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1 Abkurzungen und Nomenklatur

1.1 Abkiirzungen

ABC ATP-Bindungskassette (engl.: ATP binding cassette)

AIDS erworbenes Immundefizienzsyndrom (engl.: acquired immuno-
deficiency syndrome)

ANOVA Varianzanalyse (engl.: analysis of variance)

AP Alkalische Phosphatase

AP-1 engl.: activator protein 1

APK Astrogliareiche Priméarkultur(en)

APN Aminopeptidase N

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)
BSO L-Buthioninsulfoximin

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

cAMP 3’,5’-cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA komplementédre Desoxyribonucleinsiure (engl.: complementary
deozyribonucleic acid)

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regqulator
CHX Cycloheximid

CID engl.: collison induced dissociation
CKZ Cerebellare Kornerzellen

DA Dopamin

DAPI 4’ 6-Diamidino-2-phenylindol

DD engl.: death domain

DFX Desferoxamin
DMEM  Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium

DNA Desoxyribonucleinsiure (engl.: deoxyribonucleic acid)



1 Abkiirzungen und Nomenklatur

10

dNTP
DTNB
B

EDTA
EGFP

ELISA
engl.
ER

ESI
FAC
FCS
FIA
GalC
GAP-43
GCNA
GFAP
~vGT
GPx
GR
GSH
GS-SC
GSSG
GSx
GS-X
HEK-Zellen
HEPES
HIV
Hrsg.
HS
HPLC
IAA
I[FN~
IgG
IL-16
iNOS

Desoxyribonucleosidtriphosphate

5,5 "-Dithio-bis(nitrobenzoesiure)

Embryonaltag

Ethylendiamintetraacetat

verstarkt griinfluoreszierendes Protein (engl.: enhanced green
fluorescent protein)

engl.: enzyme-linked tmmunosorbent assay

englisch

endoplasmatisches Reticulum

Electrospray-Ionisation

Ammoniumeisen(III)citrat (engl.: ferric ammonium citrate)
fetales Kéalberserum (engl.: fetal calf serum)

engl.: flow injection analysis

Galactocerebrosid

engl.: growth-associated protein-43
vGlutamyl-(3-Carboxy-4-Nitroanilid)

gliales fibrillares saures Protein (engl.: glial fibrillary acidic protein)
~vGlutamyltranspeptidase

Glutathionperoxidase(n)

Glutathionreductase

Glutathion (reduziertes Glutathion)

Glutathionylcystein

Glutathiondisulfid (oxidiertes Glutathion)

Gesamtglutathion (Menge an GSH + 2 x Menge an GSSG)
Glutathionkonjugat

humane embryonale Nierenzellen (engl.: human embryonal kidney)
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonséure)

humanes Immundefizienzvirus

Herausgeber

Pferdeserum (engl.: horse serum)

engl.: high performance liquid chromatography

Todacetamid

Interferon ~

Immunglobulin G

Interleukin-173

induzierbare Stickoxidsynthase (engl.: inducible nitric ozide syn-
thase)



IP
IPS
kb

LDH
LPS
MAP
MM
MOI

mRNA

MS
MSK
MS/MS

NADH
NADPH
NFxB
NPK
1.s.

n.u.
OATP
ORF
OSK
PBS

PCR
PDI
PS
RNA
RSS
RT
SD
SNP
SOD
SSS

1.1 Abkiirzungen

Inkubationspuffer

Idiopathisches Parkinsonsyndrom

kilo-Base(n) (1000 x bp)

Michaelis-Menten-Konstante

Lactatdehydrogenase

Lipopolysaccharide

mitogen activated protein

Minimimalmedium

Viruspartikelkonzentration im Verhéltnis zur Zellkonzentration
(engl.: multiplicity of infection)

Botenribonucleinsidure (engl.: messenger ribonucleic acid)
multidrug-resistance-Protein

Multiple Sklerose

microgliareiche Sekundérkultur(en)

Tandem Massenspektrometrie

Verhaltnis Masse zu Ladung

reduziertes Nicotinsdureamidadenindinucleotid
reduziertes Nicotinsdureamidadenindinucleotidphosphat
Nucledrer Faktor kB

neuronenreiche Primérkultur(en)

nicht signifikant

nicht untersucht

organic anion transporter Protein

offener Leserahmen (engl.: open reading frame)
oligodendrogliareiche Sekundéarkultur(en)
phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung
(engl.: phosphate-buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
Proteindisulfidisomerase

Penicillin /Streptomycin

Ribonucleinséure (engl.: ribonucleic acid)

reaktive Sauerstoffspezies

reverse Transkription

Standardabweichung(en) (engl.: standard deviation)
Nitroprussid Natrium (engl.: sodium nitroprusside)
Superoxiddismutase(n)

Sulfosalicylsaure

11



1 Abkiirzungen und Nomenklatur

TACE
TAE
TNFa
TNF-R
TRAF
Tris

U

u.a.
usw.
2VP
Vinax
v/v/v
w/v
z.B.

TNFa converting enzyme
Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat-Puffer
Tumor-Nekrose-Faktor o
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter Faktor
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Einheit (engl.: unit)

unter anderem

und so weiter

2-Vinylpyridin

Maximalgeschwindigkeit

Volumen /Volumen /Volumen
Gewicht/Volumen (engl.: weight per volume)

zum Beispiel

1.2 Nomenklatur

Zur Unterscheidung von neuralen Zellen in Kultur und im Gehirn werden Zellen in
Kultur als Astrogliazellen, Microgliazellen und Oligodendrogliazellen bezeichnet. Sind

die entsprechenden Zellen in vivo gemeint, werden sie als Astrocyten, Microglia bzw.

Oligodendrocyten bezeichnet.

Soweit sinnvoll und vorhanden sind in dieser Arbeit deutsche Fachbegriffe verwendet
worden. Sofern keine geeigneten deutschen Fachbegriffe genutzt werden konnten oder
deutsche Begriffe keine eindeutige Bezeichnung darstellten, wurden englische Fach-

begriffe verwendet. Diese sind, ebenso wie alle anderen Begriffe aus Fremdsprachen,

kursiv geschrieben.
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2 Einleitung

2.1 Glutathion: Funktionen und Stoffwechsel

2.1.1 Funktionen

Das Tripeptid Glutathion (GSH; 7-Glutamylcysteinylglycin) ist ein zelluldres Thiol,
das in Sdugerzellen in Konzentrationen bis zu 12 mM vorkommt (Dringen, 2000). Seine
Funktionen sind vielfiltig. Es fungiert als Antioxidationsmittel, als Reaktionspartner
fiir die Entgiftung endogener Substanzen und Xenobiotika, als Cofaktor in Isomeri-
sierungsreaktionen und es ist eine Speicher- und Transportform fiir Cystein (Meister
und Anderson, 1983; Cooper, 1997; Wu et al., 2004). GSH ist aukerdem essentiell fiir
die Proliferation von Zellen (Poot et al., 1995) und erhélt das Thiol-Redox-Potential
in Zellen, indem es Sulthydrylgruppen von Proteinen im reduzierten Zustand halt
(Cotgreave und Gerdes, 1998). Weiterhin wird vermutet, daly GSH auch eine Rolle
bei der Regulation der Apoptose spielt (Ghibelli et al., 1998; Hall, 1999; Sen, 2000).
Im endoplasmatischen Reticulum (ER) ist Glutathion/Glutathiondisulfid als Redox-
puffer an der Faltung von Proteinen beteiligt (Wilkinson und Gilbert, 2004). Das
Glutathionsystem ist sehr wichtig fiir die zelluldre Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies
(RSS). GSH reagiert dabei einerseits direkt in nichtenzymatischen Reaktionen mit
Radikalen, andererseits ist GSH Elektronendonor in der durch Glutathionperoxidasen
(GPx) katalysierten Reduktion von Peroxiden (Chance et al., 1979; Saez et al., 1990;
Winterbourn und Metodiewa, 1994; Wu et al., 2004; Dringen et al., 2005).

2.1.2 Biosynthese

GSH wird in vivo durch zwei aufeinanderfolgende enzymkatalysierte Reaktionen syn-
thetisiert. yGlutamylcysteinsynthetase katalysiert die Kondensation von Cystein und
Glutamat zum Dipeptid yGlutamylcystein. In der durch Glutathionsynthetase kataly-
sierten Reaktion reagiert dieses Dipeptid mit Glycin zum Tripeptid GSH. Cosubstrat
dieser beiden Enzyme ist ATP (Meister, 1974). yGlutamylcysteinsynthetase ist das

13



2 FEinleitung

geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Synthese von GSH und wird in negativer
Riickkopplung durch GSH gehemmt (Richman und Meister, 1975; Misra und Griffith,
1998). Dadurch wird der intrazelluldre Spiegel an GSH reguliert und die Synthese dem
Verbrauch von GSH angepaft.

2.1.3 Intrazellularer Metabolismus

GSH ist an der Entgiftung von RSS durch zwei verschiedenen Reaktionstypen betei-
ligt. Einmal reagiert GSH nichtenzymatisch mit Radikalen wie Superoxidradikalan-
ionen, Stickstoffmonoxid oder Hydroxylradikalen (Clancy et al., 1994; Winterbourn
und Metodiewa, 1994; Singh et al., 1996; Dickinson und Forman, 2002), zum anderen
ist GSH Elektronendonor bei der Reduktion von Peroxiden durch GPx (Chance et al.,
1979; Dringen et al., 2005). Das Endprodukt der Oxidation von GSH ist Glutathion-
disulfid (GSSG). Bisher sind mehrere Selenocystein enthaltende Isozyme der GPx
beschrieben worden (Ursini et al., 1995; Arthur, 2000). Intrazellular wird GSH durch
die Reduktion von GSSG regeneriert. Diese Reaktion wird durch Glutathionreduktase
(GR) katalysiert, ein Flavoenzym, das den Transfer von Elektronen von NADPH auf
GSSG vermittelt (Lopez-Barea et al., 1990; Dringen und Gutterer, 2002).

Waihrend der Reaktionen, die durch GPx und GR katalysiert werden, wird GSH
nicht verbraucht, sondern regeneriert. Im Gegensatz dazu wird die Konzentration von
GSH bei der Bildung von Glutathion-S-Konjugaten durch Glutathion-S-Transferasen
(Salinas und Wong, 1999) oder durch Freisetzung von GSH aus Zellen (Kaplowitz
et al., 1996; Dringen und Hirrlinger, 2003) verringert. Das bei diesen Reaktionen

verbrauchte GSH muft durch de novo-Synthese ersetzt werden.

2.1.4 Export von Glutathion

GSH wird von verschiedenen Zellen und Geweben freigesetzt. Beispielsweise geben
Hepatocyten grofe Mengen GSH an die Galle und an das Blut ab (Akerboom und
Sies, 1989; Ballatori und Rebbeor, 1998; Paulusma et al., 1999). Verantwortlich fiir
den Export von GSH sind zum einen Transporter der Familie der multidrug resistance-
Proteine (Mrp) (Ballatori und Rebbeor, 1998; Paulusma et al., 1999; Lai und Tan,
2002; Rius et al., 2003). Mrp gehoren zur Untergruppe C der ATP-Bindungskassetten-
Transporter (ABC-Transporter; Borst et al., 1999; Klein et al., 1999; Borst und
Elferink, 2002). Zu dieser Untergruppe gehort auch das CETR-Protein (CFTR: cystic

fibrosis transmembrane conductance regulator) (Borst et al., 1999; Klein et al., 1999),

14



2.1 Glutathion: Funktionen und Stoffwechsel

das ebenfalls GSH aus Zellen exportiert (Kogan et al., 2003; Day et al., 2004). Weite-
re Transporter fiir GSH gehoren zur Familie der ATP-unabhéngigen Transporter von

organischen Anionen (OATP: organic anion transporter Protein) wie die Transporter

OATP1 und OATP2 (Ballatori und Rebbeor, 1998; Li et al., 2000).

Auch GSSG wird von Zellen exportiert. Wiahrend oxidativem Stref wurde die Frei-
setzung von GSSG fiir Erythrocyten (Srivastava und Beutler, 1969), fiir Hepatocyten
(Eklow et al., 1981), fir Astrocyten (Hirrlinger et al., 2001, 2002d) und fiir verschie-
dene Gewebe beschrieben (Sies und Akerboom, 1984). Exportiert wird GSSG durch
die Transporter Mrpl und Mrp2 (Leier et al., 1996; Paulusma et al., 1999; Hirrlinger
et al., 2001, 2002d). Neben GSH und GSSG sind auch Glutathion-S-Konjugate Sub-
strate verschiedener Mrp (Keppler et al., 1998).

2.1.5 Extrazellularer Metabolismus

Extrazellulares GSH und Glutathionkonjugate sind Substrate der yGlutamyltrans-
peptidase (yGT; siehe 2.2). Das Enzym katalysiert die Hydrolyse von GSH und den
Transfer der y-Glutamyl-Einheit von GSH oder Glutathion-S-Konjugaten auf einen
Aminosédureakzeptor und setzt dadurch das Dipeptid Cysteinylglycin bzw. Cysteinyl-
glycinkonjugate frei (Tate und Meister, 1981; Meister und Tate, 1976; Commandeur
et al., 1995). Das Dipeptid Cysteinylglycin kann durch Ectopeptidasen zu Cystein und
Glycin hydrolysiert werden (Tate, 1985), die dann nach Aufnahme in Zellen wieder
der Synthese von GSH zur Verfiigung stehen. In Astrogliazellen kann Cysteinylglycin
aber auch tiber einen Peptidtransporter aufgenommen werden (Dringen et al., 1997b,
1998a).

~vGT spielt eine wichtige Rolle beim Stoffwechsel (Entgiftung) von Xenobiotika und
endogenen Substanzen, die durch eine Glutathion-S-Transferase an die Sulfhydryl-
gruppe des GSH konjugiert werden. Die dabei entstehenden Glutathion-S-Konjugate
sind Substrate der yGT (Wang und Ballatori, 1998), die den -Glutamylanteil ab-
spaltet. Nach weiteren Modifizierungen, der Abspaltung des Cysteinrests und N-
Acetylierung, konnen die Substanzen mit dem Urin ausgeschieden werden (Taniguchi
und ITkeda, 1998). Dieser Stoffwechsel der Glutathion-S-Konjugate ist nicht nur fiir
die Entgiftung von Xenobiotika relevant, sondern auch fiir den Stoffwechsel endogener
Substanzen, wie z. B. die Umwandlung von Leukotrien C4 in Leukotrien D4 (Anderson
et al., 1982) und den Prostaglandinstoffwechsel (Cagen et al., 1976).

In Gegenwart von RSS reagiert GSH mit Catecholaminen zu Cysteinylkonjugaten

dieser Catecholamine (Spencer et al., 1998), die dann durch extrazelluldre yGT abge-
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2 FEinleitung

baut werden (Wang und Ballatori, 1998). Durch die Katalyse einer membransténdigen
Oxidase wird extrazelluldres GSH im Gehirn und anderen Geweben zu GSSG oxidert
(Tate und Orlando, 1979). Der Stoffwechsel von extrazellulirem GSSG ist bisher an
Leber, renalen Tubuluszellen und Diinndarmmucosazellen der Ratte untersucht wor-
den. In den untersuchten Zelltypen und Geweben wurde GSSG wie GSH durch yGT
gespalten und abgebaut (Hahn et al., 1978; Grafstrom et al., 1980).

2.2 ~vGlutamyltranspeptidase

vGlutamyltranspeptidase (yGT) (EC 2.3.2.2) ist ein Schlisselenzym im Glutathion-
metabolismus und spielt eine zentrale Rolle beim Abbau von extrazellularem GSH und
bei der Bereitstellung von Substraten fiir die Synthese von GSH (Meister und Tate,
1976; Meister und Anderson, 1983). vGT ist ein membrangebundenes Ectoenzym, das
sowohl den Transfer der y-Glutamyl-Einheit von GSH oder Glutathion-S-Konjugaten
auf einen Aminosdureakzeptor als auch die Hydrolyse von GSH katalysiert (Tate und
Meister, 1981; Meister und Tate, 1976). In Sdugetieren findet man die hochste Akti-
vitdt der yGT in der Niere. Weitere Gewebe, die yGT-Aktivitat aufweisen, sind u.a.
Pankreas, Epididymis, Jejunum, Leber und Milz (Tate und Meister, 1981).

~vGT ist ein glycosyliertes Heterodimer, das iiber eine kurze, hydrophobe N-termi-
nale Region in der Zellmembran verankert ist (Tate und Meister, 1976, 1985). Die Un-
tereinheiten haben eine molekulare Masse von ungefihr 22 kDa (leichte Untereinheit)
und, je nach Spezies, von 46 oder 65 kDa (schwere Untereinheit) (Tate und Meister,
1976). Die Bindungsstelle fiir den ~-Glutamylrest ist auf der leichten Untereinheit
lokalisiert (Tate und Meister, 1981). Das Enzym wird als monomere nichtglycosylier-
te Polypeptidkette synthetisiert. Das Polypeptid wird noch wahrend der Translation
glycosyliert, in die Membran des endoplasmatischen Reticulums integriert (Nash und
Tate, 1982, 1984) und autokatalytisch in die beiden Untereinheiten gespalten (Suzuki
und Kumagai, 2002). Die ungespaltene Form der yGT weist nur etwa 2 % der Aktivi-
tat des reifen heterodimeren Enzyms auf (Tate, 1986). Es wird angenommen, daf die
Polypeptidkette schon wahrend der Glycosylierung gespalten wird bevor das Enzym
die Membranaufenseite erreicht (Tate und Meister, 1985).

Struktur und Organisation des Gens der vGT sind vielfach untersucht worden. In
Maus und Ratte wurde jeweils ein Gen nachgewiesen, dessen Transkription bei der
Maus durch bis zu sechs Promoter reguliert wird, so daf bis zu sechs verschiedene

mRNAs erzielt werden kénnen (Rajagopalan et al., 1993). In der Ratte sind bislang
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vier Promoter identifiziert worden, die zu fiinf verschiedenen mRNAs fiihren kénnen
(Okamoto et al., 1994). Beim Menschen sind die Gene der yGT auf dem Chromosom
22q11 lokalisiert (Figlewicz et al., 1993; Collins et al., 1997). Es gibt bis zu sieben
humane Gene, aber nur eins codiert ein komplettes funktionelles Protein (Lieberman
et al., 1995; Chikhi et al., 1999). Bei der Transkription des Gens durch mehrere Pro-
moter entstehen verschiedene RNAs, die zu dem gleichen Protein fithren. Es wird
vermutet, daf dies eine Rolle in der gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression
der vGT spielt (Lieberman et al., 1995; Chikhi et al., 1999; Visvikis et al., 2001).

Die Aktivitdt der yGT wird durch eine Vielzahl von Substanzen reguliert. Beein-
flusst wird die Aktivitat durch Effektoren wie Wachstumshormon (Brown-Borg et al.,
2004), Glucocorticoide (Stastny und Lisy, 1981), 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (Garcion
et al., 1996, 1999), Thyroidhormon (Hemmings und Storey, 1999) und Retinséure
(Tsao und Batist, 1988). Ebenfalls erhthend auf die Aktivitdt der vyGT wirken Li-
popolysaccharide (LPS; Garcion et al., 1999), Stickstoffmonooxid (NO; Gegg et al.,
2003) und Tumor-Nekrose-Faktor oo (TNFa; Ruedig und Dringen, 2004).

Die Bedeutung der vGT fiir den GSH-Stoffwechsel wird in yGT-defizienten Mausen
besonders deutlich. Das Ausschalten des Gens der yGT fiihrt bei Mausen zu einem
retardierten Wachstum und fehlender Geschlechtsreife. Die Tiere sterben im Alter
von ca. 10 Wochen und entwickeln haufig Katarakte. Die GSH-Konzentrationen in
Plasma und Urin sowie in verschiedenen Geweben sind erhoht (Lieberman et al.,
1996; Harding et al., 1997), die Konzentration von Cyst(e)in im Plasma hingegen
erniedrigt (Lieberman et al., 1996). Glutathionurie und Glutathiondmie treten auch
bei Patienten mit einem Mangel an yGT auf. Diese Patienten haben ebenfalls ein
verlangsamtes Wachstum und sind geistig retardiert (Schulman et al., 1975; Wright
et al., 1980; Hammond et al., 1999; lida et al., 2005).

Inhibiert werden kann yGT durch die y-Glutamyl-Antagonisten 6-Diazo-5-Oxo-L-
Norleucin und L-Azaserin (Inoue et al., 1977; Tate und Meister, 1977). Weitaus effek-
tiver und spezifischer wird die yGT aber durch Acivicin inhibiert (Stole et al., 1994).
Dieser Inhibitor derivatisiert spezifisch den Threoninrest 523 und den Serinrest 405
der vGT (Stole et al., 1990, 1994) und inaktiviert damit das Enzym.
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2.3 Glutathionstoffwechsel im Gehirn

2.3.1 Zelltypen des Gehirns

Das Gehirn des Menschen und der hoheren Séugetiere ist ein sehr kompliziert auf-
gebautes Organ. Kleinere zelluldre Einheiten setzen sich zu groferen funktionellen
Arealen zusammen, die ihrerseits iibergeordnete Gehirnbereiche bilden. Damit ver-
bunden ist eine Spezialisierung der Struktur, die bis in die geweblichen Feinstrukturen
reicht. Die Anzahl von Verschaltungen zwischen Neuronen und die morphologischen
und funktionellen Verkniipfungen der verschiedenen Zelltypen des Gehirns sind kaum
zu iiberblicken. Neben den Neuronen, die fiir die Erregungsfortleitung, die Signalverar-
beitung und die Informationsintegration verantwortlich sind, bilden die Gliazellen die
zweite Sdule der Funktionen des Gehirns (Somjen, 1988; Kettenmann und Ransom,
1995). Gliazellen lassen sich einteilen in Macroglia (Astrocyten, Oligodendrocyten
und Ependymzellen) und Microglia. Die Eigenschaften von Zellen eines Zelltyps im
Gehirn konnen sich dabei je nach Lokalisation und Aufgaben stark unterscheiden
(Denis-Donini et al., 1984; Prochiantz und Mallat, 1988; Raine, 1999).

