidintriphosphat

CT-Wert Zeigt die Zykluszahl in der QE-PCR an, die gerade noch
deutlich vom Hintergrundsignal abzugrenzen ist.

d Tage

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DIG-UTP Digoxigeninmarkiertes Uridintriphosphat

DMD Muskeldystrophie Typ Duchenne

DMF Dimethylformamid
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DNS

Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynucleotidtriphosphat

DTE Dithioerythritol

DTT Dithiotreiol

ECL Elektrochemolumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraessigséaure

eNOS Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
FAM Fluorescein

GABAA Gammaaminobuttersaure

GCL Ganglienzellschicht (ganglion cell layer)

GD Gyrus dentatus

GKAP guanylate kinase domain-associated protein
GS Gewebsschnitt

GST Glutathion-S-Transferase

GTC Guanidinisothiocyanat

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HC Hippocampus

HEK human embryonal kidney

HNF-3 beta Hepatischer nuklearer Faktor 3 beta

Hp Hybridisierungspuffer

HRP horseradish peroxidase

HSF-2S heat shock factor-2 site

IC intermediate chain

INL Innere Kornerzellschichtschicht (inner nuclear layer)
INOS Induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase

IPL Innere plexiforme Schicht (inner plexiform layer)
IRF-1 Interferonregulierender Faktor 1

ISH In situ Hybridisierung

kD Kilodalton

KISE Kainatinduzierter Status epilepticus

KR Kontrollretina

KS Kryostatschnitte

LGZ Ldsliche Guanylylzyklase

LPS Lipopolysacceride

Mabs maleine buffered saline

min. Minuten

MMLV-RT Reverse Transkriptase aus dem Moloney murine leukemia

virus
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MT pseudotransfiziert=mock transfected

MZFKS Myeloische Zinkfingerkonsensussequenz

NBT Nitrobluetetrazoliumchlorid

NGF neuronal growth factor

nNOS Neuronale Stickstoffmonoxidsynthase

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthetase

NT Nukleotid(e)

oD Optische Dichte

ON Nervus opticus

ONL AuRere Kornerzellschichtschicht (outer nuclear layer)

OPL AuRere plexiforme Schicht (outer plexiform layer)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PAK Priméarantikorper

PBR PIN-bindende Region

PBS phosphat buffered saline

PBS-T phophate buffered saline tween

PC Zellen aus einer Phdochromozytomzelllinie

PC-PIN PIN Uberexprimierende Zellen aus der
Phaochromozytomzelllinie

PCR polymerase chain reaction

PC-XII COX-2 Uberexprimierende Zellen aus der
Phaochromozytomzelllinie

PDE Phosphodiesterase(n)

PFA Paraformaldehyd

PG Prostaglandin

PIN protein inhibitor of NNOS

PINB(R) PIN-bindenden Region

PK Proteinkinase(n)

PKA Proteinkinase A

PMSF Polymethylsulfonylfluorid

PSD postsynaptic density protein

PVDF Polyvinylidendifluorid

QE-PCR Quantitative Echtzeit-PCR

RGZn Retinale Ganglienzellen

RM Ruckenmark

Rnase Ribonuklease

RNS Ribonukleinséure

Rp Reaktionspuffer

RT Reverse Transkriptase

RTD-PCR Echtzeitnachweis-PCR (real-time detection)

RT-PCR Polychainreaktion mittels reverser Transkriptase
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S Sekunden

SAK Sekundarantikorper

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfatpolyacrylamidgelelektro-phorese
SREBP1 sterol regulatory element-binding proteinl
SSC Natriumchlorid/Natriumcitratpuffer

Tag- DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus
Polymerase

TBS tris buffered saline

TE 10 mM Tris-Cl, 1ImM EDTA (pH 8,0)

TEA Triethanolamin

TGS Gewebsschnitt transplantierter Tiere

TR Transplantierte Retina

Tris Trishydroxymethylaminoethan

tRNS Transfer-RNS

U Einheiten

USF upstream stimulating factor

UTP Uridintriphosphat

Vol. Volumen

YPRO Pseudoprolin

ZNS Zentrales Nervensystem
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6.3 Bezugsquellenverzeichnis

Tabelle 15: Hersteller und Lieferanten

Hersteller/Lieferant PLZ Ort Land
Adobe Systems GmbH 85716 |Unterschleissheim BRD
Amersham Bioscience Europe |79111 |Freiburg BRD
GmbH
Applied Biosystems Applera |64331 |Weiterstadt BRD
Deutschland GmbH
Beckmann Coulter GmbH 85716 |Unterschlei3heim- BRD
Lohhof
Bibliographix GmbH 31141 |Hildesheim BRD
BioRad GmbH 80939 [Minchen BRD
Boehringer Mannheim GmbH 68298 |Mannheim BRD
Charles River Wiga 97633 |Sulzfeld BRD
Dianova-Immunotech 20095 |Hamburg BRD
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