Mit steigender Gehirnkomplexitéat und Phylogenie steigt auch die Anzahl der Astro-
cyten im Gehirn relativ zur Gesamtzellzahl und zur Anzahl der Neuronen. In weniger
entwickelten Organismen iiberwiegt die Anzahl der Neuronen, im humanen Gehirn
sind Astrocyten der am haufigsten vorkommende Zelltyp (Nedergaard et al., 2003).
Astrocyten formen ein dichtes Netzwerk aus Zellfortsiatzen, die sich um andere Zellen
herum legen, und bilden nicht nur einen morphologischen, sondern auch einen funk-
tionellen Verband (Nedergaard et al., 2003). Astrocyten spielen eine wichtige Rolle in
der Aufrechterhaltung der Funktionen des Gehirns (Kirchhoff et al., 2001). Sie unter-
stiitzen die neuronale Erregungsfortleitung, indem sie Neurotransmitter wie Glutamat
und Tonen wie K* aufnehmen und so zur Beendigung der Neurotransmission und zur
Aufrechterhaltung der Ionenhomdéostase beitragen (Swanson, 2005; Newman, 2005;
Coles und Deitmer, 2005). Astrocyten sind aber auch bidirektionale Kommunikations-
partner von Neuronen. Sie erhalten Signale von benachbarten Neuronen und kénnen
darauf durch Freisetzung neuroaktiver Substanzen reagieren. Als Folge einer erhoh-
ten intrazelluldren Calciumionenkonzentration kénnen Astrocyten mit der Freisetzung
von Glutamat und/oder Adenosintriphosphat (ATP) reagieren, die als Gliatransmit-
ter prasynaptische oder postsynaptische Neuronen beeinflussen (Parpura et al., 1994;
Pasti et al., 1997; Newman, 2005).

Neuronen sind die am meisten polymorphen Zellen des menschlichen Organismus.
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Sie haben eine Vielzahl von Fortsétzen (Dendriten und Axone), die in der Regel den
Grofsteil der Zelloberflache ausmachen. Sie zeichnen sich durch ihre Fahigkeit zur Bil-
dung von Aktionspotentialen aus. Axone sind im Gegensatz zu Soma und Dendriten
héufig myelinisiert, wodurch ihre Effizienz zur Reizweiterleitung erhoht ist (Raine,
1999; Thompson, 2000). Neuronen fithren die Erregungsleitung, Verschaltung und
Prozessierung von Information und die Steuerung willkiirlicher und unwillkiirlicher
Bewegungen und Vorgénge aus. Die Zellen konnen durch mehrere Kriterien charak-
terisiert werden, z.B. durch den auf Zielzellen ausgeiibten Effekt (inhibitorisch, ex-
zitatorisch, sekretorisch), durch ihre Funktion (sensorisch, motorisch oder verschal-
tend), oder durch die verwendeten Neurotransmitter (Glutamat, Glycin, Dopamin
usw.). Diese Einteilung beriicksichtigt nicht, daf viele Neuronen auch mehrere Neuro-
transmitter verwenden konnen (Changeux, 1986; Hoekfelt et al., 1986; Raine, 1999;
Thompson, 2000). Die neuronale Zellpopulation ist bereits kurz nach der Geburt fest-
gelegt. Reife Neuronen kénnen sich nicht mehr teilen. Obwohl im menschlichen Gehirn
pro Tag bis zu 20.000 Neuronen zugrunde gehen, die in den meisten Gehirnarealen
nicht ersetzt werden konnen (Raine, 1999), werden die Funktionen des Gehirns den-
noch in der Regel bis ins hohe Alter erfiillt. Nur in bestimmten Bereichen des adulten

Gehirns werden aus neuralen Stammzellen Neuronen generiert (Lie et al., 2004).

Microgliazellen repréasentieren im Gehirn bis zu 20 % der gesamten Zellpopulation
(Streit, 2005). Sie wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben, genauer
untersucht wurde dieser Zelltyp aber erst in den letzten 20 Jahren. Microgliazellen
iiben im Gehirn dhnliche Funktionen aus wie Macrophagen in der Peripherie. Sie tei-
len mit Macrophagen einige wesentliche biochemische, entwicklungsgeschichtliche und
physiologische Merkmale. Microgliazellen sind aber im Gegensatz zu Macrophagen
echte parenchymale Zellen, da sie aufterhalb der Basalmembran der Blutkapillaren
vorkommen (Streit, 2005). Sie zeigen ein ausgeprigtes Territorialverhalten, d.h. in
vivo besteht zwischen zwei Microgliazellen immer ein gewisser Abstand. Microglia-
zellen kénnen im adulten Gehirn in verschiedenen Zustédnden vorliegen: als ruhende
ramifizierte Zellen, als aktivierte reaktive Zellen und als runde phagocytierende Zellen
(Streit, 2005). Microgliazellen sind an vollig unterschiedlichen Vorgédngen im Gehirn
beteiligt, z.B. an der Regulation der Proliferation von Astrocyten (Giulian und Baker,
1985) und an immunologischen Prozessen. Dabei wirken sie wie Macrophagen, als an-
tigenprasentierende Zellen und als Immuneffektorzellen bei lokalen entziindlichen Re-
aktionen des Gehirns (Giulian, 1987; Nelson et al., 2002). Nach akuten Verletzungen
des Gehirns haben Microglia eine zentrale Rolle bei der Regulation posttraumatischer

Mechanismen, indem sie Cytokine und deren Rezeptoren exprimieren (Streit, 2005).
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Oligodendrocyten bilden die Myelinschicht um Axone von Neuronen im Gehirn
(Baumann und Pham-Dinh, 2001; Butt, 2005). Die Zusammensetzung des Myelins ist
dabei einzigartig. Es ist sehr reich an Lipiden und zugleich arm an Wasser, so dafs eine
elektrische Isolierung der Axone gewéhrleistet wird (Baumann und Pham-Dinh, 2001).
Myelinhiillen sind die Verlangerungen der Plasmamembran von Oligodendrocyten, die
um die Axone gewickelt sind. Die Zellen bilden dabei Myelinsegmente, zwischen denen
die Ranvierschen Schniirringe liegen. Diese Anordnung ermdoglicht eine saltatorische
Erregungsleitung entlang der Axone, wodurch auch diinne, feine Nervenfasern Impulse
sehr schnell weiterleiten kénnen (Baumann und Pham-Dinh, 2001). Eine Schiadigung
des Myelins spielt eine entscheidende Rolle bei pathologischen Prozessen wie der Multi-
plen Sklerose (MS). MS ist eine chronisch-entziindliche demyelinisierende Erkrankung
des zentralen Nervensystems. Die Ursachen der Erkrankung sind bislang ungeklart
(Keegan und Noseworthy, 2002).

2.3.2 Glutathionstoffwechsel

Der Gehalt des Gehirns an GSH wird vermutlich groftenteils durch die Wiederver-
wendung der Bestandteile des GSH aufrecht erhalten (Dringen, 2000). Vorstufen von
GSH konnen aber auch durch die Blut-Hirn-Schranke aus der Peripherie ins Gehirn
transportiert werden. So gelangen Cystein und Glutamin iiber verschiedene Trans-
portsysteme in das Gehirn (Wade und Brady, 1981; Xiang et al., 2003). Es gibt aber
auch Hinweise auf einen Transport von GSH aus der Peripherie in das Gehirn (Kannan
et al., 1992; Zlokovic et al., 1994). Unklar aber ist, ob GSH intakt importiert wird
(Dringen, 2000), oder ob die Aufnahme von GSH in das Gehirn vom Abbau des Mole-
kiils durch yGT an der luminalen Seite der Endothelzellen abhéngt (Jain et al., 1991).
In welchem Umfang der Transport von GSH aus der Peripherie zur Aufrechterhaltung
der GSH-Homoostase im Gehirn beitrégt ist noch unklar (Dringen, 2000).

Synthetisiert wird GSH im Gehirn auf gleichem Wege wie in anderen Geweben
(Dringen, 2000). Die beiden beteiligten Enzyme GSH-Synthetase und ~yGlutamyl-
cysteinsynthetase wurden im Gehirn mit der héchsten spezifischen Aktivitat im cho-
roidalen Plexus nachgewiesen (Tate et al., 1973; Okonkwo et al., 1974). GSH liegt im
Gehirn in Konzentrationen von 1 bis 3 mM vor (Cooper, 1997). Die Konzentration an
GSH im Gehirn wird durch direkte Applikation von Synthesevorstufen (Pileblad und
Magnusson, 1992) oder leichte -Strahlung (Kojima et al., 1998) erhoht. Die Gabe
von BSO verringert die GSH-Konzentration (Jain et al., 1991; Wiillner et al., 1999).

Astrogliazellen und Neuronen bevorzugen fiir die Synthese von GSH jeweils unter-
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schiedliche extrazelluldre Substrate. Astrogliazellen synthetisieren GSH in Gegenwart
von extrazelluldrem Cystin und Glutamat bzw. Glutamin (Kranich et al., 1996; Sun
et al., 2005), Neuronen dagegen bevorzugen extrazelluldres Cystein und Glutamin
(Kranich et al., 1996). Neuronen sind fiir ihre GSH-Synthese auf Cystein angewie-
sen und kénnen extrazelluldres Cystin nicht als GSH-Vorstufe nutzen (Sagara et al.,
1993a,b; Kranich et al., 1996). Cystein kann durch verschiedene unabhéngige Trans-
portsysteme in Neuronen aufgenommen werden (Sagara et al., 1993b; Himi et al.,
2003). Im Extrazelluldrraum des Gehirns wird jedoch Cystein schnell durch Sauer-
stoff zu Cystin oxidiert. Im Gegensatz zu Neuronen kénnen Astrogliazellen extra-
zelluldres Cystin fiir die GSH-Synthese effizient nutzen (Kranich et al., 1996, 1998).
Astrogliazellen versorgen Neuronen mit Cystein fiir deren GSH-Synthese. Sie setzen
GSH frei, aus dem durch die astrogliale yGT (Dringen et al., 1997a) das Dipeptid
Cysteinylglycin entsteht, das von Neuronen zur GSH-Synthese verwendet werden kann
(Abb. 1; Dringen et al., 1999b). Cysteinylglycin wird dabei durch das neuronale Ecto-
enzym Aminopeptidase N hydrolysiert (Dringen et al., 2001) und die entstehenden
Aminosduren Cystein und Glycin kénnen von Neuronen aufgenommen und fiir ihre
GSH-Synthese verwendet werden (Abb. 1). Zusétzlich stellen Astrogliazellen durch
Freisetzung von Glutamin (Hertz et al., 1999) Neuronen auch die Vorstufe des dritten
Bausteins (Glutamat) fiir die GSH-Synthese zur Verfiigung (Dringen et al., 2001).

Der Transport von Cystin durch die Plasmamembran ist von Bedeutung fiir die Syn-
these von GSH in neuralen Zellen (Sagara et al., 1993a,b; Kranich et al., 1996, 1998).
An der Translokation von Cystin durch die Membran koénnen sowohl Na T-abhéngige
als auch Nat-unabhéngige Prozesse beteiligt sein. In Anwesenheit von Na™ wird Cys-
tin mit Hilfe des hochaffinen Glutamattransporters X p¢~ in Zellen aufgenommen.
Der Nat-unabhéngige Transport wird durch einen elektroneutralen Cystin-Glutamat
Austausch vermittelt (Bannai, 1984; McBean, 2002). Dieses Nat-unabhingige Trans-
portsystem X .~ (Makowske und Christensen, 1982) gehort einer Familie von disul-
fidverbundenen, heteromeren Aminosauretransportern an, die aus einer schweren und
einer leichten Untereinheit zusammengesetzt sind (Sato et al., 1999, 2000). Die leich-
te Untereinheit, xCT genannt, besteht aus 502 Aminosduren (Sato et al., 1999). Die
schwere Untereinheit des Systems X .~ wurde als das Zelloberflichenantigen 4F2 iden-
tifiziert. Zwei mogliche Spleifsvarianten der humanen xCT-Untereinheit, hxCTa und
hxCTb, sind fiir humane U87-Gliomzellen beschrieben worden und unterscheiden sich
in der C-terminalen Region. Beide Varianten kommen im Riickenmark, Gehirn und
Pankreas vor (Kim et al., 2001). Die Nat-unabhéngige Cystin-Aufnahme wurde fiir fe-
tale Gehirnzellen (Sagara et al., 1993a), hippocampale Neuronen (Allen et al., 2001),

21



2 FEinleitung

sowie zu einem geringen Anteil fiir Synaptosomen (Flynn und McBean, 2000) und
Astrogliazellen in Kultur (Bender et al., 2000) beschrieben. Die xCT-Untereinheit
wurde immuncytochemisch auf Astrocyten im Hippocampus, auf Miiller-Zellen in der

Retina und auf Bergmann-Gliazellen im Cerebellum nachgewiesen (Pow, 2001).

Astrocyt Neuron

Gin > Gin 4‘(-3"1—\

0 Glu
Glu —¢ Glu —F—
0]
Cys -0~ Cys\
/GIuCys CysGly IAPN) yGluCys
yGluX Gly -0~ Gly
¥GT[ -

Abb. 1 Metabolische Kooperation zwischen Astrocyten und Neuronen im Gluta-
thionstoffwechsel. Im oberen Teil der Abbildung ist der Glutamat-Glutamin-Zyklus
dargestellt, der Neuronen mit Glutamat versorgt. Der untere Teil zeigt den Stoff-
wechselweg, iiber den Astrocyten Neuronen mit Cystein und Glycin versorgen. Dabei
wird nach Abspaltung der ~-Glutamyl-Einheit des GSH durch die vGT das entste-
hende Cysteinylglycin (CysGly) durch Aminopeptidase N (APN) weiter gespalten. Die
Aminosauren Cystein (Cys) und Glycin (Gly) kénnen von Neuronen aufgenommen
werden und zur Synthese von GSH genutzt werden. (GIn: Glutamin, Glu: Glutamat,
~vGluCys: vGlutamylcystein, Mrpl: multidrug resistance protein 1, X: Akzeptor der
v-Glutamyl-Einheit) (Abbildung modifiziert nach Dringen et al. (2001))

GSH erfiillt im Gehirn ebenso wie in der Peripherie antioxidative Aufgaben. Die
spezifischen Aktivitdten der am GSH-Redoxzyklus beteiligten Enzyme GPx und GR
sind allerdings im Gehirn niedriger als in anderen Geweben (Dringen, 2000). Die
Lokalisation der Enzyme in den verschiedenen Zelltypen variiert zwischen Spezies
(Damier et al., 1993; Takizawa et al., 1994; Knollema et al., 1996; Trépanier et al.,
1996; Lindenau et al., 1998). Verbraucht wird GSH in Gehirnzellen durch Konjuga-
tion an Substanzen, die so entgiftet werden. Von dem dafiir verantwortlichen Enzym
Glutathion-S-Transferase kommen verschiedene Isoformen in den verschiedenen Zell-
typen des Gehirns vor (Tansey und Cammer, 1991; Johnson et al., 1993; Philbert
et al., 1995).
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Die Freisetzung von unkonjugiertem GSH aus Zellen wurde auch fiir neurale Zel-
len beschrieben. So konnte die Freisetzung von GSH an Hirnschnitten (Zéangerle et al.,
1992; Li et al., 1999) und in Microdialysestudien (Yang et al., 1994; Lada und Kennedy,
1997; Han et al., 1999) gezeigt werden und GSH in der cerebrospinalen Fliissigkeit
nachgewiesen werden (Anderson et al., 1989; Do et al., 2000). Auch Astrogliazel-
len in Kultur setzen GSH (Yudkoff et al., 1990; Sagara et al., 1996; Dringen et al.,
1997a; Hirrlinger et al., 2002c¢) und GSSG frei (Hirrlinger et al., 2001, 2002d). Ob-
wohl in Astrogliakulturen verschiedene Mrp exprimiert werden (Decléves et al., 2000;
Hirrlinger et al., 2001, 2002a), wird GSH aus Astrogliazellen iiberwiegend durch Mrpl
exportiert (Hirrlinger et al., 2002¢). In anderen Gehirnzelltypen wurde zwar das Vor-
kommen der Mrpl-mRNA gezeigt, jedoch kein Export von GSH (Hirrlinger et al.,
2002a). Im humanen Gehirn konnten durch Immunfluoreszenz die GSH-transportieren-
den MRP1 und MRP4 nachgewiesen werden (Nies et al., 2004). Fiir den Export von
GSSG aus Zellen kénnen Mrpl und Mrp2 verantwortlich sein (Leier et al., 1996;
Paulusma et al., 1999). Von diesen Transportern wird in kultivierten Astrogliazellen
lediglich Mrp1l exprimiert (Hirrlinger et al., 2001, 2002a). Da der Export von GSSG
durch den Mrpl-Inhibitor MK571 gehemmt wird (Hirrlinger et al., 2001), ist Mrpl

auch fiir den Export von GSSG aus Astrogliazellen verantwortlich.

Extrazellulares GSH hat im Gehirn wahrscheinlich mehrere Funktionen. Diskutiert
wird die Funktion als Neurohormon, die Detoxifikation von Glutamat, die Modula-
tion von Glutamatrezeptoren und, durch die Rolle im Leukotrienmetabolismus, ei-
ne Beteiligung an lokalen hormonalen Signalprozessen (Dringen, 2000; Dringen und
Hirrlinger, 2003). Als Funktionen von extrazellularem GSSG werden die Modulation
von Glutamatrezeptoren oder eine Rolle im Schlafrhythmus vorgeschlagen (Dringen,

2000; Dringen und Hirrlinger, 2003).

Metabolisiert wird extrazellulares GSH auch im Gehirn durch vGT. Im Gehirn fin-
det man eine hohe Aktivitat der yGT in Kapillaren (Orlowski et al., 1974). Dabei
werden sowohl Endothelzellen als auch Pericyten mit Antikérpern gegen vGT ange-
farbt (Ghandour et al., 1980; Frey et al., 1991). Ebenfalls yGT-positiv sind Gliazellen
und Ependymzellen, Neuronen dagegen zeigen kaum yGT-Immunreaktivitdt (Shine
und Haber, 1981; Philbert et al., 1995; Zhang et al., 1997). In vitro ist die Aktivitét
der yGT fir APK nachgewiesen worden (Dringen et al., 1997a; Garcion et al., 1999;
Gegg et al., 2003; Ruedig und Dringen, 2004). Im Gegensatz dazu wurde in Kulturen
anderer Zelltypen allenfalls eine geringe Aktivitdt der yGT gemessen (Ruedig und
Dringen, 2004).
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2.3.3 Glutathion, oxidativer Strel} und neurologische

Erkrankungen

Wihrend des normalen Stoffwechsels entstehen RSS. Dazu gehoren unter anderem
Superoxid, HyO,, Alkylhydroperoxide, Singulettsauerstoff, Hydroxylradikale, NO und
Peroxynitrit (Halliwell, 1992). Es gibt eine Reihe von Mechanismen zur Entgiftung
dieser Verbindungen. Durch eine Verschiebung des Fliefsgleichgewichts von Bildung
und Entgiftung von RSS in Richtung einer erhéhten Konzentration von RSS entsteht
oxidativer Strefs. Dessen Ursache ist vermehrte Bildung und/oder verminderte Entgif-
tung von RSS. Die Folge von oxidativem Strefs ist die Schiadigung der Zellen, z.B.
durch DNA-Strangbriiche, Proteinmodifikationen und Lipidperoxidation (Halliwell
und Gutteridge, 1999; Halliwell, 2001). Antioxidative Mechanismen basieren zum
einen auf der Beseitigung der RSS. So wird z.B. HyOy durch Catalase und GPx oder
Superoxid durch Superoxiddismutasen (SOD) beseitigt. Zum anderen basieren anti-
oxidative Mechanismen darauf die Entstehung von RSS zu verhindern. So wird das
Hydroxylradikal unschédlich gemacht, indem die Edukte fiir die Fenton-Reaktion und
die Haber-Weiss-Reaktion (HyOs, Superoxid und Eisenionen als Katalysator) beseitigt
werden (Halliwell, 1992).

Die meisten RSS werden im oxidativen Stoffwechsel durch die mitochondrialen At-
mungskette freigesetzt (Halliwell, 1992, 2001). Dort entsteht Superoxid als Neben-
produkt einer Einelektronen-Reduktion des Sauerstoffs. Superoxid wird durch SOD
zu HyOy und O, disproportioniert. Das entstehende H,O, kann durch Catalase zu
Wasser und Sauerstoff disproportioniert oder durch GPx zu Wasser reduziert werden
(Halliwell, 1992; Dringen et al., 2005).

Von allen Organen scheint das Gehirn im Hinblick auf oxidativen Streft in mehrfa-
cher Hinsicht besonders gefahrdet zu sein. Die Zellen des Gehirns verbrauchen 20 %
des vom Korper aufgenommenen Sauerstoffs (Clarke und Sokoloff, 1999) und der Ei-
sengehalt ist in einigen Gehirnbereichen recht hoch (Gerlach et al., 1994; Lan und
Jiang, 1997). Das Gehirn ist zudem reich an Lipiden mit mehrfach ungeséttigten
Fettsdureketten, die leicht zu Lipidperoxiden oxidiert werden (Porter, 1984; Halliwell,
1992). Die spezifischen Aktivitdten von SOD, Catalase und GPx sind niedriger als in
anderen Geweben (Cooper, 1997; Ho et al., 1997). Weil geschiadigte und abgestorbene
Neuronen bis auf wenige Ausnahmen nicht durch neue Neuronen ersetzt werden kon-
nen, ist die Entgiftung von RSS und das Verhindern oxidativer Schiadigung fiir das

Gehirn von grofer Bedeutung.

Oxidativer Stref spielt eine wichtige Rolle bei physiologischen Prozessen wie dem
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Altern (Halliwell, 2001; Barja, 2004; Junqueira et al., 2004; Poon et al., 2004) oder bei
der Pathogenese einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem Idio-
pathischen Parkinsonsyndrom (IPS), der Alzheimerschen Krankheit oder der Amyo-
trophen Lateralsklerose (Jenner, 2003; Andersen, 2004; Emerit et al., 2004). Dabei
werden unterschiedliche Mechanismen als Ursache angesehen. Neben der Mutation
wichtiger Enzyme (Morrison und Morrison, 1999) werden in diesem Zusammenhang
proteasomale Dysfunktionen diskutiert. Die Fehlfunktion des Proteasoms kann durch
oxidativen Streft ausgelost werden und zur Aggregation oxidativ modifizierter Prote-
ine fithren (Halliwell, 2002; Grune et al., 2004; Hyun et al., 2004). Als Ursachen fiir
oxidativen Strefl bei neurodegenerativen Erkrankungen werden Stérungen der Eisen-
homéostase diskutiert (Todorich und Connor, 2004; Zecca et al., 2004). Ebenso fithren
Inhibition oder Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette zu erhohter Produk-
tion von RSS (Yakes und van Houten, 1997). Bei der Alzheimerschen Erkrankung und
bei HIV-Infektionen scheint auch eine irrtiimliche Aktivierung von Microglia an der
verstiarkten Bildung von RSS beteiligt zu sein (Meda et al., 1995; Bissel und Wiley,
2004; Verani et al., 2005).

Beim IPS wird der Zusammenhang zwischen oxidativem Stref und Neurodegene-
ration besonders intensiv dikutiert. Charakteristisch fiir das IPS ist eine progressi-
ve Degeneration dopaminerger Neuronen in der substantia nigra pars compacta. Die
Etiologie der Krankheit ist noch unbekannt. Es gibt aber durch Analysen von post
mortem-Gewebe starke Hinweise auf oxidativen Stref in der substantia nigra wahrend
der Progression der Erkrankung (Jenner, 2003). Nachgewiesen wurden gesteigerte Li-
pidperoxidation (Jenner et al., 1992; Dexter et al., 1994) und erhéhter Eisengehalt in
der substantia nigra (Youdim und Riederer, 1993; Gerlach et al., 1994; Jenner, 2003).
Gleichzeitig liegt bei der Pathogenese des IPS eine Storung des Glutathionstoffwechsels
vor. In der substantia nigra von IPS-Patienten ist der Gehalt an GSH im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen um 40 bis 50 % verringert (Sofic et al., 1992; Sian et al.,
1994a; Pearce et al., 1997). Der verringerte Gehalt an GSH ist moglicherweise ein er-
ster Hinweis darauf, daf oxidativer Stref an der Erkrankung beteiligt ist (Nakamura
et al., 1997), da bereits bei Patienten mit einer prasymptomatischen Form (Inciden-
tial Lewy Body Disease) des IPS in der substantia nigra ein verringerter GSH-Gehalt
festgestellt wurde (Dexter et al., 1994). Der Ursprung des oxidativen Stref liegt bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie IPS moglicherweise in Gliazellen und nicht in
Neuronen, da Verdnderungen in glialen Funktionen als Ursachen fiir die Pathogenese
und Progression dieser Erkrankungen diskutiert werden (Jenner und Olanow, 1998;
Vila et al., 2001; Wu et al., 2002; Heales et al., 2004). Gliazellen in der Nachbarschaft
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dopaminerger Neuronen kénnten durch die Freisetzung von Verbindungen wie NO oder
Cytokinen an der Schiadigung dieser Neuronen beteiligt sein (Hirsch et al., 1998; Vila
et al., 2001). Da der Verlust von GSH in der substantia nigra von IPS-Patienten nicht
nur auf den Verlust der dopaminergen Neuronen zuriickgefithrt werden kann, wurde
vermutet, dafs auch Gliazellen in der substantia nigra einen verringerten Gehalt an
GSH beim IPS aufweisen (Jenner und Olanow, 1998). Die dadurch gegeniiber RSS
weniger geschiitzten Gliazellen wiirden oxidativen Stref erleiden. Unklar ist aber, ob
die Abnahme des GSH-Gehaltes in der substantia nigra von IPS-Patienten auf unzu-
reichende GSH-Synthese oder auf erhohten, nicht kompensierten Verbrauch von GSH

zuriickzufithren ist (Jenner, 2003).

In diesem Zusammenhang ist der Verbrauch von GSH durch Reaktion mit Dopamin
interessant. In einer superoxidabhéngigen Reaktion von GSH mit Dopamin entsteht
5-S-Glutathionyl-Dopamin (Spencer et al., 1995; Hirrlinger et al., 2002d), das Substrat
der vGT ist (Wang und Ballatori, 1998). Das durch die Katalyse der yGT entstehen-
de 5-Cysteinyl-Dopamin wurde in der substantia nigra von IPS-Patienten in erhéhten
Konzentrationen gefunden (Spencer et al., 1998). Cysteinylkonjugate von Catechola-
minen und ihre Derivate sind als neurotoxisch eingestuft worden (Zhang et al., 2000;
Spencer et al., 2002). Somit kénnte dieser Stoffwechsel am Untergang dopaminerger

Neuronen beteiligt sein.

Die Bedeutung der vGT im neuralen Stoffwechsel von GSH im Zusammenhang mit
neurologischen Erkrankungen wird durch eine Reihe von Befunden deutlich. Beispiels-
weise wurden erhohte Aktivitdaten der yGT in der substantia nigra von IPS-Patienten
gefunden (Sian et al., 1994b). Auch bei der Huntingtonschen Erkrankung ist im Ge-
hirn von Ratten und Menschen die Aktivitdt des Enzyms erhoht (Butterworth et al.,
1985; Zhu et al., 1990). Ebenso ist nach einem ischdmischen Infarkt des Gehirns die
~vGT-Aktivitat im humanen Serum gesteigert (D’Erasmo et al., 1993).

2.4 Tumor-Nekrose-Faktor o und seine Rezeptoren

Die Wirkung von Tumor-Nekrose-Faktor oo (TNFa) bei der antitumoralen Immun-
antwort wurde bereits vor etwa 100 Jahren von William B. Coley entdeckt (Wajant
et al., 2003). Benannt als TNFa wurde das dafiir verantwortliche 16sliche Cytokin
aber erst 1975 von Carswell et al. (1975). TNFa wird zunéchst als transmembranes
Protein vom Typ II (Kriegler et al., 1988) als stabiles Homotrimer produziert (Tang

et al., 1996). Von dieser membranintegrierten Form wird der 16sliche TNFa durch
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eine Metalloprotease (TACE; TNF« converting enzyme) abgespalten (Gearing et al.,
1994; Black et al., 1997). Das 16sliche Cytokin ist ebenfalls ein Homotrimer (Wing-
field et al., 1987) und hat eine molekulare Masse von 52 kDa, das Monomer eine von
17 kDa (Pennica et al., 1984, 1985; Aggarwal et al., 1985; Shirai et al., 1985; Arakawa
und Yphantis, 1987).

TNFa wird von einer Reihe von Zellen synthetisiert, z.B. von Monocyten/Macro-
phagen, Lymphocyten und Kupfferschen Zellen (Tracey et al., 1989). Im gesunden,
unversehrten Gehirn wird TNFa in geringen Konzentrationen hauptséchlich von Neu-
ronen synthetisiert (Gendron et al., 1991; Breder et al., 1993; Gahring et al., 1996).
Bei Schadigung des Gehirns sind aktivierte Astrocyten und Microglia die Hauptquelle
von TNFa (Chung und Benveniste, 1990; Renno et al., 1995; Schlomann et al., 2000).
Auch in vitro wird TNF« von stimulierten Astroglia- und Microgliazellen synthetisiert
(Sawada et al., 1989; Lee et al., 1993; Benveniste et al., 1995; Chao et al., 1995).

TNFa ist an einer Vielzahl von biologischen Reaktionen beteiligt und hat unter-
schiedliche Effekte auf verschiedene Zelltypen. Durch die Stimulation von Lipolyse
und Glycogenolyse kann TNFa Cachexie verursachen und spielt eine Rolle in der
Pathogenese von endotoxischen und septischen Schocks, Entziindungsreaktionen und
Infektionen (Camussi et al., 1991; Wajant et al., 2003). Aber TNFa kann auch als
Wachstumsfaktor Zellwachstum stimulieren und ist iiber die Aktivierung von Macro-
phagen in die Immunabwehr eingebunden (Camussi et al., 1991; Wajant et al., 2003).
Auch im Gehirn hat TNFa nicht nur cytotoxische Effekte, sondern ist an der Funk-
tion und Entwicklung des Gehirns beteiligt. So induziert TNFa die Proliferation von
Astrocyten (Barna et al., 1990; Selmaj et al., 1990). Auferdem foérdert TNFa die
Differenzierung unreifer Neuroblastomzellen zu einem neuronalen Phénotyp (Mufioz-
Fernandez et al., 1991, 1994; Obregon et al., 1997). Méuse, die keine TNFa-Rezeptoren
exprimieren, sind einerseits anfélliger fiir neuronale Schiden (Rothwell und Luheshi,
1996), andererseits aber auch geschiitzt gegen dopaminerge Neurotoxizitdt (Sriram
et al., 2002). Ebenso ist bei TNFa-defizienten Méusen die neurotoxische Wirkung von
MPTP abgeschwicht (Ferger et al., 2004). In hohen Konzentrationen wirkt TNFa neu-
rotoxisch (Araujo, 1992) und schidigend auf Oligodendrocyten (Robbins et al., 1987;
Selmaj und Raine, 1988). Ferner hat TNFa proinflammatorische Eigenschaften und
induziert die Produktion anderer Cytokine, die eigene Synthese und die Freisetzung
neuroaktiver Substanzen wie Glutamat, NO und Arachidonsdure (Munioz-Fernandez
und Fresno, 1998).

Seine Wirkungen iibt TNF« iiber die Regulation der Expression einer Vielzahl von

Genen aus. Nach Applikation von TNFa werden beispielsweise Collagenase, Ferritin,
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Mn-SOD, Hitzeschockproteine sowie c-fos und c-jun vermehrt exprimiert (Camussi
et al., 1991; Wajant et al., 2003). In Astrogliazellen werden durch die Wirkung von
TNF« u.a. Phospholipase Ay (Oka und Arita, 1991), Transferrin (Oh et al., 1993),
induzierbare NO-Synthase (iNOS, Da Silva et al., 1997) und der TNF-Rezeptor 2
(Lung et al., 2001) vermehrt exprimiert.

Die Mitglieder der Familie der TNF-Liganden iiben ihre biologischen Funktionen
tiber Membranrezeptoren, die TNF-Rezeptoren (TNF-R), aus. Der membranintegrier-
te und 16sliche TNFa wird von zwei Rezeptoren der Familie, TNF-R1 (TNF-Rezeptor
Typ 1, CD120a, p55/60) und TNF-R2 (TNF-Rezeptor Typ 2, CD120b, p75/80) ge-
bunden (Wajant et al., 2003). Die humanen und murinen Rezeptoren wurden vor etwa
15 Jahren kloniert (Loetscher et al., 1990; Schall et al., 1990; Goodwin et al., 1991;
Lewis et al., 1991) und sind auf einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert (Lewis et al.,
1991; Vandenabeele et al., 2002; Wajant et al., 2003). In den meisten Geweben, wie
auch dem Gehirn, wird konstitutiv TNF-R1 synthetisiert. Im Gegensatz dazu ist die
Expression von TNF-R2 stark reguliert und typischerweise auf Zellen des Immunsys-
tems, z.B. Microglia, beschriankt (Bette et al., 2003; Wajant et al., 2003). In Kultur
exprimieren auch Astrogliazellen konstitutiv TNF-R1 (Tada et al., 1994; Aranguez
et al., 1995; Dopp et al., 1997; Lung et al., 2001). TNF-R2 wird dagegen erst nach
Induktion durch Cytokine gebildet (Lung et al., 2001).

Die intrazellularen Doménen der beiden Rezeptortypen haben keine enzymatischen
Aktivitdaten. TNF-R1 enthélt eine Protein-Protein-Interaktionsdoméne, die sogenann-
te death domain (DD). Diese DD rekrutiert weitere DD-enthaltende Proteine und
kann so die Rezeptoren an die Aktivierung von Caspasen und an die Apoptose kop-
peln. Der TNF-R1 aktiviert die Expression von Genen iiber indirekte Rekrutierung
TNF-Rezeptor-assoziierter Faktoren (TRAF). TNF-R2 dagegen interagiert direkt mit
TRAF2, induziert Genexpression oder interagiert mit TNF-R1 (Wajant et al., 2003;
Vandenabeele et al., 2002; Hehlgans und Mannel, 2002). Auch die proinflammatori-
sche Wirkung von TNFa wird durch TNF-R2 vermittelt (Akassoglou et al., 2003).
TNF-R aktivieren Transkriptionsfaktoren wie das activator protein 1 (AP-1) oder
NFxB (Lee et al., 2003; Ventura et al., 2003) iiber die Signalkaskaden von mitogen
activated protein (MAP)-Kinasen (Chen und Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003). Der
Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert die Expression verschiedener Gene, z.B. der Col-
lagenase (Brenner et al., 1989). Auch im Promoter der yGT ist eine Bindungsstelle
fir AP-1 nachgewiesen worden (Visvikis et al., 2001).

TNF« ist mit neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht worden.

In Gehirnen von IPS-Patienten wurden erhohte TNFa-Konzentrationen und erhohte
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Immunreaktivitat gegen TNF« festgestellt (Boka et al., 1994; Mogi et al., 1994). Auch
im Gehirn und Plasma von Alzheimer-Patienten wurden erhohte Konzentrationen an
TNF« gefunden (Fillit et al., 1991; Bruunsgaard et al., 1999; Tarkowski et al., 1999).
In wvitro konnte TNFa in Microgliazellen und Macrophagen durch das ApB-Protein
induziert werden (Klegeris et al., 1997; Galimberti et al., 1999; Combs et al., 2001;
Yates et al., 2000). Die Studien zum Zusammmenhang zwischen TNFa und Multipler
Sklerose sind widerspriichlich. So wird TNFa zum einen ein neuroprotektiver Effekt
zugeschrieben, zum anderen wird aber auch von einer demyelinisierenden Wirkung
auf Oligodendrocyten berichtet (Mufioz-Fernandez und Fresno, 1998). Erhohte Im-
munreaktivitit gegen beide TNFa-Rezeptoren wurde im Gehirn von AIDS-Patienten,
[PS-Patienten, MS-Patienten und Patienten mit chronischem Hirnédem oder Strah-
lungsnekrosen gefunden (Boka et al., 1994; Sippy et al., 1995; Mogi et al., 2000).

Es wird vermutet, daf Cytokine glialer Herkunft wie TNF«a an der Pathogenese
des IPS direkt oder indirekt iiber NO-vermittelte Mechanismen beteiligt sind (Hirsch
et al., 2003). NO wird aus L-Arginin durch das NADPH-abhéingige Enzym NO-
Synthase (NOS) synthetisiert. Von NOS existieren drei Isoformen, zwei werden kon-
stitutiv exprimiert, die dritte, iNOS, ist induzierbar. Induziert wird iNOS durch LPS
und Cytokine iiber die Aktivierung des Gens der iNOS und de novo-Synthese des
Proteins (Knowles und Moncada, 1994; Wiesinger, 2001; Kleinert et al., 2003). NO
ist eine sehr reaktive Substanz, die eine Rolle bei der Pathogenese einer Vielzahl neu-
rodegenerativer Erkrankungen spielt (Munioz-Fernandez und Fresno, 1998; Wiesinger,
2001; Togo et al., 2004). NO und NO-Derivate wie Peroxynitrit und S-Nitrosothiole
hemmen den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette (Brown und Borutaite,
2004). Hemmung des Komplex I ist ein Symptom des IPS (Jenner, 2003), da in der
substantia nigra von IPS-Patienten eine verringerte Aktivitdt dieses Komplexes nach-
gewiesen wurde (Mizuno et al., 1989; Schapira et al., 1990). iNOS wird im Gehirn und
in kultivierten Gehirnzellen durch Cytokine wie Interferony (IFN«), TNFa«, IL-15
und durch LPS induziert (Da Silva et al., 1997; Ding et al., 1997; Kong et al., 2000;
Simmons und Murphy, 1992).

2.5 Gentherapie und adenoviraler Gentransfer

Humane Gentherapie ist eine Methode zur Behandlung neurologischer Erkrankungen,
fiir die es keine klassische Pharmakotherapie gibt (Barkats et al., 1998). Wegen der
Blut-Hirn-Schranke ist das zentrale Nervensystem nur schwer fiir systemisch appli-

zierte therapeutische Makromolekiile, wie Wachstumsfaktoren, Cytokine oder Enzy-
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me, erreichbar (Barkats et al., 1998). Diese Molekiile miissen direkt in situ injiziert
werden, um das Gehirngewebe zu erreichen. Die kurze Halbwertszeit dieser Molekiile
erfordert aber wiederholte Injektionen oder Infusionen und erhéht damit das Risiko
von Infektionen. Daher ist die Gentherapie eine zukunftsweisende Therapiemethode
(Barkats et al., 1998). Vielversprechende Substanzen fiir die Gentherapie im Nerven-
system sind neurotrophische Faktoren oder antioxidative Enzyme, wie SOD, Catala-
se und GPx (Olanow, 1993; Barkats et al., 1998). Bei der Therapie von IPS durch
Gentransfer werden eine Reihe von Strategien verfolgt, darunter die Behandlung mit
neurotrophen Faktoren, die Verhinderung von Apoptose oder die Modulation der Ex-
pression von Neurotransmittern (Eberhardt und Schulz, 2004). Bei der Gentherapie
sind prinzipiell zwei Strategien moglich: Gene konnen einerseits direkt durch Injek-
tion eines Genvektorsystems (in vivo-Gentransfer) oder indirekt durch Implantation
genetisch modifizierter Zellen in das Gehirn (ez vivo-Gentransfer) transferiert werden
(Barkats et al., 1998). Fiir beide Strategien (in vivo und ex vivo) sind modifizierte
Viren als biologische Vektorsysteme sehr effiziente Werkzeuge, da Viren ihr eigenes
Genom in die Zellen transferieren, die sie infiziert haben. Bevorzugt werden drei Ty-
pen von Viren genutzt: Retroviren, Adenoviren und adenoassoziierte Viren (Barkats
et al., 1998; Eberhardt und Schulz, 2004). Durch adenoviralen Gentransfer in Kultur
kénnen bei Koérnerzellen des Kleinhirns und bei Neuroblastomzellen Transfektionsra-
ten zwischen 70 und 100 % erreicht werden (Le Gal La Salle et al., 1993; Simons et al.,
1999; von Coelln et al., 2001; Gerhardt et al., 2001; Xia et al., 2001). Von priméren
Neuronenkulturen des Mesencephalons werden Transfektionsraten von 10 bis 20 %
berichtet (von Coelln et al., 2001). In APK konnten zwei Drittel der Zellen adenoviral
transfiziert werden (Le Gal La Salle et al., 1993)

In der Regel sind nichtvirale Gentransfermethoden bei priméren neuralen Zellen
weniger effizient als bei proliferierenden Zellen. Durch liposomalen Gentransfer in
Neuronen konnen Transfektionsraten zwischen 4 und 30 % erreicht werden (Kofler
et al., 1998; Ohki et al., 2001; da Cruz et al., 2004). Erst neuere Arbeiten beschreiben
hohere Transfektionsraten fiir solche Methoden. So werden seit einiger Zeit auch durch
Elektroporation hohe Transfektionsraten (bis zu 80 %) in kultivierten Neuronen erzielt

(Dityateva et al., 2003). Diese Techniken eignen sich fiir die ex vivo-Strategie.

Adenoviren sind DNA-Viren, die lineare doppelstrangige DNA von etwa 35 kb ent-
halten (Volpers und Kochanek, 2004). Adenoviren kénnen in 49 Serotypen unterteilt
werden, die aufgrund ihrer Féahigkeit zur Hamagglutination von Erythrocyten weiter
in die Untergruppen A bis F eingeteilt werden (Walther und Stein, 2000; Volpers
und Kochanek, 2004). Die am intensivsten untersuchten Typen sind Typ 2 (Ad2) und
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Typ 5 (Ad5), die der Untergruppe C angehéren. Diese Virustypen wurden zur Her-
stellung der ersten viralen Vektoren zum Gentransfer genutzt, weil diese Typen nicht
mit schweren Krankheiten bei Menschen assoziiert sind (Walther und Stein, 2000;
Volpers und Kochanek, 2004). Sie sind daher auch fiir in vivo-Applikationen geeig-
net. Erste Modifikation des adenoviralen Genoms war die Deletion des early gene 1
(E1A), um replikationsinkompetente Vektoren und gentigend Platz fiir Geninsertionen
zu erhalten. Das E1A-Gen ist fiir die Replikation des Virus essentiell (Walther und
Stein, 2000; Imperiale und Kochanek, 2004). Weitere partielle Deletionen wurden an
den Genen E1B und E3 vorgenommen. Die DNA des Transgens wird in die E1- und
E3-Regionen des Virusgenoms eingefiigt. Die Aufnahmekapazitit dieser Vektoren der
ersten Generation ist ca. 7-8 kb (Walther und Stein, 2000; Imperiale und Kochanek,
2004; Volpers und Kochanek, 2004). Fiir die Erzeugung infektioser Viruspartikel wer-
den Helferzellen benétigt, die die Fahigkeit zur Verpackung der DNA haben. Dafiir
wird die humane embryonale Nierenzellinie (HEK) 293 genutzt, in deren Genom das
E1A-Gen eingefiigt wurde. Dadurch sind hohe Virustiter erreichbar (Imperiale und
Kochanek, 2004; Volpers und Kochanek, 2004).

Adenovirale Vektoren infizieren ein breites Spektrum von Zellen, unter anderem
auch postmitotische Zellen wie Neuronen (Le Gal La Salle et al., 1993; Simons et al.,
1999; Walther und Stein, 2000). Der Nachteil adenoviraler Vektoren ist, daf das virale
Genom nicht in das Wirtsgenom integriert wird und die Expression therapeutischer
Gene daher nur transient ist (Walther und Stein, 2000). Da die Expression des viralen
E2-Proteins Entziindungsreaktionen ausloste (Imperiale und Kochanek, 2004), wurde
eine zweite Generation von Vektoren entwickelt, in denen die Funktion des E2A-Gens
ausgeschaltet ist und deren E4-Gen modifiziert oder deletiert ist (Walther und Stein,
2000; Imperiale und Kochanek, 2004; Volpers und Kochanek, 2004). Diese Vektoren
bendtigen Helferzellen, die die Funktionen des E4-Gens (Regulation der Transkription,
Ubergang von frither zu spiter Genexpression, Transport der mRNA, Replikation
der viralen DNA, Ausschalten der Expression der Gene des Wirtsorganismus und
Zusammenbau des Virions) zur Verfiigung stellen (Walther und Stein, 2000). Neuartige
Vektoren, aus denen die meisten viralen codierenden Regionen entfernt wurden, sind
noch weniger immunogen (Walther und Stein, 2000). Sie konnen bis zu 36 kb Fremd-
DNA aufnehmen. Der Nachteil dieser Vektoren ist, daf sie nur schwer von Helferviren
separiert werden konnen (Walther und Stein, 2000; Imperiale und Kochanek, 2004;
Volpers und Kochanek, 2004).

Erste Versuche mit adenoviralen Vektoren in vivo und in vitro an Nervenzellen

von Nagern zeigten eine bemerkenswerte Effizienz der Vektoren, fremdes genetisches
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Material in Zellen zu transferieren (Le Gal La Salle et al., 1993). Die intrazelluldre
Expression der Markierungsgene war iiber zwei Monate detektierbar. Diese Ergebnisse
in vivo wurden von weiteren Gruppen bestétigt (Davidson et al., 1993; Bajocchi et al.,

1993; Akli et al., 1993).

In vivo ist eine Verteilung der Viruspartikel iiber die Injektion der Viren in Hirnven-
trikel, cerebrospinale Fliissigkeit oder die Arteria Carotis oder iiber nasale Instillation
moglich (Bajocchi et al., 1993; Doran et al., 1995; Draghia et al., 1995; Ooboshi et al.,
1995). Adenovirale Vektoren konnen auf eine retrograde Weise von der Injektionsstel-
le zu den Zellkérpern transportiert werden (Akli et al., 1993; Ridoux et al., 1994a).
Dieser retrograde axonale Transport ist besonders interessant fiir die Gentherapie
todlicher neurodegenerativer Erkrankungen der Motoneuronen, wie der Amyotrophen
Lateralsklerose (Barkats et al., 1998).

Adenovirale Vektoren sind auch geeignete Vektoren fiir einen ex vivo-Gentransfer,
wie Ridoux et al. (1994b) an Rattenastrocyten zeigten. Das Transgen wurde dabei
{iber wenigstens fiinf Monate exprimiert. Ahnliche Strategien sind fiir humane neura-
le Vorlduferzellen aus 5 bis 12 Wochen alten Feten entwickelt worden (Buc-Caron,
1995; Sabaté et al., 1995). Die Amplifizierung dieser neuralen Vorlduferzellen ist ei-
ne Mdglichkeit die ethischen Konflikte zu minimieren, die bei klinischer Anwendung

aufgrund des Bedarfs an humanem fetalem Gewebe entstehen.

2.6 Aufgabenstellung

Gegenstand der Untersuchungen in vorliegender Arbeit war der extrazellulire GSH-
Metabolismus. Dabei sollte zum einen in neuralen Zellen das Vorkommen und die
spezifische Aktivitdt des GSH-abbauenden Enzyms yvGT sowie die Modulation der
spezifischen Aktivitdt der yGT durch verschiedene Substanzen untersucht werden.
Durch adenoviralen Gentransfer der yGT in Neuronen sollte dieses Protein iiberexpri-
miert werden und die Auswirkungen auf den GSH-Metabolismus untersucht werden.
Neben dem GSH-Stoffwechsel sollte auch der extrazellulare GSSG-Stoffwechsel und
eine Beteiligung der yGT am Abbau von GSSG durch neurale Zellen untersucht wer-

den.
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3 Ergebnisse

Die Abbildungen und Tabellen der vorliegenden Arbeit zeigen entweder Daten repréa-
sentativer Experimente, die in Dreifachbestimmungen an einer Kultur durchgefiihrt
wurden, oder sie fassen Daten aus Experimenten an mehreren Kulturen zusammen.
Wurden Daten aus mehreren Experimenten zusammengefafit, ist die Anzahl der Expe-
rimente (n) angegeben. In den Diagrammen représentieren, wenn nicht anders angege-
ben, die Symbole den Mittelwert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen
(SD) an. Fehlerbalken wurden nicht eingezeichnet, wenn sie kleiner waren als die Sym-
bole, die den Mittelwert angeben. Statistische Vergleiche zweier Datensétze wurden,
wenn nicht anders vermerkt, mit dem ungepaarten Student’s t-Test, der Vergleich
mehrerer Datensitze wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA gefolgt von dem Bonfer-
roni post-Test) durchgefiihrt. War der Bonferroni post-Test zu konservativ, wurde der
Tuckey-Kramer post-Test angewendet. Der Welch-korrigierte t-Test wurde verwen-
det, wenn die SD der Werte zu verschieden waren fiir den Student s t-Test (Sachs,
2002). p>0,05 wurde als nicht signifikant gewertet. Signifikante Unterschiede zwischen
Datensétzen wurden mit Sternen gekennzeichnet: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Arbeit aufgefithrten Experimente
an wenigstens zwei, in der Regel an drei oder mehr unabhéngigen Kulturen durchge-
fiihrt.

3.1 Charakterisierung der verwendeten neuralen

Zellkulturen

In der vorliegenden Arbeit wurden neurale Zellkulturen aus Rattengehirn als Mo-
dellsysteme fiir verschiedene Gehirnzelltypen eingesetzt. Dazu wurden astrogliareiche
Primérkulturen (APK), neuronenreiche Primérkulturen (NPK), oligodendrogliarei-
che Sekundérkulturen (OSK) und microgliareiche Sekundérkulturen der Methode A
(MSK-A) nach etablierten Methoden (Hamprecht und Loffler, 1985; LofHer et al., 1986;
Hirrlinger et al., 2000, 2002b) hergestellt. Zusétzlich wurde zur Gewinnung von Micro-
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gliakulturen eine weitere Methode etabliert und diese Kulturen immuncytochemisch
charakterisiert. Phasenkontrastaufnahmen verschiedener neuraler Zellkulturen, die in

der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, sind in Abb. 2 dargestellt.

APK bildeten einen konfluenten Zellrasen (Abb. 2 A). Im Gegensatz dazu waren
Kulturen von Neuronen und Microgliazellen nicht konfluent (Abb. 2 C, E, G). Neuro-
nen in Kultur zeigten ein weit verzweigtes Netzwerk von Fortsidtzen (Abb. 2 C). Die
Mehrzahl der Microgliazellen in Kulturen, die nach den Methoden A (MSK-A) oder
B (MSK-B) prépariert worden waren, hatten amoéboide oder stdbchenférmige Form
(Abb. 2 E und G).

Die verwendeten Kulturen von Astrogliazellen, Microgliazellen, Oligodendrogliazel-
len und Neuronen enthalten in geringen Mengen andere Zelltypen (Reinhart et al.,
1990; Dringen et al., 1999a; Hirrlinger et al., 2000, 2002b). Deshalb wurden die ge-
wonnenen Kulturen beziiglich der in ihnen enthaltenen Zelltypen charakterisiert. Da-
fir wurden Antikérper gegen CD 11b (Ox42) zur Identifizierung der Microgliazel-
len (Graeber et al., 1988), gegen Galactocerebrosid (GalC) (Ranscht et al., 1982)
zur Identifizierung von Oligodendrogliazellen, gegen das growth-associated protein-43
(GAP-43) zum Nachweis von Neuronen (Jacobson et al., 1986) sowie Antikérper ge-
gen das gliale fibrilldre saure Protein (GFAP) (Bock et al., 1977) zum Nachweis von

Astrogliazellen eingesetzt.

Die Anfarbung von APK mit einem polyklonalen Antikérper gegen GFAP fiihr-
te zu einer intensiven Anfarbung der meisten Zellen der Kultur (Abb. 2 B). Die
GFAP-positiven Zellen der APK wiesen die typische Morphologie von Astrogliazellen
in Kultur auf (Reinhart et al., 1990). Wurde der Primérantikorper bei der Anféarbung
weggelassen, waren die Zellen nicht angefarbt (Daten nicht gezeigt). Die blaue Fluo-
reszenz ist die Farbung der Zellkerne mit DAPI. Die untersuchten APK waren also
stark angereichert an GFAP-positiven Zellen und somit ein geeignetes Modellsystem

zur Untersuchung der Eigenschaften von Astrogliazellen.

In NPK wurden mit einem monoklonalen Antikérper gegen GAP-43 Neuronen an-
geférbt (Abb. 2 D). Nur vereinzelte Zellen in NPK waren GFAP-positiv (Daten nicht
gezeigt). Die Anférbung von MSK-A mit dem monoklonalen Antikérper Ox42 gegen
CD 11b fiihrte zu einer intensiven Anfarbung von Zellen (Abb. 2 F). Vereinzelte Zel-
len in diesen Kulturen waren GFAP-positiv. Wurden die Primérantikérper wahrend
der Anfarbung von NPK und MSK-A weggelassen, waren die Zellen nicht angeférbt
(Daten nicht gezeigt).

MSK-B wurden nach einer Modifikation der Methode von Saura et al. (2003) ge-

34



3.1 Charakterisierung der verwendeten neuralen Zellkulturen

Abb. 2 Phasenkontrastaufnahmen (A, C, E, G) und immuncytochemische Anfar-
bungen (B, D, F, H) von APK (A, B), NPK (C, D), MSK-A (E, F) und MSK-B
(G, H). Die immuncytochemischen Anfirbungen zeigen Ausschnitte von Kulturen,
die jeweils mit Antikérpern gegen GFAP (B, griin), GAP43 (D, rot) oder CD11b (F
und H, rot) angefarbt wurden. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefarbt (blau).
Die Balken in den Abb. entsprechen 20 um. Die Kulturen waren zum Zeitpunkt der
Experimente 3 d (MSK), 5 d (NPK) und 7 d (APK) alt.
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wonnen (5.3.1.4). Im mikroskopischen Bild waren Zellen mit der fiir Microgliazellen
typischen Morphologie (Streit, 2005) als runde, spiegeleierformige Zellen zu sehen
(Abb. 2 G). Durch immuncytochemische Anfarbungen mit Antikérpern gegen CD11b
(Abb. 2 H) und zelltypspezifische Markerproteine und -lipide (Tabelle 1) wurden die
in den MSK-B vorhandenen Zelltypen identifiziert und so die Zellzusammensetzung
der Kulturen charakterisiert. Wurden die Primérantikérper wahrend der Anférbung
weggelassen, waren keine Zellen angefiarbt (Daten nicht gezeigt). Zwei angefiarbte Préa-
parate wurden freundlicherweise von Hans-Hermann Hopken zur Verfiigung gestellt.
Die Anfarbungen wurden photographiert und die Anzahl der gefarbten Zellen sowie
die Gesamtzahl der Zellen durch eine Anfarbung der Zellkerne mit 4’,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) bestimmt (Tabelle 1). In MSK-B war der iiberwiegende Anteil der
Zellen (96 %) positiv fir Ox42 (Tabelle 1). Nur 1 % der Zellen war positiv fiir GFAP
(Tabelle 1). GalC-positive Zellen wurden nicht gefunden. Somit zeigte die immuncy-
tochemische Charakterisierung, daf in der durch Trypsinisierung von APK erhaltenen
MSK-B Microgliazellen stark angereichert waren. Sie wurden daher als zweites Kul-

turmodell zur Untersuchung der Eigenschaften von Microgliazellen herangezogen.

Tabelle 1 Immuncytochemische Charakterisierung microgliareicher Sekundarkultu-
ren (MSK-B)

Markierung positive Zellen n
% der Zellen einer Kultur

CD11b 9.4 + 238 3
GFAP 09 £ 09 3
GalC 0 2

Die Kulturen wurden durch Trypsinisieren gewonnen und mit Antikorpern gegen die
angegebenen Molekiile angefarbt. Die Gesamtzahl der Zellen wurde durch eine Anfar-
bung der Zellkerne mit DAPI bestimmt. In n Kulturen wurde der Anteil der positiven
Zellen durch Auszdhlen bestimmt. Pro Kultur und Anférbung wurden zwischen 142
und 440 Zellen ausgezihlt. Insgesamt wurden 2375 Zellen gezahlt.
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

3.2 Vorkommen von yGlutamyltranspeptidase in

neuralen Zellen

Um zu tberpriifen, ob Zellen der in vorliegender Arbeit verwendeten neuralen Zell-
kulturen yGT exprimieren, wurde das Vorkommen von mRNA der yGT untersucht
und die spezifische Aktivitdt der yGT in den Zellkulturen bestimmt.

Das Vorkommen der mRNA von vGT in APK, NPK, OSK und MSK-A sowie in
Gehirn und Leber adulter Ratten als Kontrollen wurde durch RT-PCR untersucht.
Diese Methode liefert eine rein qualitative Aussage iiber die Prisenz einer bestimm-
ten mRNA. Mit spezifischen Primern (Tabelle 20) konnte nach reverser Transkrip-
tion der Gesamt-RNA, die aus den neuralen Zellkulturtypen isoliert wurden, jeweils
ein cDNA-Fragment der erwarteten Grofe (Tabelle 20) fiir yGT amplifiziert werden
(Abb. 3). Auker dem prominenten und erwarteten 399 bp grofen cDNA-Fragment
der yGT waren in den Gelen noch einige weitere weniger intensive Banden grofserer
und kleinerer Masse vorhanden. In den Proben der (-Actin-Kontrollen waren keine
weiteren Banden zu sehen (Abb. 3).

A NOMMHIL - +

— 500 bp
— 399 bp

— 300 bp
— 200 bp

Actin I R S - 257

Abb. 3 RT-PCR-Analyse des Vorkommens von mRNA von yGT in neuralen Zell-
kulturen und in Gehirn und Leber adulter Ratten. Je 1 1g Gesamt-RNA aus APK (A),
NPK (N), OSK (O), MSK-A (M), Rattengehirn (H) und Rattenleber (L) wurde revers
transkribiert und mit spezifischen Primern fiir die yGT der Ratte amplifiziert (35 PCR-
Zyklen). Die Positivkontrolle (4+) war cDNA der vGT in einem Plasmid (PGT-12).
Fiir die Negativkontrolle (-) wurde die PCR ohne Zugabe von cDNA durchgefiihrt.
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden auf einem 2 %igen Agarosegel analysiert. Die
Integritdt der cDNA wurde mit $-Actin-spezifischen Primern untersucht (Actin).

GT

Um neben der Analyse des Vorkommens von mRNA der yGT auch Daten zum

Vorkommen des Proteins zu erhalten, wurde die spezifische Aktivitdt der vGT in
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den verschiedenen Zellkulturtypen bestimmt. Dazu wurden Zellen in Zellkulturscha-
len (50 mm Durchmesser) verwendet. Die gemessenen spezifischen Aktivitdten der
vGT sowie die Proteingehalte der Kulturen sind in Tabelle 2 dargestellt. Von den un-
tersuchten neuralen Zellkulturen wiesen APK die hichste spezifische yGT-Aktivitat
auf, gefolgt von OSK. Die hohe SD der Werte fiir OSK mag eine Folge von Ver-
unreinigungen der Kulturen durch unterschiedliche Mengen an Astrogliazellen sein.

Microgliazellen und Neuronen wiesen nur geringe spezifische yGT-Aktivitaten auf
(Tabelle 2).

Um die durch das verwendete Testsystem bestimmte Bildung von 3-Carboxy-4-
nitroanilin aus yGlutamyl-(3-carboxy-4-nitroanilid) (GCNA) eindeutig der yGT zu-
ordnen zu kénnen, wurden neurale Zellkulturen 24 h lang mit Acivicin, einem spezifi-
schen Inhibitor der yGT (Stole et al., 1994), inkubiert. Diese Inkubation mit Acivicin
hemmte in allen vier Zellkulturtypen die Bildung von 3-Carboxy-4-nitroanilin nahezu
vollstdndig (Tabelle 3). Somit war ausschlieklich yGT fiir den beobachteten Umsatz
von GCNA verantwortlich.

3.2.1 Modulation der Aktivitat der vGlutamyltranspeptidase in

neuralen Zellen

Um mogliche Verdanderungen der Aktivitat der yGT in APK zu bewirken, wurden
APK in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) mit verschiedenen Substanzen in-
kubiert (Tabelle 4). Diese Pilotexperimente zeigten, daf in Anwesenheit von TNF«
(10 ng/ml), Ammoniumeisen(III)citrat (FAC; 100 uM) oder IFN~ + LPS (5 U/ml
bzw. 50 pg/ml) die Aktivitdt der yGT innerhalb von 24 h im Vergleich zu den Kon-
trollen anstieg. Alle anderen untersuchten Substanzen beeinflufsten die Aktivitdt nicht

(Tabelle 4).

Der Effekt von IFN~ und LPS wurde in weiteren Experimenten bestatigt. Dabei
fiihrte die Anwesenheit von IFN~v (5 U/ml) und LPS (50 pg/ml) in einer 21 d alten
APK (1,48 + 0,03 mg Protein pro Schale) innerhalb von 72 h zu einem Anstieg der spe-
zifischen Aktivitdt der vyGT von einem Ausgangswert von 1,6 £+ 0,0 nmol/(min x mg)
auf 7,7 £ 0,9 nmol/(min x mg). In den Kontrollen (Abwesenheit von IFNv und LPS)
stieg die Aktivitat nur auf 2,6 &+ 0,3 nmol/(min x mg). Da der Anstieg der spezifischen
~vGT-Aktivitdt durch IFN~ und LPS in Astrogliazellen schon beschrieben worden war
(Garcion et al., 1999), wurde dieser Effekt in vorliegender Arbeit nicht weiter ver-
folgt. Im Gegensatz dazu waren die beobachteten Effekte von TNFa und FAC auf die

Aktivitdt der yGT in Astrogliazellen neu und wurden im weiteren néher analysiert.
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

Tabelle 2 ~GT-Aktivitat in neuralen Zellkulturen

Zellkultur ~GT-Aktivitat Proteingehalt n
nmol/(min x mg) ug/Schale

APK 25 £ 0,8 1274 + 282 57

OSK 16 £ 11 111 + 32 7

MSK-A 06 £ 0,4 200 =+ 74 5

MSK-B 01 £+ 01 155 £ 71 3

NPK 04 +£ 0,1 405 + 8 3

Neurale Zellkulturen wurden in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) kultiviert und die
spezifische YGT-Aktivitdt wurde bestimmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD
von Werten, die in n Experimenten gewonnen wurden.

Tabelle 3 Modulation der vGT-Aktivitat durch Acivicin

Zellkultur [Acivicin] yGT-Aktivitat n Proteingehalt
uM nmol/(min x mg) ug/Schale
APK 0 30 £ 11 9 1050 + 124
100 01 =+ 0,1%** 9 961 £ 81
MSK-A 0 04 £ 01 4 177 = 9
100 01 =+ 0,1%** 4 n.b.
OSK 0 27 £ 04 5 101 £ 21
100 0,3 + 0,1 *** 4 n.b.
NPK 0 04 +£ 02 6 400 £+ 104
100 0,02 + 0,01 ** 6 n.b.

Neurale Zellen wurden 24 h lang in Ab- oder Anwesenheit von 100 ;M Acivicin inkubiert.
Die Tabelle falt Daten aus 1 bis 3 Experimenten zusammen. Die Daten reprasentie-
ren Mittelwerte = SD, die an n Kulturschalen aus je drei APK und NPK und je einer
OSK und MSK-A gewonnen wurden. Zur Berechnung der spezifischen vGT-Aktivitat
von acivicinbehandelten MSK-A, OSK und NPK wurden die angegebenen Protein-
werte von Kulturen genutzt, die ohne Acivicin inkubiert worden waren. Durch Sterne
gekennzeichnet ist die Signifikanz der Unterschiede in der yGT-Aktivitdt zwischen aci-
vicinbehandelten Zellen und den entsprechenden Kontrollen (ohne Acivicin), die mittels
Student’s t-Test berechnet wurde. Fiir APK, NPK und OSK wurde zusatzlich eine
Welch-Korrektur gerechnet. (n.b. = nicht bestimmt)
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Tabelle 4 Modulation der spezifischen Aktivitat der yGT

Substanz Konzentration

~vGT-Aktivitat

nmol/(min x mg)

- (Kontrolle A)

PMA 100 nM
GABA 1 mM
Glutamat 1 mM
A23187 (in DMSO) 1 uM
Isoproterenol 1 uM
Insulin 1uM
db-cAMP 0,5 mM
TNFa 10 ng/ml

- (Kontrolle B)

- (Kontrolle C)

HVA 1 mM

Dopac 1 mM

MPTP 1 mM

MPP* 1 mM

TGF51 1 ng/ml

IFN~ + LPS 5U/ml + 50 pug/ml
FAS (in DMEM/FCS) 100 uM

FAC 100 M
Dexamethason (in EtOH) 1 uM

- (Kontrolle D)

3,3
3.6
3,9
3,0
3,7
2,7
3,2
3,7
4,8
2,4

1,9
1,7
1,8
1,7
2,1
1,7
2,9
2,7
5,0
1,9
2,1

HH B HH B H H HHHHHHH

0,4
0,3
0,3
0,3
0,5
0,4
0,3
13
0,9
0,4

0,0
0,3
0.3
0,2
0,1
0,1
0.3
0,4
0,5
0,1
0,1

Kok

k%%

APK wurden 24 h lang in DMEM/PS mit den aufgefiihrten Substanzen in den ange-
gebenen Konzentrationen inkubiert. Die Daten sind Mittelwerte & SD von Dreifach-
bestimmungen. Die Kultur war zum Zeitpunkt des Experiments 16 d alt und enthielt
1,6 +0,2 mg Protein pro Schale. Um durch den Ablauf des Experiments bedingte
Schwankungen der yGT-Aktivitdt zu erfassen, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
Kontrollen (A, B, C, D) eingefiigt. Die Unterschiede zwischen Kontrollen und TNFa-
behandelten bzw. FAC-behandelten Zellen waren hochst signifikant. (PMA: Phorbol-
12-myristat-13-acetat; GABA: v-Aminobuttersiure; db-cAMP: Di-butyryl-cAMP; HVA:
Homovanillinsdure; Dopac: 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure; MPTP: 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin; MPP*: 1-Methyl-4-phenylpyridiniumion; TGF{31: transfor-
ming growth factor (31; FAS: Ammoniumeisen(Il)sulfat; EtOH: Ethanol)
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

3.2.1.1 Tumor-Nekrose-Faktor o

Um den Einfluft von TNFa auf die spezifische Aktivitdt der yGT in APK néher zu
untersuchen, wurden APK mit 30 ng/ml TNF« bis zu 72 h lang inkubiert. Wahrend
dieser Inkubation stieg in Anwesenheit von TNF«a die spezifische Aktivitat der yGT
von einem Ausgangswert von 2,0 £ 0,4 nmol/(min x mg) innerhalb von 72 h um
den Faktor 4,5 auf einen Plateauwert von 9,1 £+ 1,6 nmol/(min x mg) (Abb. 4). Im
Gegensatz dazu stieg in Abwesenheit von TNF«a die spezifische Aktivitdt der yGT
wahrend der Inkubation nur geringfiigig an. Die Vitalitat der Zellen wurde durch die
Inkubation nicht beeintréichtigt, da nur geringe LDH-Aktivitdten (<10 %) im Medium

gefunden wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4 EinfluB von TNF« auf die spezifische yGT-Aktivitdt von APK. Die Zellen
wurden in DMEM/PS in Ab- oder Anwesenheit von TNF«a (30 ng/ml) fiir die ange-
gebene Zeit inkubiert. Die Daten sind Mittelwerte + SD von Werten, die in sechs bis
elf Experimenten an unabhangigen APK gewonnen wurden. Die Signifikanz der Un-
terschiede in der yGT-Aktivitat zwischen Kontrollen und TNFa-behandelten Zellen
wurde mittels Student “s t-Test berechnet.

Zur Bestimmung der Konzentrationsabhéngigkeit des Effekts von TNFa auf die
Aktivitdt der yGT wurden APK mit TNF« variierter Konzentration in DMEM /PS
inkubiert. Dabei zeigte sich nach 72 h ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
TNFa-Konzentration und der spezifischen yGT-Aktivitdt. Eine hohere Konzentrati-
on an TNF« resultierte in einer hoheren yGT-Aktivitdt in APK (Abb. 5). In vorlie-

gender Arbeit wurden in weiteren Experimente 30 ng/ml TNF« eingesetzt, da diese
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Konzentration einen signifikant stimulierenden Effekt auf die Aktivitdt der vGT in
APK hatte (Abb. 5).
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Abb. 5 Einfluk von TNFa auf die spezifische yGT-Aktivitdt in APK. Die Zellen
wurden 72 h lang in DMEM/PS mit TNF«a der angegebenen Konzentrationen inku-
biert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SD und wurden in Dreifachbestimmung
an drei bis zehn unabhangigen APK gewonnen. Die Ausgangsaktivitdt der vGT be-
trug 1,9 £ 0,3 nmol/(min x mg) (n = 10). Die Signifikanz der Unterschiede in der
~vGT-Aktivitdt wurde mittels ANOVA und anschlieBendem Bonferroni posthoc-Test
berechnet.

Um zu belegen, dafs die nach Inkubation von APK mit TNF«a nachgewiesene Stei-
gerung der Bildung von 3-Carboxy-4-nitroanilin durch die gesteigerte Aktivitdt der
~GT verursacht wurde, wurde der yGT-Inhibitor Acivicin eingesetzt. APK wurden
zundchst fir 48 h mit 30 ng/ml TNF«a vorinkubiert und die spezifische Aktivitét
der vGT wurde bestimmt (Tabelle 5). Die mit TNF« inkubierten Zellen wiesen da-
bei eine um den Faktor 3 erhéhte yGT-Aktivitat im Vergleich zu den Kontrollen auf
(Tabelle 5). Bei der darauf folgenden Hauptinkubation wurden die Zellen in An- oder
Abwesenheit von TNFa mit oder ohne Acivicin (100 M) 24 h lang inkubiert. Fiir aci-
vicinbehandelte Zellen war nahezu keine Aktivitat der yGT nachweisbar, unabhéngig
von einer Inkubation mit oder ohne TNFa (Tabelle 5). Zellen, die nicht mit Acivi-
cin inkubiert wurden, zeigten nach 24 h Hauptinkubation eine &hnliche spezifische

~vGT-Aktivitdt wie Zellen nach der jeweiligen Vorinkubation.

Physiologisches Substrat der yGT ist GSH (Meister und Tate, 1976; Meister und
Anderson, 1983), das von Astrocyten freigesetzt wird (Yudkoff et al., 1990; Sagara
et al., 1996; Dringen et al., 1997a; Hirrlinger et al., 2002¢c). Eine erhohte Aktivitat der
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

Tabelle 5 EinfluB von Acivicin auf die spezifische yGT-Aktivitat in APK

48 h Vorinkubation 24 h Hauptinkubation
[TNFa] ~GT-Aktivitat [Acivicin] yGT-Aktivitat
ng/ml nmol/(min x mg) uM nmol/(min x mg)
0 36 £ 1.2 0 32 £ 08
100 01 £ 0,1
30 10,1 £ 0,1 0 88 £ 1,0
100 02 £ 0,1

Die Zellen wurden 48 h lang in DMEM/PS in An- oder Abwesenheit von TNFa
(30 ng/ml) vorinkubiert. Die Hauptinkubation erfolgte iiber weitere 24 h mit oder
ohne TNF« in Ab- oder Anwesenheit von Acivicin (100 zM). Die angegebenen Daten
sind Mittelwerte + SD und wurden in Dreifachbestimmung in drei unabhingigen Ex-
perimenten gewonnen. Die Ausgangsaktivitat der vGT vor Beginn der Vorinkubation
betrug 2,0 £ 0,3 nmol/(min x mg) (n = 3). Die Unterschiede in der yGT-Aktivitat
zwischen der Kontrolle (ohne Acivicin) und den acivicinbehandelten Zellen ist hochst
signifikant (Student’s t-Test; p<0,001).

~GT sollte daher zu einem verbesserten Abbau von extrazellularem GSH in APK fiih-
ren. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden APK in wells von 24-well-Platten
zunéchst 72 h lang mit oder ohne TNF« (30 ng/ml) in DMEM/PS vorinkubiert. Da-
nach wurden die Zellen gewaschen und mit oder ohne 100 uM Acivicin in MM 6 h
lang inkubiert. Nach Inhibierung der yGT durch Acivicin akkumulierte das von den
Astrocyten freigesetzte GSx proportional zur Zeit im Medium (Abb. 6). Die spezi-
fischen Freisetzungsgeschwindigkeiten fiir GSH betrugen 2,0 + 0,5 nmol/(h x mg)
(Kontrolle) und 1,9 + 0,6 nmol/(h x mg) (TNF«). Es bestand somit kein Unterschied
in der Geschwindigkeit der Freisetzung von GSH zwischen Kontrollen und TNFa-
behandelten Zellen. In Abwesenheit von Acivicin kann aus APK freigesetztes GSH
durch yGT gespalten werden (Dringen et al., 1997a). Unter solchen Bedingungen
zeigte sich hinsichtlich der extrazellularen Akkumulation von GSH ein signifikanter
Unterschied zwischen Kontrollen und TNFa-behandelten Zellen. Die Behandlung mit
TNF« fiihrte zu erhdhter Aktivitdt der vyGT. Ferner wurde extrazelluldres GSH in
grofferem Umfang von TNFa-behandelten Zellen abgebaut als von Kontrollzellen, in
denen die Aktivitdt der yGT nicht durch Vorinkubation mit TNFa erhéht worden
war (Abb. 6).

Ursache gesteigerter Enzymaktivitat kann erhohte Expression des Gens, Stabilisie-

rung der mRNA, Aktivierung des Enzyms oder Freisetzung gespeicherten Enzyms sein.
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Um zu untersuchen, worauf die Steigerung der Aktivitdt der yGT in APK nach der
Behandlung mit TNFa beruhte, wurde Cycloheximid (CHX), ein Inhibitor der Pro-
teinbiosynthese (Ennis und Lubin, 1964), eingesetzt. Dafiir wurden Zellen mit oder
ohne TNFa in An- und Abwesenheit von CHX (10 uM) inkubiert. Nach 24 und 48 h
Inkubation wurde die Aktivitdt der yG'T gemessen. Dabei zeigte sich, dafs die durch
TNF« induzierte Steigerung der spezifischen Aktivitdt der yGT in Anwesenheit von
CHX vollstéandig unterdriickt wurde (Tabelle 6). Die spezifische yGT-Aktivitdt TNFa-
behandelter APK entsprach nach Inkubation mit CHX nahezu dem Ausgangswert. Die
LDH-Freisetzung aus APK war nach 48 h Inkubation mit CHX im Vergleich zur je-
weiligen Kontrolle erhoht (Tabelle 6), was auf eine verminderte Zellvitalitit schliefsen
laft.

—@- TNFa/ Acivicin

-~ TNFa
4 1| _m- Kontrolle / Acivicin
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Abb. 6 EinfluR von TNF« auf die extrazelluldre GSx-Akkumulation in APK. Die
Zellen wurden 72 h lang in DMEM/PS in der Abwesenheit (Quadrate) oder An-
wesenheit (Kreise) von TNFa (30 ng/ml) vorinkubiert. Danach wurden die Zellen
in MM inkubiert in Abwesenheit (offene Symbole) oder Anwesenheit (geschlossene
Symbole) von Acivicin (100 M). Die Daten sind Mittelwerte & SD von Werten, die
in Dreifachbestimmung in drei unabhangigen Experimenten gewonnen wurden. Die
Signifikanzen der Unterschiede in der extrazelluldren GSx-Konzentration von Kontrol-
len (ohne TNFa) und TNFa-behandelten Zellen wurden mittels Student s t-Test
berechnet. Fiir die 6-h-Werte wurde zusatzlich eine Welch-Korrektur gerechnet.
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

Tabelle 6 Effekte von Cycloheximid auf die spezifische yGT-Aktivitat und die Zell-
vitalitdt von APK

24 h 48 h
[TNFa] [CHX] ~GT-Aktivitdit LDH-Freisetzung ~vGT-Aktivitdit ~ LDH-Freisetzung
ng/ml 10 uM  nmol/(min x mg) % nmol/(min x mg) %
0 - 3,0 £ 03 3 £2 34 £ 07 5 £ 3
0 + 21 £ 04* 12 + 11 °%* 22 +£ 03 24 +£ 13 %
30 - 51 £ 15 8 £ 8 82 £ 1,7 5 £ 3
30 + 22 + 04*% 25 + 10 * 25 + 0,5 ** 37 £ b *¥**

Die Zellen wurden bis zu 48 h lang ohne oder mit (30 ng/ml) TNF« in Ab- oder Anwe-
senheit von Cycloheximid (10 M) inkubiert. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte
+ SD von Daten, die in Dreifachbestimmung an je drei unabhéngigen Kulturen (n = 9)
gewonnen wurden. Die Ausgangsaktivitat der yGT betrug 1,9 £ 0,3 nmol/(min x mg)
(n =9). Durch Sterne gekennzeichnet ist die Signifikanz der Unterschiede in der yGT-
Aktivitdt zwischen CHX-behandelten Zellen und den entsprechenden Kontrollen (ohne
CHX), die mittels Student s t-Test berechnet wurde.

3.2.1.2 Eisenionen

Wie in Tabelle 4 gezeigt, wurde die spezifische Aktivitat der yGT in APK auch durch
Inkubation mit dem Eisensalz FAC gesteigert. Um diesen Effekt néher zu untersuchen,
wurden APK in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) mit oder ohne FAC (100 uM)
in DMEM/PS inkubiert. Die Messung der yGT-Aktivitit nach Inkubation von APK
mit FAC ergab je nach Experiment recht heterogene Ergebnisse. Erhebliche gesteigerte
Aktivitaten der yGT zeigten sich nicht nur nach Inkubation mit FAC, sondern auch bei
den Kontrollinkubationen ohne FAC. Tabelle 7 fafst Daten aus 12 bis 14 Experimenten
zusammen, in denen APK 48 h lang mit oder ohne FAC inkubiert worden waren. Die
hohen SD zeigen die Heterogenitdat der Ergebnisse. Nur durch die grofse Anzahl der
durchgefiihrten Experimente wurde der Unterschied in der spezifischen Aktivitéat der
7GT zwischen FAC-inkubierten Zellen und Kontrollen signifikant (Tabelle 7).

Abb. 7 zeigt Ergebnisse aus vier unabhédngigen Experimenten und verdeutlicht die
Variabilitiat des Effektes von FAC auf die Aktivitdat der yGT in APK. In Abhéngigkeit
der applizierten Konzentration an FAC verdnderte sich die spezifische Aktivitdt der
vGT (Abb. 7 A, B). Dabei war die Aktivitdt der yGT nach Inkubation mit FAC in
Konzentrationen von 100 bis 300 M am hoéchsten. Die Unterschiede in der Aktivi-
tdat der yGT zwischen FAC-inkubierten Zellen und Kontrollen, die 48 h ohne FAC
inkubiert worden waren, waren jedoch nicht signifikant (Abb. 7 A, C). Im Gegensatz
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3 Ergebnisse

Tabelle 7 EinfluR von Eisen auf die yGT-Aktivitat in APK

[FAC] ~vGT-Aktivitat Proteingehalt n
uM nmol/(min x mg) mg/Schale

0 53 £ 16 1,1 £ 0,2 12
100 6,4 + 1,1% 1,1 £ 0,2 14

Die Zellen wurden 48 h lang in An- oder Abwesenheit von FAC inkubiert. Die Daten
sind Mittelwerte = SD aus n Experimenten an neun unabhingigen APK. Der mittlere
Ausgangswert der yGT-Aktivitat betrug 3,0 & 0,5 nmol/(min x mg)(n = 14). Der
signifikante Unterschied der yGT-Aktivitat zwischen Kontrollen und FAC-inkubierten
Zellen wurde mittels Student’s t-Test berechnet.

dazu zeigten die Zeitabhangigkeiten des Effekts von 100 uM FAC auf die Aktivitat der
vGT zu verschiedenen Zeitpunkten signifikante Unterschiede zu Kontrollen (Abb. 7

C, D). Auch in den Zeitabhéngigkeiten war immer ein tendenzieller Anstieg der yGT-
Aktivitat nach Gabe von FAC mefsbar (Abb. 7 C, D).

Um zu iiberpriifen, ob eine Inkubation von APK mit FAC den zelluldren Eisengehalt
verandert, wurde der spezifische Eisengehalt der Zellen bestimmt. Bei Inkubation von
APK mit 100 uM FAC stieg der Eisengehalt der Zellen innerhalb von 48 h auf einen
Maximalwert von 197 4+ 8 nmol/mg an, der 20fach hoher war als der von Zellen, die
ohne FAC inkubiert wurden (Abb. 8 A). Ein maximaler Gehalt an Eisen in Zellen von
APK wurde nach 48 h Inkubation mit 300 M FAC erreicht. Inkubation bei geringeren
oder hoheren Konzentrationen fiithrte zu einem geringeren spezifischen Eisengehalt
(Abb. 8 B).

Um die Bedeutung von Eisen in dem Eisenkomplex FAC auf die Anderung der
Aktivitat der yGT zu iiberpriifen, wurden APK mit den in Tabelle 8 angegebenen
Substanzen inkubiert. FAC fiihrte zu einem stérkeren Anstieg der yGT-Aktivitét als
die anderen Substanzen und als Abwesenheit von Zusétzen. Citrat und Ammoniumio-
nen, die neben Eisen in FAC enthalten sind, fiihrten zu keiner Steigerung der spezi-
fischen yGT-Aktivitdt in APK (Tabelle 8). Der Eisenchelator Desferoxamin (DFX)
verhinderte den FAC-abhéngigen Anstieg der yGT-Aktivitat. Die beobachteten Un-
terschiede in der spezifischen yGT-Aktivitat von APK, die mit FAC bzw. den anderen
in Tabelle 8 angegebenen Testsubstanzen erhalten wurden, waren nicht signifikant. Im
Gegensatz zu den anderen getesteten Substanzen wurde in Anwesenheit von Acivicin
die Aktivitdt der yGT nahezu vollstdndig gehemmt (Tabelle 8).
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Abb. 7 Effekt einer Eisenapplikation auf die yGT-Aktivitdt in APK. Dargestellt
sind Daten aus vier unabhangigen Experimenten (A-D), die an unabhangigen Kultu-
ren durchgefiihrt wurden. Die Zellen wurden 48 h lang in DMEM/PS mit FAC der
angegebenen Konzentrationen (A, B) oder fiir die angegebene Zeit in Ab- oder An-
wesenheit von 100 uM FAC (C, D) inkubiert. Die Werte sind Mittelwerte + SD aus
Dreifachbestimmungen, die an 18 d (A, C, D) und 15 d (B) alten APK gewonnen
wurden. Die Proteingehalte der Kulturen betrugen 1,3 + 0,1 (A), 1,3 £ 0,0 (B),
1,3+£0,0(C)und 1,3 £ 0,1 (D) mg pro Schale. Die Unterschiede zwischen Kontrol-
len und FAC-inkubierten Zellen sind in den Experimenten A und B nicht signifikant
(ANOVA mit Tuckey-Kramer post-Test). Die Signifikanzen der Unterschiede zwischen
Kontrollen und FAC-inkubierten Zellen in den Experimenten C und D wurden per Stu-
dents’s t-Test ermittelt.
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Abb. 8 Eisengehalt von APK in Abhangigkeit der Inkubationszeit in Ab- oder An-
wesenheit von FAC (100 ©M). Die Zellen wurden bis zu 72 h lang mit FAC (100 pM)
(A) oder 48 h lang mit FAC variierter Konzentrationen (B) inkubiert. Die Werte wur-
den in Dreifachbestimmung an einer 18 d (A) und einer 15 d (B) alten APK gewonnen.
Der Eisengehalt unbehandelter APK betrug 9,5 £+ 0,9 (A) und 14,8 £ 3,4 nmol/mg.
Der Proteingehalt der Kulturen betrug 1,27 4+ 0,01 (A) und 1,34 £+ 0,03 (B) mg pro
Schale.

Tabelle 8 Effekte verschiedener Substanzen auf die spezifische yGT-Aktivitat in
APK

Substanz Konzentration ~GT-Aktivitat n
nmol/(min x mg)
- (Kontrolle) 55 + 1,9 5
FAC 100 uM 6,1 £ 1,2 7
AC 100 uM 50 £ 15 3
Citrat 100 puM 54 £ 1.8 3
NH; 100 pM 45 + 05 3
FAC + DFX 100 uM / 1 mM 46 + 1,4 4
DFX 1 mM 40 + 0,8 3
FAC + Acivicin 100 uM / 100 uM 0,1 + 0,03 3
Acivicin 100 puM 0,1 £ 0,1 4

Die Zellen wurden 48 h lang in DMEM/PS mit den aufgefiihrten Substanzen in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die Daten sind Mittelwerte + SD von Werten,
die in n Experimenten an unabhangigen Kulturen gewonnen wurden. Die Ausgangsak-
tivitdt der vGT betrug 2,9 + 0,3 nmol/(min x mg). (AC: Ammoniumcitrat (dibasisch);
DFX: Desferoxamin)
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

3.2.1.3 Stickstoffmonoxid

Da Inkubation von Zellen mit TNFa die iNOS induziert und dadurch zu einer Produk-
tion von NO fithrt (Da Silva et al., 1997; Kong et al., 2000), wurde untersucht, ob NO
die Aktivitdt der yGT in APK beeinfluftt. Dazu wurden APK mit dem NO-Donor Ni-
troprussidnatrium (SNP) in einer Konzentration von 100 M in DMEM /PS inkubiert.
SNP fiihrte zu deutlicher Steigerung der vyGT-Aktivitét. Innerhalb von 24 h nach Ga-
be von SNP stieg die spezifische Aktivitat der yGT von 2,1 £+ 0,7 nmol/(min x mg)
auf das bfache (10,7 + 4,9 nmol/(min x mg)), wihrend die Aktivitdt in den Kontrollen
nur auf das 1,6fache (3,4 + 0,5 nmol/(min x mg)) anstieg (Tabelle 9).

Tabelle 9 Einflul von SNP auf die spezifische yGT-Aktivitidt in APK

[SNP] ~vGT-Aktivitat Proteingehalt

uM nmol/(min x mg) mg/Schale
0 34 £ 05 13 £ 0,3

100 10,7 £ 44 13 £ 0.2

Die Zellen wurden 24 h lang in DMEM/PS mit oder ohne SNP (100 M) inkubiert.
Die Daten sind Mittelwerte == SD von Werten, die in Dreifachbestimmung in drei
Experimenten an unabhangigen APK gewonnen wurden. Der gemittelte Ausgangswert
der yGT-Aktivitdt betrug 2,1 £ 0,7 nmol/(min x mg).

3.2.1.4 Uberexpression der vGlutamyltranspeptidase durch adenoviralen

Gentransfer

NPK weisen eine niedrige spezifische Aktivitat der yGT auf (Tabelle 2). Um die Kon-
sequenzen erhohter Aktivitdt der yG'T in Neuronen untersuchen zu koénnen, sollte
~vGT in Neuronen iiberexprimiert werden. Da primére Zellen in der Regel mit nicht-
viralen Gentransfermethoden nur mit geringer Effizienz transfizierbar sind, wurde die
cDNA der vGT durch einen viralen Vektor in Neuronen eingebracht. Die adenovira-
len Vektoren pAD-yGT und pADEG (Kontrollvektor) wurden freundlicherweise von
Dr. Ellen Gerhardt zur Verfiigung gestellt. Zur Etablierung der Methoden und zur

Bestimmung der Transfektionsrate wurden zundchst APK mit Adenoviren infiziert.

APK wurden mit dem viralen Vektor, der die cDNA der vGT enthielt (pAD-yGT)
oder zum Vergleich mit einem Kontrollvirus (pADEG) infiziert. Die viralen Vektoren

enthalten zusétzlich zu dem Transgen auch die genetische Information fiir das griin-
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3 Ergebnisse

fluoreszierende Protein EGFP, dessen Fluoreszenz den Nachweis erfolgreicher Trans-
fektion liefert. Die Zellen wurden zum Nachweis des Transgens YGT zusatzlich mit
einem Antikorper gegen das flag-tag (Brizzard et al., 1994) inkubiert, das als Teil des
Transgens im Virus enthalten war. Abb. 9 zeigt eine immuncytochemische Anfarbung
transfizierter APK, die 2 d nach der Transfektion durchgefiihrt wurde. Zellen, die mit
viralen Vektoren infiziert waren, zeigten durch die Expression von EGFP griine Fluo-
reszenz (Abb. 9 A und B). Zellen, die aufserdem das Transgen exprimierten, wurden
durch den immuncytochemischen Nachweis des flag-tag identifiziert (Abb. 9 C). Die
mit dem Kontrollvektor infizierten Zellen zeigten EGFP-Fluoreszenz (Abb. 9 B), wur-
den aber nicht durch den Antikérper gegen das flag-tag angefarbt (Abb. 9 D). Die
Uberlagerung von EGFP-Fluoreszenz und flag-tag-Anfirbung weist auf Kolokalisation
der beiden Indikatoren in pAD-yGT-transfizierten Zellen hin (Abb. 9 E)

Zur Bestimmung der Transfektionsrate der viralen Vektoren in APK wurden trans-
fizierte Zellen immuncytochemisch gefarbt und ausgezéhlt (Tabelle 10). Dabei zeigte
sich zwar eine positive Korrelation zwischen der Anzahl transfizierter Zellen und MOI,
aber selbst bei einer MOI von 100 waren bestenfalls 22 % aller Zellen EGFP-positiv.
Bei Zellen, die mit pAD-yGT infiziert worden waren, war die Transfektionsrate ge-
ringfiigig hoher (25-40 %) als bei Zellen, die mit dem Kontrollvektor pADEG infiziert
worden waren. Die Expression des flag-tags war bei pAD-yGT-infizierten Zellen we-
niger stark ausgepragt als die Expression des EGFP, die ca. 40 % groker war. Bei
pADEG-infizierten Kontrollen wurden keine flag-tag-positiven Zellen gefunden (Ta-
belle 10).

Tabelle 10 Immuncytochemische Bestimmung der Transfektionsrate (% aller Zel-
len) von pAD-vGT und pADEG in APK

pADEG pAD-~GT
MOI EGFP-positiv ~ flag-positiv. n EGFP-positiv flag-positiv n
10 1,7 £ 09 0 2 41 +£ 1.3 40 +£ 1,1 2
50 98 + 1,8 0 2 13,2 + 4,0 82 £ 04 2
100 142 + 8,1 0 3 22,2 4+ 5,2 16,5 + 3,8 3

In mit viralen Vektoren infizierten APK wurde nach 2 d EGFP und flag-tag nachgewie-
sen. Die Gesamtzahl der Zellen wurde durch eine Anfarbung der Zellkerne bestimmt.
In n Kulturen wurde der Anteil der positiven Zellen durch Auszdhlen bestimmt. Pro
Kultur wurden zwischen 1792 und 9549 Zellen ausgezihlt. Insgesamt wurden 20.254
Zellen ausgezahlt.
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3.2 Vorkommen von vyGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

Abb. 9 APK wurden mit dem viralen Vektor pAD-yGT (A, C und E) oder mit dem
Kontrollvektor pADEG (B, D und F) in der Konzentration 100 MOI infiziert. Nach
2 d Inkubation wurde die Expression von EGFP (A, B) nachgewiesen bzw. wurden
die Zellen mit einem Antikorper gegen das flag-tag (C, D) angefarbt. E und F zeigen
die Uberlagerung von A und C bzw. B und D. Der Balken in F entspricht 20 zzm und
gilt fiir alle Teilabbildungen.
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3 Ergebnisse

Um die erfolgreiche Expression der vGT nach Infektion von APK mit Adenoviren
zu bestéatigen, wurden die 16sliche Fraktion und die Membranfraktion von APK, die
mit den viralen Vektoren pAD-yGT oder dem Kontrollvektor pADEG (kein Transgen)
infiziert worden waren, in einem Western blot analysiert. In der Membranfraktion von
APK, die mit pAD-yGT infiziert worden waren, konnten im Vergleich zu den Kontrol-
len mit einem Antikérper gegen das flag-tag zusétzliche Proteinbanden nachgewiesen
werden, von denen eine der Masse der C-terminalen Untereinheit der vGT von ca.
22 kDa (Tate und Meister, 1976) entsprach (Daten nicht gezeigt).

Zur Untersuchung der funktionellen Expression der yGT in neuralen Zellen, die mit
pAD-yGT infiziert worden waren, wurde die Aktivitdt der yGT bestimmt. Trotz der
geringen Transfektionsrate fithrte die Transfektion mit pAD-yGT in allen Zellkultur-
typen zu einer Steigerung der spezifischen Aktivitdat der yGT um den Faktor 2500
(Tabelle 11). Die Infektion neuraler Zellen mit dem Kontrollvirus fiihrte allenfalls zu
einer geringen Steigerung der yGT-Aktivitat (Tabelle 11). Mit den viralen Vektoren
(pAD-7GT und pADEG) wurden APK, NPK und CKZ bei verschiedenen MOI trans-
fiziert (Tabelle 11). Bei pAD-yGT-infizierten APK stieg die spezifische Aktivitét der
~GT proportional zur applizierten MOI. Die spezifische Aktivitat der yGT stieg in
pAD-vGT-infizierten NPK nach Applikation von 10 MOI deutlich stérker an als in
APK. Die vGT-Aktivitéat erreichte bei 50 MOI einen Maximalwert, der bei weiterer
Erh6éhung der MOI nicht weiter gesteigert werden konnte. In pAD-yGT-infizierten
NPK war die maximale spezifische Aktivitdt der yGT nur etwa halb so grofs wie in
transfizierten APK. In CKZ war die spezifische yGT-Aktivitat nach MOI von 100 fiir
pAD-vGT annnahernd gleich wie in transfizierten APK. In pAD-yGT-infizierten APK
konnte in Pilotexperimenten (MOI 50: 17 d alte Kultur mit 448 + 7 ug Protein pro
Schale, n = 2; MOI 10 und 100: 15 d alte Kultur mit 621 £ 15 und 561 + 30 ug Protein
pro Schale, n = 3) die Bildung von 3-Carboxy-4-nitroanilin durch Inkubation des Zelly-
satliberstands (5.3.4.1) mit Acivicin (1 mM, 30 min) von 400 + 20 nmol/(min x mg)
auf 60 £ 10 nmol/(min x mg) (MOI: 10), von 2600 £ 20 nmol/(min x mg) auf
48 £ 0 nmol/(min x mg) (MOI: 50) und von 5300 £+ 650 nmol/(min x mg) auf
600 £ 100 nmol/(min x mg) (MOI: 100) verringert werden. Die nachgewiesene Stei-
gerung der Bildung von 3-Carboxy-4-nitroanilin in pAD-yGT-transfizierten APK war
somit auf Erhohung der yGT-Aktivitat zuriickzufiihren.

In Pilotexperimenten ergaben Messungen der intrazelluldren GSx-Konzentration in
pAD-vGT-infizierten CKZ und NPK wesentlich niedrigere Werte als in kontrollinfizier-
ten Zellen. Die intrazelluldre Konzentration an GSx war bei pAD-yGT-infizierten NPK
(4 d alte Kultur mit 105 £ 10 pg Protein pro 35 mm-Schale, n = 3) mit 4,8 + 0,6 nmol
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GSx/mg Protein ca. 70 % niedriger als in kontrollinfizierten Zellen (17,3 4+ 1,0 nmol
GSx/mg Protein) und ca. 80 % niedriger als in nichtinfizierten Zellen (21,1 £ 2,3 nmol
GSx/mg Protein). In pAD-yGT-infizierten CKZ (2 d alte Kultur, 190 £+ 120 ug Prote-
in pro Schale, n = 2) war der zellulidre GSx-Gehalt etwa 96 % niedriger (1,1 £ 0,6 nmol
GSx/mg Protein) als in kontrollinfizierten Zellen (27,0 £+ 1,7 nmol GSx/mg Protein,
183 + 6 pg Protein pro Schale, n = 3). Zusétzliche Inkubation mit GSH (100 pM,
4 h) liek den intrazelluliren GSx-Gehalt in CKZ auf ca. 50 % des Kontrollwertes an-
steigen (9,4 + 2,1 nmol GSx/mg Protein, 124 + 10 ug Protein pro Schale, n = 3).
Im Gegensatz dazu war in pAD-yGT-infizierten NPK nach Inkubation mit GSH der
zelluldre GSx-Gehalt (23,0 £ 1,7 nmol GSx/mg Protein) nahezu identisch mit dem
GSx-Gehalt nichtinfizierter Zellen. Aufgrund dieser extrem starken Beeinflussung des
intrazellularen GSH-Gehaltes von Neuronen durch die Transfektion von yGT wurden
mit diesen Viren keine weiteren Versuche (z.B. fiir Neuroprotektionsexperimente in

vivo und in vitro) durchgefiihrt.

Tabelle 11  Aktivitat der vGT in neuralen Primarkulturen nach Infektion mit Ade-
noviren

Zellkultur MOI ~GT-Aktivitat Proteingehalt n
nmol/(min x mg) ug/Schale
pADEG pAD-vGT
APK 10 28 £ 0,1 400 £ 20 621 £+ 15 3
50 53 £ 15 2600 £ 20 448 + 7 2
100 64 + 1,8 5300 £ 650 560 + 30 3
CKZ 100 102 + 9.3 4350 + 1860 200 + 20 6
NPK 10 05 £ 01 1130 + 160 179 + 11 3
50 05 + 0,1 2160 + 290 143 + 12 3
100 23 + 24 2260 £ 200 154 + 5 3

APK (15 und 17 d alt), NPK (4 d alt) und CKZ (2 d bis 3 d alt) wurden
mit pADEG (Kontrollvektor) oder pAD-yGT zwei Tage (APK, NPK) oder fiinf
Tage (CKZ) lang inkubiert. Die Ausgangsaktivititen der yGT betrugen bei APK
1,8 £ 0,6 nmol/(min x mg) (n = 6), bei NPK 0,30 + 0,03 nmol/(min x mg) (n = 4).
Bei CKZ standen nicht geniigend Zellen fiir die Bestimmung des Ausgangswertes zur
Verfligung. Die Daten sind Mittelwerte + SD aus n Messungen, die an einer oder zwei
unabhangigen Kulturen durchgefiihrt wurden. Entsprechend der Grole der SD wurden
die Werte teilweise gerundet um die Ubersichtlichkeit zu erhhen.
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3 Ergebnisse

3.3 Extrazellularer Stoffwechsel von
Glutathiondisulfid

Astrogliazellen exportieren GSSG wihrend chronischem oxidativem Strefs (Hirrlinger
et al., 2001, 2002c). Da der Verbleib des extrazelluliren GSSG im Gehirn nicht ge-
klart ist, wurde an APK das Potential von Astrogliazellen zum Umsatz von GSSG

untersucht.

3.3.1 Umsatz von extrazellularem Glutathiondisulfid durch

neurale Zellen

Um die Stabilitat von extrazellulairem GSSG in APK zu untersuchen, wurde GSSG
in DMEM/PS gelost und 24 h lang in An- und Abwesenheit von APK inkubiert. In
Anwesenheit von Zellen war innerhalb von 24 h nahezu die Hélfte des zugegebenen
GSSG verschwunden oder jedenfalls mit dem verwendeten GSx-Testsystem nicht mehr
nachweisbar (Abb. 10). Im Gegensatz dazu nahm in Abwesenheit von Zellen die GSSG-
Konzentration innerhalb von 24 h nur geringfiigig ab (Abb. 10).
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Abb. 10 Stabilitdt von GSSG in DMEM/PS. GSSG (100 M) wurde in DMEM/PS

in An- oder Abwesenheit von Zellen einer 15 d alten APK fiir die angegebenen Zeiten
inkubiert.
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3.3 Extrazellularer Stoffwechsel von Glutathiondisulfid

Da substantielle Mengen an GSSG nur in Anwesenheit von Zellen verschwanden,
wurde untersucht, ob dieser Effekt von vitalen, intakten Zellen abhéngig war, auch in
Gegenwart von Zellysaten auftrat oder von einem aus APK freigesetzten Faktor ab-
hing. Dazu wurden intakte APK, Lysate von APK und gliakonditioniertes DMEM /PS
auf ihr Potential zum Umsatz von GSSG getestet (Abb. 11). Die Lysate wurden mit
Triton X-100 (0,1 bis 1 %) oder Digitonin (100 pg/ml) aus APK in wells von 24-well-
Zellkulturplatten hergestellt. Das gliakonditionierte Medium wurde direkt vor dem
Experiment durch 24stiindige Inkubation von APK mit DMEM /PS hergestellt. Nach
24 h Inkubation von GSSG mit intakten Zellen oder den eingesetzten Lysaten von
APK waren ca 50 % des eingesetzten GSSG nicht mehr nachweisbar (Abb. 11). Im Ge-
gensatz dazu blieb in Abwesenheit von Zellen oder Lysaten die GSSG-Konzentration
nahezu unverandert. Ebenso verringerte die Inkubation von GSSG in konditioniertem
Medium in Abwesenheit von Zellen die GSSG-Konzentration nicht (Abb. 11). Die be-
obachtete Instabilitdt von GSSG ist somit vermutlich auf einen membranstindigen

und nicht auf einen sekretierten Faktor zuriickzufiihren.
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Abb. 11 Stabilitdt von GSSG in DMEM/PS in An- und Abwesenheit von Zellen
oder Zellysaten. GSSG (0,1 mM) wurde 24 h lang mit oder ohne Zellen oder Zellysaten
in DMEM/PS oder ohne Zellen in konditioniertem DMEM/PS inkubiert. Die Lysate
wurden aus einer 20 d alten APK in wells von 24-well-Platten mit Triton X-100 (0,1
bis 1 %) oder Digitonin (100 pg/ml) hergestellt. Das gliakonditionierte Medium wurde
durch 24 stiindige Inkubation von APK mit DMEM/PS hergestellt.
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3 Ergebnisse

Das Zellkulturmedium DMEM ist eine sehr komplexe Losung vieler Substanzen
(Dulbecco und Freeman, 1959). Um das Testsytem zur Messung des GSSG-Umsatzes
zu vereinfachen und gleichzeitig eine Abhéangigkeit dieses Prozesses von DMEM-Kom-
ponenten zu untersuchen, wurden APK mit GSSG 24 h lang in einer einfachen gepuf-
ferten Salzlosung (MM) vergleichend zu DMEM /PS inkubiert (Abb. 12). Dabei zeigte
sich, daf in Gegensatz zu DMEM/PS (Abb. 12 B) GSSG in MM auch in Anwesenheit
von APK nicht verschwand, sondern nach 24 h nahezu die gleiche Konzentration an
extrazellularem GSSG mefbar war wie vor der Inkubation (Abb. 12 A). Somit stimu-
lieren eine oder mehrere Komponenten des DMEM /PS den beobachteten Umsatz von
GSSG durch APK.
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Abb. 12 Stabilitdt von GSSG in DMEM/PS oder MM in An- oder Abwesenheit von

Zellen. 0,1 mM GSSG wurde in MM (A) oder DMEM/PS (B) in An- oder Abwesenheit
von Zellen einer 15 d alten APK fiir die angegebenen Zeiten inkubiert.

3.3.1.1 Suche nach Cosubstraten

Um den beobachteten Umsatz von GSSG durch APK néher zu charakterisieren, wur-
den APK in DMEM/PS oder MM mit GSSG in Gegenwart verschiedener Substanzen
inkubiert. Dabei wurde eine Beteiligung der yGT durch Einsatz des Inhibitors Acivicin
oder durch Gabe der bekannt guten yGT-Substrate (Thompson und Meister, 1977;
Taniguchi und Ikeda, 1998) Glutamin oder Methionin untersucht. Eine Beteiligung
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von oxidativem Strefs wurde durch Gabe antioxidativer Enzyme (Catalase und SOD),
niedermolekularer Antioxidantien (GSH, Ascorbat) oder des Eisenchelators DFX un-
tersucht. Keine dieser Substanzen fiihrte zu einer Stimulation des Umsatzes von GSSG
durch APK in MM oder zu einer Verringerung oder Steigerung des Umsatzes von
GSSG durch APK in DMEM/PS (Tabelle 12).

Tabelle 12 Priifung von Substanzen auf Beeinflussung der Stabilitat von extrazel-
lularem GSSG im Medium von APK

Substanz Konzentration Effekt/Stimulierung
MM DMEM/PS

Acivicin 100 uM nein nein
Glutamin 1 mM nein n.u.
Methionin 1 mM nein n.u.
DFX 1 mM n.u. nein
SOD/Catalase 100 U / 100 U n.u. nein
GSH 1 uM nein nein

10 uM nein nein
Ascorbinsaure 100 uM nein nein

APK wurden mit 0,1 mM GSSG in MM oder DMEM/PS in Anwesenheit der angege-
benen Substanzen 24 h lang inkubiert. Nach 24 h Inkubation von APK mit GSSG in
MM wurden 81% der eingesetzten Menge an GSSG, nach Inkubation mit DMEM 35%
nachgewiesen. Keine der angegebenen Substanzen verdndert die Stabilitdt von GSSG
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (MM oder DMEM/PS). Mit Ausnahme des Aci-
vicinexperiments, das dreimal durchgefiihrt wurde, wurden die gezeigten Experimente
jeweils nur einmal durchgefiihrt. (n.u. = nicht untersucht)

Um zu untersuchen, welche Komponente(n) in DMEM/PS fiir den beobachteten
GSSG-Umsatz durch APK benétigt wird, wurden die in DMEM — aber nicht in MM
— enthaltenen Substanzen in fiinf Gruppen zusammengefafst und APK mit GSSG in
MM inkubiert, das diese Testsubstanzen in der im DMEM enthaltenden Endkon-
zentration enthielt (Tabelle 13). Supplementierung von MM mit den Substanzen der
Gruppe 1 (Isoleucin, Glycin, Arginin, Glutamin und Cystin (CSSC)) fiihrte in APK
zu der gleichen Abnahme der extrazellularen Konzentration an GSSG, wie sie bei
APK beobachtet wurde, die mit GSSG in DMEM inkubiert wurden. Im Gegensatz
dazu fiihrten die anderen untersuchten Substanzgruppen zu keiner Beschleunigung des
GSSG-Umsatzes (Tabelle 13).

Daraufhin wurden die Substanzen der Testgruppe 1 einzeln mit GSSG und APK
in MM inkubiert. Nur die Gegenwart von Cystin wurde von APK in MM benétigt,
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um dem Umsatz von GSSG auf Werte zu steigern, die durch DMEM ermoglicht wur-
den (Tabelle 14). Da von den vielen Komponenten des DMEM nur Cystin fiir den
zellabhéngigen Umsatz von GSSG bendtigt wurde, sind die weiteren Experimente zur
Untersuchung des an diesem Prozess beteiligten Mechanismus in MM (oder anderen

Puffern) in Anwesenheit von Cystin durchgefiihrt worden.

Tabelle 13  Untersuchung von Komponenten des DMEM auf Beeinflussung des
Umsatzes von extrazellularem GSSG

Substanz Konzentration Stimulation
mM des GSSG-Umsatzes
Gruppe 1 Isoleucin 0,8
Glycin 0,4 ja
Arginin 0,4
Glutamin 4,0
Cystin 0,4
Gruppe 2 Histidin 0,14
Serin 0,4 nein
Threonin 0,8
Phenylalanin 0,4
Methionin 0,2
Gruppe 3 Lysin 0,8
Leucin 0,8 nein
Valin 0,8
Tyrosin 0,4
Tryptophan 0,08
Gruppe 4 Inositol 0,04
Cholin 0,03 hein
Pyruvat 0,1
Fe (NO3)3 2,5 x 1074
Gruppe 5 Thiamin 0,12 _
Nicotinamid 0,03 nein
Riboflavin 0,13

APK wurden in MM mit 0,1 mM GSSG in Anwesenheit der angegebenen Substanz-
gruppen 24 h lang inkubiert. Das Experiment wurde nur einmal durchgefiihrt.
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Tabelle 14  Effekt der in Gruppe 1 (Tabelle 13) enthaltenen Substanzen auf den
Umsatz von extrazelluldrem GSSG

Substanz Konzentration Stimulation
mM des GSSG-Umsatzes

Isoleucin 0,8 nein

Glycin 0,4 nein

Arginin 0,4 nein

Glutamin 4,0 nein

Cystin 0,4 ja

APK wurden in MM mit 0,1 mM GSSG in Anwesenheit der angegebenen Substanzen
24 h lang inkubiert.

3.3.1.2 Identifizierung des Redoxzustandes des nachgewiesenen

Gesamtglutathions

Bei den bisher beschriebenen Experimenten wurde das eingesetzte GSSG als GSx
bestimmt. Um zu untersuchen, ob das im Medium bestimmte GSx wirklich als GSSG
vorlag, und ob intakte Zellen in APK GSSG aus dem Medium aufnehmen, wurden
APK mit GSSG und/oder Cystin 6 h lang in MM inkubiert. Anschliefslend wurden
Gesamtglutathion und GSSG in Zellen und Medium bestimmt. Aus der Differenz
wurde die Menge an vorhandenem GSH berechnet. Nur in Gegenwart von GSSG und
Cystin wurde eine Abnahme der extrazelluliren Konzentration an GSSG durch APK
beobachtet (Abb. 13 B). Unter allen untersuchten Bedingungen lag extrazelluléres
GSx nahezu vollstédndig in oxidierter Form als GSSG vor (Abb. 13 B). Somit wurde
bei den weiteren im Rahmen vorliegender Arbeit durchgefithrten Experimenten auf
die Derivatisierung der Proben zur Bestimmung des GSSG-Anteils am GSx verzichtet
und extrazelluldres GSx mit GSSG gleichgesetzt. Im Gegensatz zum extrazelluldren
GSx lag intrazelluldres GSx fast vollstandig in reduzierter Form als GSH vor (Abb. 13
A). Der Gehalt an Glutathion blieb wihrend der Inkubation mit GSSG und Cystin in
den Zellen nahezu konstant. Wurden die Zellen in Abwesenheit von Cystin 6 h lang
inkubiert, nahm der zellulare GSx-Gehalt um ca. 40 % ab, unabhingig von der An-
oder Abwesenheit von GSSG (Abb. 13 A).
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Abb. 13 Anteil des GSSG am zelluldren (A) und extrazelluldren (B) GSx-Gehalt
von APK. Die Zellen wurden in MM mit 0,2 mM GSSG und/oder 0,5 mM Cystin fiir
6 h inkubiert. Dargestellt sind der GSx-Gehalt in Zellen (A) und Medium (B) sowie
die jeweiligen Anteile von GSH (grau) und GSSG (schwarz) am Gesamt-Glutathion
vor und nach der Inkubation. Die gestrichelte Linie in A stellt den Ausgangsgehalt
an zelluldrem GSx dar (4,8 4 0,2 nmol pro well). Die Kultur war zum Zeitpunkt der
Inkubation 15 d alt und enthielt 118 + 5 ug Protein pro well.
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3.3.1.3 Bedingungen des Glutathionumsatzes

Proteinabhangigkeit Der Umsatz von extrazellularem GSSG in APK war abhéngig
von der Anwesenheit von Zellen oder von Zellysaten (Abb. 11). Um zu untersuchen,
ob der Umsatz von GSSG von der Menge an Zellmaterial abhing, wurden GSSG und
Cystin in MM mit verschiedenen Mengen an APK-Lysat inkubiert, das mit Digito-
nin (100 pg/ml, 1 ml pro Kulturschale mit 50 mm Durchmesser) hergestellt worden
war. Triton X-100-Lysate wurden fiir solche Experimente nicht herangezogen, um
Storungen des Proteinbestimmungstests nach Lowry et al. (1951) durch das Deter-
genz (Lottspeich und Zorbas, 1998) zu vermeiden. Mit zunehmender Menge an Lysat
nahm der Umsatz von GSSG bis zu einer Menge von 80 % zu (Abb. 14). Somit war
der GSSG-Umsatz von der Menge an zugesetztem Lysat abhéngig.
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Abb. 14 Abhangigkeit der Abnahme der GSSG-Konzentration von der Lysatmenge.
0,1 mM GSSG wurden in MM mit 0,2 mM Cystin und verschiedenen Mengen an
Zellysat fiir bis zu 6 h inkubiert. Das Lysat wurde durch Inkubation einer 22 d alten
APK mit 100 pg/ml Digitonin hergestellt. 100 % Lysat enthielten 1,00 + 0,02 mg
Protein.

Zeitabhidngigkeit Um den Verlauf des Umsatzes von extrazellularem GSSG in APK
zu untersuchen, wurden intakte Zellen bis zu 48 h lang mit GSSG und Cystin in MM
inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die Konzen-
tration an GSSG wurde bestimmt. Abb. 15 zeigt einen typischen Verlauf der Konzen-

trationsabnahme von extrazellulirem GSSG. Nach einer Verzogerungsphase von 1-2 h
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3 Ergebnisse

folgte bis zu 8 h ein schneller, nahezu linear mit der Zeit verlaufender Umsatz von
GSSG bis zu 8 h. Danach verlangsamte sich der Umsatz von GSSG (Abb. 15)
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Abb. 15 Verlauf des Verschwindens von extrazellularem GSSG in einer APK. Die
18 d alte APK wurde mit 0,2 mM GSSG und 0,2 mM Cystin in MM bis zu 48 h lang
inkubiert.

Substratabhdngigkeit Als weiterer Parameter zur Charakterisierung des Umsat-
zes von GSSG in APK wurde die Abhéngigkeit von der Konzentration der Substrate
GSSG und CSSC untersucht. Mit steigender Anfangskonzentration an GSSG steigerte
sich innerhalb einer 6stiindigen Inkubation von APK mit 0,5 mM Cystin der GSSG-
Umsatz (Abb. 16 A). Die aus den linear abfallenden Bereichen der Zeitabhéngigkeit
berechneten Umsatzgeschwindigkeiten fiir GSSG zeigten eine nahezu proportionale
Abhéngigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der GSSG-Konzentration (Abb. 16 B).
Abb. 16 C und D zeigen die Abhéngigkeit des GSSG-Umsatzes von der eingesetzten
Konzentration des zweiten Substrats Cystin bei konstanter Konzentration an GSSG
(0,2 mM). Mit steigender Konzentration an Cystin beschleunigte sich das Verschwin-
den von GSSG (Abb. 16 C). Die berechneten Umsatzgeschwindigkeiten fir GSSG

waren nahezu proportional zur eingesetzten Cystin-Konzentration (Abb. 16 D).

GSSG wurde in APK nur in Anwesenheit von Cystin umgesetzt. Um zu kléren, ob
der Umsatz von GSSG spezifisch von der Anwesenheit des Disulfids Cystin abhéngt,
oder Cystin durch andere Disulfide ersetzt werden kann, wurden APK mit GSSG

in Gegenwart verschiedener Disulfide in MM inkubiert. In intakten APK war ein
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Abb. 16 Abhangigkeit des Verschwindens von GSSG im Medium von APK von den
Konzentrationen an GSSG und Cystin. APK wurden bis zu 6 h lang in MM bei den
angegebenen Konzentrationen an GSSG (A, B) bzw. Cystin (C, D) in Anwesenheit
von 0,5 mM Cystin (A, B) bzw. 0,2 mM GSSG (C, D) inkubiert. A und C zeigen die
Zeitabhangigkeit des Verschwindens von GSSG. Aus dem linearen Absinken der Kon-
zentration an GSSG zwischen 2 und 6 h wurden die GSSG-Umsatzgeschwindigkeiten
berechnet, die in B und D dargestellt sind. Die Kulturen waren zum Zeitpunkt der
Experimente 20 d (A, B) bzw. 17 d (C, D) alt.
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Verschwinden von extrazellulirem GSSG nur in Gegenwart von L-Cystin nachweisbar.
Im Gegensatz dazu ermoglichten die Disulfide D-Cystin, DTNB, (CysGly)s, (GlyCys)s
und N-Acetyleystin (NAC,y) keinen Umsatz von GSSG durch APK (Abb. 17).
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Abb. 17 Untersuchung der Disulfidabhingigkeit des Umsatzes von extrazelluldrem

GSSG im Medium von APK. Eine 19 d alte APK wurde mit 0,1 mM GSSG in MM in
Anwesenheit der angegebenen Disulfide (0,1 mM) 6 h lang inkubiert.

3.3.1.4 Inhibierung des Umsatzes von Glutathiondisulfid

Extrazelluldre Protein-Disulfidisomerase (PDI) oder dhnliche Enzyme (Terada et al.,
1995; Yoshimori et al., 1990; Mandel et al., 1993; Rafter und Harmison, 1979) kénnten
an dem beobachteten Umsatz von GSSG durch APK beteiligt sein. Da PDI durch Ba-
citracin und 5,5 "-Dithio-bis(nitrobenzoesdure) (DTNB) inhibiert wird (Roth, 1981;
Mizunaga et al., 1990; Feener et al., 1990; Ryser et al., 1991) und ein nicht néher
charakterisiertes Enzym, das GSSG und Cystin zu einem gemischten Disulfid reagie-
ren laRt, durch Todacetamid (IAA), Cu*" und DTNB (Rafter und Harmison, 1979)
gehemmt wird, wurden diese Substanzen auf ihr Potential zur Beeinflussung des Um-
satzes von GSSG in APK untersucht. In Gegenwart von CuSO, (Abb. 18 A), IAA
oder DTNB (Abb. 18 B) war der Umsatz von extrazellularem GSSG durch APK voll-
stdndig gehemmt. Im Gegensatz dazu beeinflusste Bacitracin den Umsatz von GSSG

nicht (Abb. 18 A).
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Abb. 18 Inhibition des Verschwindens von GSSG im Medium von APK. Die Zellen
wurden 6 h lang mit GSSG (0,2 mM) und Cystin (0,5 mM) in MM in Abwesenheit
(Positivkontrolle) oder Anwesenheit der angegebenen Substanzen (jeweils 1 mM; nur
CuSOy4 20 M) inkubiert. Die Negativkontrolle enthielt GSSG, aber kein Cystin. Die

Kulturen war zum Zeitpunkt des Experiments 16 d (A) bzw. 19 d (B) alt und enthielten
110 + 4 bzw. 151 + 4 ug Protein pro well.

3.3.1.5 Vergleich verschiedener neuraler Zellkulturtypen

Um zu iiberpriifen, ob neben Astrogliazellen auch andere neurale Zellen extrazelluléres
GSSG umsetzen konnen, wurde der Umsatz von GSSG auch an NPK und MSK-A un-
tersucht. Wie bei APK verringerte sich auch in Kulturen von Neuronen und Microglia-
zellen die extrazelluldre Konzentration an GSSG in Gegenwart von Cystin. Allerdings
wurde fiir APK die hochste spezifische Umsatzgeschwindigkeit fiir GSSG bestimmt.
Im Vergleich dazu betrug die Umsatzgeschwindigkeit fiir GSSG in MSK etwa 75 %,
in NPK etwa 40 % derjenigen in APK (Tabelle 15). Bedingt durch die hohen Stan-
dardabweichungen waren die beobachteten Unterschiede zwischen den verschiedenen

neuralen Zellkulturen jedoch nicht signifikant.

3.3.2 Umsatz von Glutathiondisulfid durch Zellysate

Die bisher beschriebenen Experimente zum Umsatz von GSSG waren an intakten
Zellen oder an Zellysaten in Zellkulturmedien (DMEM, MM) durchgefiihrt worden.
Dieser experimentelle Ansatz war problematisch, da die Resultate verschiedener Ex-
perimente zum Teil erheblich zwischen verschiedenen Kulturen schwankten. Zudem

ist in carbonatgepufferten Losungen ein konstanter pH-Wert schwierig einzuhalten,
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Tabelle 15 Spezifische Umsatzgeschwindigkeit von extrazellularem GSSG in neura-
len Zellkulturen

Zellkultur Umsatzgeschwindigkeit Proteingehalt n
nmol/(min x mg) g/ well

APK 168 + 79 123 + 18 7

MSK-A 94 + 26 27 £ 12 3

NPK 51 + 9 44 + 21 3

Die Zellen wurden mit GSSG (0,2 mM) und Cystin (0,5 mM) in MM, je nach Zellkul-
turtyp, 6 bis 25 h lang inkubiert. Die Umsatzgeschwindigkeit wurde aus dem linearen
Absinken der Konzentration an GSSG errechnet. Die Daten stammen aus n Experi-
menten, die an unabhangigen Kulturen durchgefiihrt wurden. Die Unterschiede der
Umsatzgeschwindigkeiten von GSSG in den verschiedenen Kulturen sind nicht signifi-
kant.

wenn Zellen zur Probenentnahme héufig aus dem Inkubator genommen werden. Da-
her sollte zur Untersuchung des Umsatzes von GSSG durch Zellysate ein Testsystem
mit geschlossenem Puffersystem in Microtiterplatten etabliert werden, um umfangrei-
chere Experimente zur Untersuchung der Kinetik und der Stochiometrie des Umsatzes

von GSSG mit geringerem Zellbedarf durchfiihren zu kénnen.

3.3.2.1 Etablierung eines Testsystems im Mikrotiterformat

Umsatz von GSSG in APK und Lysaten von APK Um zu untersuchen, ob sich
die fiir den Umsatz von GSSG verantwortliche Aktivitdt durch die Lyse von Zellen
gegeniiber der Aktivitdt intakter Zellen verdndert, wurden APK oder APK-Lysate mit
GSSG und Cystin in MM inkubiert. Die Aktivitdt zum Umsatz von GSSG in Lysaten
aus Digitonin oder Triton X-100 war nahezu identisch mit der Aktivitdt von nicht
lysierten APK (Abb. 19).

Umsatz von GSSG in Zellfraktionen Um zu untersuchen, ob sich die fiir den Um-
satz von GSSG verantwortliche Aktivitdt in Lysaten von APK durch Zentrifugation
(5 min, 14.000 x g) niederschlagen liefs, wurden GSSG und Cystin in MM mit Lysaten
von APK sowie mit Uberstand und Niederschlag (resuspendiert in MM) der Zen-
trifugation dieser Lysate inkubiert. Die Aktivitdt der Lysate mit Triton X-100 oder
Digitonin aus APK wurde jeweils nahezu vollstindig im Uberstand der Lysate nachge-

wiesen (Abb. 20). Die Inkubation mit Zentrifugationsniederschldgen fiihrte allenfalls
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Abb. 19 Umsatz von GSSG in intakten APK und APK-Lysaten. GSSG (0,2 mM)
wurde in MM mit Cystin (0,5 mM) in Anwesenheit von Zellen oder Zellysaten bis
zu 6 h lang inkubiert. Die Lysate wurden mit Digitonin (100 pg/ml) oder Triton X-
100 (0,1 %) aus einer 15 d alten APK in wells von 24-well-Platten hergestellt, die
142 + 3 ug Protein pro well enthielt.
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Abb. 20 Umsatz von GSSG in Zellysaten von APK, sowie im Uberstand und
Niederschlag zentrifugierter Lysate. GSSG (0,2 mM) wurde in MM mit Cystin
(0,5 mM) in Anwesenheit von Zellysaten bzw. deren Zentrifugationsiiberstanden
und -niederschldgen bis zu 6 h lang inkubiert. Die Lysate wurden mit Digitonin

(100 pg/ml) (A) oder Triton X-100 (0,1 %) (B) aus einer 15 d alten APK in wells
von 24-well-Platten hergestellt, die 142 4+ 3 ug Protein pro well enthielt.
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zu einer geringen Abnahme der Konzentration an GSSG. Die Umsatzgeschwindigkei-
ten von GSSG fiir Lysate aus APK, die mit Digitonin oder Triton X-100 hergestellt
wurden, waren nahezu identisch. Deshalb wurden in den folgenden Experimenten Di-
gitoninlysate eingesetzt, um Stérungen durch Triton X-100 bei der Bestimmung der

Proteinmenge (Lottspeich und Zorbas, 1998) zu vermeiden.

pH-Wert und Puffer Um die Abhéngigkeit des GSSG-Umsatzes von pH-Wert und
Puffersubstanzen zu untersuchen, wurden GSSG und Cystin in wells von Microti-
terplatten mit Lysatiiberstinden in verschiedenen Puffern inkubiert. Dabei stellte
sich heraus, dafs die Umsatzgeschwindigkeit von GSSG in Tris-HCl-Puffer (pH 7,4)
identisch war mit der in HEPES-NaOH-Puffer (pH 7,4) und héher als die in HEPES-
Inkubationspuffer (IP) (Abb. 21). Die Geschwindigkeit des Umsatzes von GSSG nahm
mit steigendem pH-Wert in Tris-HCl- und HEPES-NaOH-Puffer zu. Als Puffer fiir die
im folgenden beschriebenen Experimente wurde Tris-HCI pH 8,2 gewéhlt, da fiir diesen
Puffer die héchste Umsatzgeschwindigkeit bestimmt worden war (Abb. 21).
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Abb. 21 pH-Wert- und Pufferabhingigkeit des Umsatzes von GSSG in Lysaten
von APK. GSSG (0,2 mM) wurden in Anwesenheit von Cystin (0,5 mM) und 50 ul
Lysatiiberstand 2 h lang mit den angegebenen Puffern (25 mM; IP 20 mM) inkubiert
(A). Die Geschwindigkeiten des Umsatzes von GSSG (B) wurden aus der linearen
Abnahme der Konzentration an GSSG zwischen 20 und 120 min errechnet. Das Lysat
wurde mit Digitonin (100 pg/ml; 1 ml pro Schale mit 50 mm Durchmesser) aus einer
14 d alten APK hergestellt und enthielt 1,7 mg Protein pro ml. (IP: 20 mM HEPES,
1,8 mM CaCly, 145 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1 mM MgCls, 0,8 mM NayHPO,4, mit
NaOH auf pH 7,4 eingestellt)
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3.3 Extrazellularer Stoffwechsel von Glutathiondisulfid

Lysatiiberstand Wie bereits gezeigt (Abb. 14), war der Umsatz von GSSG abhén-
gig von der Menge an zugesetztem APK-Lysat. Diese Resultate sollten fiir den expe-
rimentellen Ansatz in wells von Microtiterplatten bestétigt werden. Deshalb wurden
GSSG und Cystin in wells von Microtiterplatten mit verschiedenen Mengen an Ly-
satiiberstand inkubiert. Mit steigender Lysatmenge beschleunigte sich die Abnahme
der Konzentration an extrazellulairem GSSG (Abb. 22 A). Dabei nahm auch die Um-
satzgeschwindigkeit von GSSG nahezu linear mit der Lysatmenge zu (Abb. 22 B).
Somit bestétigt der Test in Microtiterplatten die Lysatabhéngigkeit des Umsatzes
von GSSG.
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Abb. 22 Abhangigkeit des Umsatzes von GSSG von der dem Reaktionsansatz zu-
gegebenen Menge an Lysatiiberstand. GSSG (0,2 mM) wurde in Tris-HCl (25 mM,
pH 8,2) mit Cystin (0,5 mM) bis zu 2 h lang mit verschiedenen Mengen an Zel-
lysatiiberstand inkubiert (A). Die Umsatzgeschwindigkeit (B) wurde aus dem linea-
ren Absinken der Konzentration an GSSG errechnet. Der Lysatiiberstand enthielt
1,46 4+ 0,04 mg Protein pro ml. Das Lysat wurde mit Digitonin (100 pg/ml; 1 ml pro
Schale mit 50 mm Durchmesser) aus einer 20 d alten APK hergestellt.

Denaturierung und Filtration Die Geschwindigkeit des Umsatzes von GSSG war
abhéngig von der Anwesenheit des Lysats oder des Lysatiiberstands aus APK und von
deren Menge. Das liefs auf das Vorkommen eines am Umsatz von GSSG beteiligten
Enzyms im Lysatiiberstand schliefsen. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden
Lysatiiberstéinde vor der Inkubation 15 min gekocht oder durch Filter mit einer Aus-
schlukgrenze von 10 kDa filtriert. Danach wurden die gekochten Uberstinde bzw. das
Filtrat mit GSSG und Cystin in wells einer Microtiterplatte inkubiert. Nach Filtrati-
on erzeugten Lysatiiberstdnde keinen nachweisbaren Umsatz von GSSG mehr; Kochen
der Lysatiiberstdnde verlangsamte den Umsatz von GSSG (Abb. 23).
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Abb. 23  Einflul von Hitzebehandlung und Filtration von APK-Lysatiiberstanden
auf den Umsatz von GSSG. Zellysatiiberstande wurden vor der Inkubation filtriert
(10 kDa Ausschlulgrenze) oder hitzebehandelt (15 min). 50 pl Lysatiiberstand wurden
bis zu 2 h lang mit GSSG (0,2 mM) und Cystin (0,5 mM) in Tris-HCl (25 mM,
pH 8,2) inkubiert. Der Lysatiiberstand enthielt 1,25 + 0,01 mg Protein pro ml. Das
Lysat wurde mit Digitonin (100 pg/ml; 1 ml pro Schale mit 50 mm Durchmesser)
aus einer 14 d alten APK hergestellt.

3.3.2.2 Substratabhangigkeit des Glutathionumsatzes

Der Umsatz von GSSG in APK-Lysaten war abhédngig von der Konzentration der
Substrate GSSG und Cystin (Abb. 16). Entsprechende Untersuchungen wurden eben-
falls mit Lysatiiberstdanden in Microtiterplatten durchgefiihrt. Auch hier war das Ver-
schwinden von GSSG abhéngig von den Konzentrationen an GSSG (Abb. 24 A, B)
und Cystin (Abb. 24 C, D). Mit steigender Konzentration der Substrate beschleunigte
sich der Umsatz von GSSG. Im Gegensatz zu der linearen Abhéngigkeit der Umsatz-
geschwindigkeit von den Substratkonzentrationen bei der Untersuchung des Umsatzes
von GSSG an intakten Zellen (Abb. 16 B, D), erreichten Umsatzgeschwindigkeiten in
Experimenten mit Lysatiiberstdnden bei hohen Konzentrationen an GSSG oder Cy-
stin ein Plateau (Abb. 24 B, D). Die erhaltenen Daten wurden nach Lineweaver-Burk
linearisiert und V.- und Ky-Werte fiir den Umsatz von GSSG berechnet. Dabei
zeigten sich extreme Unterschiede fiir die kinetischen Parameter, die in den einzelnen
Experimenten bestimmt worden waren (Tabelle 16). Deshalb wurden die Ergebnisse

der einzelnen Experimente aufgefiihrt.
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Abb. 24 Substratabhingiger GSSG-Umsatz in Lysatiiberstanden von APK. 50 ul
Lysatiiberstand wurden in Tris-HCI (25 mM, pH 8,2) bis zu 2 h lang mit GSSG (A, B)
bzw. Cystin (C, D) in den angegebenen Konzentrationen in Anwesenheit von Cystin
(0,5 mM) (A, B) bzw. GSSG (0,2 mM ) (C, D) inkubiert. A und C zeigen die Zeit-
abhangigkeit des Umsatzes von GSSG. Aus dem linearen Absinken der Konzentration
an GSSG zwischen 0 und 2 h wurden die Umsatzgeschwindigkeiten berechnet, die in
C und D dargestellt sind. Der Lysatiiberstand enthielt 1,96 + 0,08 mg Protein (A,
B) bzw. 1,73 + 0,10 mg (0,1 mM GSSG) und 1,92 + 0,05 mg (0,2 mM GSSG)
Protein (C, D) pro ml. Das Lysat wurde mit Digitonin (100 pg/ml; 1 ml pro Schale
mit 50 mm Durchmesser) aus einer 24 d alten (A, B) bzw. 21 d alten (C, D) APK
hergestellt.
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3 Ergebnisse

Untersuchungen zur Stochiometrie der Substrate GSSG und Cystin beim Umsatz
von extrazellularem GSSG durch Lysatiiberstdnde von APK zeigten ebenfalls hete-
rogene Ergebnisse. Bei diesen Experimenten wurden Lysatiiberstdnde von APK 48 h
lang mit GSSG oder Cystin und Cystin bzw. GSSG variierter Konzentration inku-
biert. Das Verhéltnis des Verbrauchs der beiden Substrate (GSSG : Cystin) lag je
nach Experiment zwischen 1:2 und 1:8 (Daten nicht gezeigt). Ursache der Unterschie-
de zwischen den Experimenten ist vermutlich eine Inkonsistenz der experimentellen
Durchfiithrung fiir die Vielzahl an Ansétzen bei diesen umfangreichen Experimenten

sowie die Durchfiihrung der Experimente unter unsterilen Bedingungen.

Tabelle 16 Kinetische Parameter des Umsatzes von GSSG in Lysatiiberstanden
von APK

Experiment Kum V max
Nr. uM nmol/(mg x h)

Cystin-Abhangigkeit
100 uM GSSG CR221 126 659
CR226 38 192
CR228 52 192
200 uM GSSG CR226 125 1900
CR228 149 4900
CR231 251 424

GSSG-Abhingigkeit
100 uM Cystin CR223 64 223
CR227 111 555
CR230 247 681
500 uM Cystin CR223 180 256
CR227 455 936

50 ul Lysatiiberstand wurden in Tris-HCI (25 mM, pH 8,2) bis zu 2 h lang mit GSSG
bzw. Cystin variierter Konzentration in Anwesenheit von 0,1 und 0,5 mM Cystin bzw.
0,1 und 0,2 mM GSSG inkubiert. Die erhaltenen Daten wurden nach Lineweaver-Burk
linearisiert und V.- und Ky-Werte fiir den Umsatz von GSSG berechnet. Das Lysat
wurde mit Digitonin (100 pg/ml) (1 ml pro Schale mit 50 mm Durchmesser) aus 14 d
bis 21 d alten APK hergestellt.

Die Abhéngigkeit des Umsatzes von GSSG vom Substrat Cystin war bei intak-
ten Zellen sehr spezifisch (Abb. 17). Um zu untersuchen, ob der Umsatz von GSSG
in Lysatiiberstdnden ebenfalls spezifisch von der Anwesenheit von Cystin abhéngt,

oder Cystin durch andere Disulfide ersetzt werden kann, wurden Lysatiibersténde von
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APK mit GSSG in Gegenwart verschiedener Disulfide in wells von Microtiterplatten
inkubiert. In Lysatiiberstinden war der Umsatz von GSSG nicht nur in Gegenwart
von L-Cystin nachweisbar, sondern auch in Gegenwart von (GlyCys)s, (CysGly)s und
D-Cystin. NAC,, und DTNB ermoglichten keinen Umsatz von GSSG durch Lysat-
iberstdnde von APK (Abb. 25).
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Abb. 25 Disulfidabhangigkeit des Verschwindens von GSSG in Lysatiiberstanden
von APK. 50 ul Lysatiiberstand wurden bis zu 2 h lang mit GSSG (0,2 mM) in
Tris-HCI (25 mM, pH 8,2) in Anwesenheit der angegebenen Disulfide (0,5 mM) inku-
biert (A). Die Umsatzgeschwindigkeiten (B) wurden aus dem linearen Absinken der
Konzentrationen an GSSG errechnet. Der Lysatiiberstand enthielt 1,56 4+ 0,01 mg
Protein pro ml. Das Lysat wurde mit Digitonin (100 pg/ml; 1 ml pro Schale mit
50 mm Durchmesser) aus einer 21 d alten APK hergestellt. (a: L-Cystin, b: NAC,,,
c: (GlyCys)a, d: (CysGly)a, e: DTNB, f: D-Cystin)

3.3.2.3 Inhibierung des Glutathionumsatzes

Der Umsatz von GSSG konnte in intakten APK durch Inhibitoren der PDI und &hn-
licher Enzyme gehemmt werden (Abb. 18). Um zu untersuchen, ob der Umsatz von
GSSG durch Lysatiiberstdnde von APK ebenfalls durch diese Inhibitoren gehemmt
werden kann, wurden Lysatiiberstdnde von APK mit GSSG und Cystin in Gegenwart
von [AA, DTNB, Bacitracin, CuSO4, NAC,, und D-Cystin in wells von Microtiter-
platten inkubiert. Der Umsatz von GSSG durch Lysatiiberstande von APK konnte
durch TAA, DTNB und CuSO, gehemmt werden. Bacitracin verlangsamte den Um-
satz von GSSG. Im Gegensatz dazu wurde der Umsatz von GSSG durch NAC,, und
D-Cystin nicht beeinflufst (Abb. 26).
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Abb. 26 Inhibition des GSSG-Umsatzes in Lysatiiberstanden von APK. 50 ul Ly-
satliberstand wurden bis zu 2 h lang mit GSSG (0,2 mM) und Cystin (0,5 mM) in
Tris-HCI (25 mM, pH 8,2) in Abwesenheit (Positivkontrolle) oder Anwesenheit der
angegebenen Substanzen (jeweils 1 mM, nur CuSO,4 20 ;M) inkubiert (A). Die Um-
satzgeschwindigkeiten (B) wurden aus dem linearen Absinken der Konzentrationen an
GSSG zwischen 0 und 120 min errechnet. Der Lysatiiberstand enthielt 1,56 + 0,01 mg
Protein pro ml. Das Lysat wurde mit Digitonin (100 xg/ml; 1 ml pro Schale mit 50 mm
Durchmesser) aus einer 21 d alten APK hergestellt. (a: Positivkontrolle, b: IAA, c:
Bacitracin, d: DTNB, e: CuSOy, f: D-Cystin, g: NAC.)

3.3.3 Massenspektrometrische Analyse von Reaktionsansdtzen

Die bisher beschriebenen Experimente haben den Umsatz von GSSG in Zellkulturen
und in Lysaten von APK untersucht. Um auch den Verbrauch des am Umsatz von
GSSG beteiligten essentiellen Cosubstrates Cystin zu untersuchen und gleichzeitig
Informationen iiber die Identitdt moglicher Reaktionsprodukte zu gewinnen, wurden
verschiedene Reaktionsansitze durch massenspektrometrische Analysen untersucht.
Dafiir wurde GSSG mit Cystin in An- oder Abwesenheit von Lysatiiberstand aus
APK in Microtiterplatten 2 h lang in 25 mM Tris-HCI, pH 8,2 bei 37 °C inkubiert.
Die Positiv-Ionen-ESI-Massenspektren der Inkubation von GSSG mit Cystin und Ly-
satiiberstand sind in Abb. 27 dargestellt. Die komplexe Zusammensetzung der Spek-
tren wird durch die grofe Zahl von Signalen verdeutlicht. Das intensivste Signal hatte
ein Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) von 427,1 (Abb. 27 A). In Abwesenheit von
Lysatiiberstand (Abb. 27 B) oder in Anwesenheit filtrierten oder hitzedenaturierten
Lysatiibersénden wurde nur ein schwaches Signal bei 427,1 m/z detektiert (Abb. 27
C, D). Desweiteren sind in den in Abb. 27 gezeigten Massenspektren die einfach gela-
denen [M-+H]|"-Molekiilionen der Ausgangssubstanzen GSSG (612,1 Da) und Cystin
(240,3 Da) bei 613,1 bzw 241,2 m/z zu sehen, was durch die massenspektrometrischen
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Abb. 27 Massenspektrometrische Analyse der Reaktionsansitze. GSSG (0,2 mM)
und Cystin (0,5 mM) wurden 2 h lang in Tris-HCI (25 mM, pH 8,2) in Anwesenheit
(A) oder Abwesenheit (B) von Lysatiiberstand sowie in Anwesenheit von filtriertem
(C) oder hitzebehandeltem (D) Lysatiiberstand inkubiert. Der Lysatiiberstand enthielt
1,14 £+ 0,02 mg Protein pro ml. Das Lysat wurde mit Digitonin (100 pg/ml) aus einer
14 d alten APK hergestellt. Die Abb. zeigen die Positiv-lonen-ESI-Massenspektren
(FIA-Modus) im Bereich von 75 bis 700 m/z.
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Analysen der Reinsubstanzen GSSG und Cystin nachgewiesen wird (Abb. 28 A, B).
Die Signalintensitidten der in Abb. 27 dargestellten massenspektrometrischen Analysen
sind in Tabelle 17 aufgefiihrt. Die Intensitéat des Signals bei 427,1 m/z war nach Inku-
bation von GSSG und Cystin in Anwesenheit von Lysatiiberstand am hochsten. Bei
Inkubation von GSSG und Cystin in Abwesenheit von Lysatiiberstand oder in Anwe-
senheit von filtriertem Lysatiiberstand war die Intensitéit des Signals bei 427 m/z 85 %
niedriger als bei Inkubation mit Lysatiiberstand. Im Gegensatz dazu war die Intensitéat
des Signals bei Inkubation mit hitzebehandeltem Lysatiiberstand ca. 60 % niedriger
als bei Inkubation mit unbehandeltem Lysatiiberstand (Tabelle 17). Die Intensitéten
der Signale der Edukte GSSG und Cystin waren nach Inkubation in Abwesenheit von
Lysatiiberstand am hochsten. In Anwesenheit von unbehandeltem oder behandeltem
Lysatiiberstand waren die Intensititen des Signals fiir Cystin bei 241,2 m/z um 40
bis 50 % reduziert, die Intensititen des Signals fiir GSSG bei 613,1 m/z waren um 50
bis 66 % erniedrigt (Tabelle 17).

Tabelle 17 Intensitdten wichtiger Signale der massenspektrometrischen Analysen

Intensitat x 10%

Bedingung 2412 m/z 613,1 m/z 427,1 m/z
A: Lysatiiberstand 0,35 0,10 1,60
B: ohne Lysatiiberstand 0,60 0,30 0,25
C: filtrierter Lysatiiberstand 0,35 0,15 0,25
D: hitzebehandelter Lysatiiberstand 0,30 0,10 0,65

Die Daten sind die Intensitaten der Signale der massenspektrometrischen Analysen, die
in Abb. 27 dargestellt sind.

Nach Inkubation von GSSG mit Cystein oder von GSH mit Cystin in Abwesenheit
von Zellysatiiberstand wurde ebenfalls ein intensives Signal bei 427,1 m/z nachgewie-
sen (Abb. 28 C, D). Im Gegensatz dazu entstand bei der Reaktion von Cystin mit
dem Dipeptid CysGly ein Produkt, das ein intensives Signal bei 298,1 m/z aufwies
(Abb. 28 E). Das Signal bei 355,1 m/z stammte vermutlich vom einfach geladenen
[M-+H]|*"-Molekiilion der oxidierten Form des Dipeptids (CysGly)s (354,1 Da).

Zur weiteren Identifizierung des Produkts des Umsatzes von GSSG wurden die
Analysen der Reaktionsansidtze mit GSSG, Cystin und Lysatiiberstand aus APK
bzw. GSSG mit Cystein im fragmentierenden MS/MS-Modus auf die jeweiligen Ana-
lytmolekiile durchgefiihrt. Abb. 29 zeigt die Positiv-lonen-ESI-Tandem-Massenspek-
tren (FIA-Modus), die bei der MS/MS-Analyse der Signale bei 427,1 m/z aufgenom-
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Abb. 28 Massenspektrometrische Analyse von Kontrollexperimenten. In Tris-HCl
(25 mM, pH 8,2) wurden fiir 2 h die Ausgangssubstanzen GSSG (A) und Cystin

(
(
(

B) sowie GSSG mit Cystein (C) und GSH mit Cystin (D) und Cystin mit CysGly
E) (alle 0,5 mM) inkubiert. Die Abb. zeigen die Positiv-lonen-ESI-Massenspektren
FIA-Modus) im Bereich von 75 bis 700 m/z.
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men wurde. Bei den Analysen wurde das Molekiilion (427,1 m/z) mittels CID (col-
lison induced dissociation) in der lonenfalle fragmentiert. Infolge der Niederenergie-
StoRaktivierung bildete sich ein charakteristisches Fragment-Ion bei 298,1 m/z. Bei
dem Fragment-Ion handelt es sich um ein Disulfid aus CysGly und Cystein (297,1 Da),
welches sich vermutlich durch Abspaltung eines Glutamatrestes aus dem gemischten
Disulfid aus GSH und Cystein bildete. Ein entsprechendes Molekiilion von 298,1 m/z

wurde ebenfalls nach Reaktion von Cystin mit dem Dipeptid CysGly nachgewiesen
(Abb. 28 E).

8 —]
| A GSSG+Cystein | ¥ 2981
6_
4—
2 p—
Ea 427.1
e v
xX 0- T T | T T
- 100 200 300 400 500 600
(7)) -
: . <« 298.1
5 1 B GSSG + Cystin
- 4 —
£ :
3-
2-
1 4271
v
0 T T T o T T
100 200 300 400 500 600
m/z

Abb. 29 Fragmentierung des [M+H]"-Molekiilions bei 427,1 m/z. Fragmentiert
wurden Proben der Inkubation von GSSG mit Cystein (je 0,5 mM) (A) sowie von
GSSG (0,2 mM) und Cystin (0,5 mM) mit Lysatiiberstand aus APK (B) in 25 mM
Tris-HCI pH 8,2. Der Lysatiiberstand enthielt 1,14 £ 0,02 mg Protein pro ml. Das
Lysat wurde mit Digitonin (100 pg/ml) aus einer 14 d alten APK hergestellt. Die
Abb. zeigt die Positiv-lonen-ESI-Tandem-Massenspektren (FIA-Modus), die bei den
MS/MS-Analysen aufgenommen wurden.

Vergleichend zu den massenspektrometrischen Analysen der Reaktion von GSSG
und Cystin in Gegenwart von Lysatiiberstdnden wurden GSSG und Cystin auch in
An- und Abwesenheit von nicht lysierten APK in MM 2 h lang bei 37 °C inkubiert. Das
Positiv-lonen-ESI-Massenspektrum der Inkubation von GSSG mit Cystin und nicht-
lysierten APK konnte jedoch nicht ausgewertet werden, da die im MM enthaltenen
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Salze und/oder das Phenolrot die massenspektrometrischen Analysen storten.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung der verwendeten neuralen

Zellkulturen

Um den extrazellularen Glutathionstoffwechsel von Gehirnzellen zu untersuchen, wur-
den etablierte Zellkulturen verwendet, die fiir Neuronen, Astrogliazellen, Microglia-
zellen und Oligodendrogliazellen angereichert waren (Hamprecht und Loffler, 1985;
Loffler et al., 1986; Dringen et al., 1999a; Hirrlinger et al., 2000, 2002b). Immuncy-
tochemische Anfarbungen von APK, NPK und MSK-A bestétigten Literaturdaten
(Reinhart et al., 1990; Dringen et al., 1999a; Hirrlinger et al., 2000), daf diese Kultu-
ren iiberwiegend aus den jeweiligen Hauptzelltypen bestehen. Damit waren die Kul-
turen geeignete Kulturmodelle fiir die Untersuchung von Astrocyten, Neuronen und

Microglia.
Die Préparation von MSK-A nach der Methode von Hirrlinger et al. (2000) basiert

darauf, dafs Microgliazellen sich leichter von dem Zellrasen von APK ablésen als ande-
re Gliazellen. Dabei werden durch mehrmaliges Klopfen an den Zellkulturflaschen die
aufsitzenden Microgliazellen abgelost. Die Ausbeute an Zellen ist bei dieser Methode
gering, daher wurde eine zweite Methode zur Praparation von Microgliazellkulturen
(MSK-B) etabliert, die auf einer milden Trypsinierung von APK basiert (Saura et al.,
2003). Die Astrogliazellen werden bei dieser Methode als zusammenhéngende Zell-
schicht vom Boden der Kulturschalen abgelost und konnen leicht entfernt werden.
Ubrig bleibt die Population von Microgliazellen, die sich in APK unter der Astro-
gliazellschicht befindet. Methode B ist unkomplizierter als Methode A, weil bereits
APK in die Zellkulturschalen angesidt werden, in denen spater MSK-B fiir Experi-
mente eingesetzt werden sollten. MSK-B bestehen zu 96 % aus Ox42-positiven Zellen
und sind damit hoch angereichert an Microgliazellen. Dieses Ergebnis bestétigt die
Untersuchungen von Saura et al. (2003), deren MSK zu 98 % Ox-42-positiv waren.
Im Gegensatz dazu sind Zellen in MSK-A nur zu 91 % Ox-42-positiv (Hirrlinger
et al., 2000). Die Zellen beider Kulturarten (MSK-A und MSK-B) hatten amoboi-
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de oder stabchenédhnliche Formen. Diese Morphologie von Microgliazellen in MSK-A
und MSK-B ist ebenfalls bereits beschrieben worden (Hirrlinger et al., 2000; Saura
et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden MSK-B nur zur Untersuchung der
basalen spezifischen Aktivitdt der yGT genutzt, da Methode B erst zum Ende der

experimentellen Phase etabliert wurde.

4.2 ~Glutamyltranspeptidase in Gehirnzellen

Die Expression der vGT wurde fiir verschiedene Gehirnzelltypen in Kultur auf der
Ebene der mRNA sowie auf der Ebene der Enzymaktivitdt untersucht. Die qualitative
Untersuchung des Vorkommens von mRNA der yGT in neuralen Zellen mittels RT-
PCR zeigte, daf in allen untersuchten Zellkulturtypen mRNA der vGT enthalten ist.

Auch die Aktivitdt der yGT wurde in den verschiedenen neuralen Zellkulturen be-
stimmt. Die spezifische Aktivitdt der yGT in unbehandelten APK war nahezu iden-
tisch mit bereits publizierten Daten zur yGT-Aktivitdten in kultivierten Astrogliazel-
len (Shine et al., 1981; Stastny et al., 1988; Dringen et al., 1997a). Eine wesentlich
hohere spezifische yGT-Aktivitdt (bis zu 6mal héher) wurde fiir kultivierte Astro-
gliazellen von anderen Autoren berichtet (Garcion et al., 1999; Gegg et al., 2003).
Sehr wahrscheinlich sind solche Unterschiede in der spezifischen vGT-Aktivitat auf
unterschiedliche Kulturbedingungen und verschiedene Mefssysteme zuriickzufiihren.
Der yGT-Inhibitor Acivicin (Stole et al., 1994) inhibierte die analysierte Reaktion
fast vollstéandig. Daher wurde das Testsystem als geeignet fiir die Quantifizierung der

spezifischen Aktivitat der yGT von Gehirnzellen in Kultur angesehen.

Der Vergleich der spezifischen Aktivitdten der yGT verschiedener Gehirnzelltypen
zeigte, dak Gliazellen in Kultur hohere spezifische Aktivitdten an vGT enthalten als
Neuronen. Diese Ergebnisse bestétigen frithere Untersuchungen (Shine und Haber,
1981) und scheinen auch die in vivo-Situation widerzuspiegeln. Im Parenchym des
Gehirns wurde yGT-Immunoreaktivitdt hauptséichlich in Gliazellen gefunden (Shine
und Haber, 1981; Philbert et al., 1995; Zhang et al., 1997) und nur in geringem Ausmafs
in Neuronen (Shine und Haber, 1981; Philbert et al., 1995). Unter den verschiedenen
Zelltypen in Kultur, die hier untersucht wurden, hatten Astrogliazellen und Oligoden-
drogliazellen die hochsten spezifischen Aktivitdaten der yGT. Die hohen SD der Werte
fiir OSK konnten eine Folge von Verunreinigungen der Kulturen durch Astrogliazellen
sein. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin, daf
Astrocyten und Oligodendrocyten auch im Gehirn héhere yGT-Aktivitdaten aufweisen

als Microglia.
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4.3 Modulation der Aktivitat der
~vGlutamyltranspeptidase

Um mogliche Verdnderungen der Aktivitat der yGT in APK hervorzurufen, wurden
APK mit einer Auswahl von Substanzen inkubiert, die iiber verschiedene Mechanismen
Einflufs auf den Glutathionstoffwechsel nehmen konnten. Dabei zeigte sich, dafs TNF«,
FAC und IFNvy + LPS die spezifische Aktivitdt der yGT in APK erhohten. Da der
Anstieg der spezifischen yGT-Aktivitat durch IFN+ und LPS in Astrogliazellen schon
beschrieben war (Garcion et al., 1999), wurde dieser Effekt in vorliegender Arbeit in

weiteren Experimenten bestétigt, dann aber nicht weiter verfolgt.

4.3.1 Tumor-Nekrose-Faktor a« und NO

Die Anwesenheit von TNF«a beeinflusste die Expression von vGT in Astrogliazellen
in Kultur stark. Das Cytokin liefs die spezifische Aktivitdt der vGT in einer zeit-
und konzentrationsabhéngigen Weise ansteigen. Dieser von TNFa vermittelte Effekt
auf die astrogliale vGT ist analog zu der Steigerung der yGT-Aktivitdten in Leber
und Nieren transgener Mause, die humanen TNF« exprimieren (Glosli et al., 2002).
Die sperzifische Aktivitat der vG'T in Astrogliazellen stieg nach Gabe von TNF« in-
nerhalb von 24 h um 40 % und innerhalb von 48 h auf das 4,5fache. Ein solcher
Anstieg ist schon frither von Astrogliazellen, die 24 h lang mit LPS oder dem NO-
Donor DETA/NO (Diethylentriamine/NO-Addukt) inkubiert wurden, berichtet wor-
den (Garcion et al., 1999; Gegg et al., 2003). Da LPS die Produktion von TNF« in
Astrogliazellen anregt (Chung und Benveniste, 1990; Hamano et al., 2002), konnte der
beobachtete Effekt von LPS auf die astrogliale yGT-Aktivitat indirekt durch TNF«
vermittelt sein. Weiterhin konnen auch eine Induktion der iNOS (Da Silva et al., 1997)
und eine NO-vermittelte Steigerung der yGT-Synthese zum Anstieg der spezifischen
~GT-Aktivitdt in Astrogliazellen durch TNFa beitragen.

Der durch TNFa stimulierte Anstieg der astroglialen yGT wurde durch Cyclo-
heximid unterdriickt. Daher scheinen Induktion der Expression der yGT durch TNF«
und de novo-Synthese des Enzyms verantwortlich fiir den beobachteten Anstieg der
~GT-Aktivitéit zu sein. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, dafs TNFa
iiber Stabilisierung der mRNA der yGT oder iiber verlangsamten Abbau des Enzyms
am Anstieg der yGT-Aktivitat beteiligt ist.

Gesteigerte Expression astroglialer Gene durch TNF«a in Konzentrationen bis zu
100 ng/ml wurde bereits fir Phospholipase Ay (Oka und Arita, 1991), Transferrin
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(Oh et al., 1993), iINOS (Da Silva et al., 1997) und den TNFR2 (Lung et al., 2001)

beschrieben.

Die Induktion der Genexpression in Astrogliazellen durch TNFa wird héchstwahr-
scheinlich iiber astrogliale TNFR vermittelt. Im Gehirn werden TNFa und TNFR-1
konstitutiv in sehr geringen Mengen exprimiert (Bette et al., 2003), nach Induktion
durch LPS oder bei Erkrankungen des Gehirns wird vermehrt TNFR2, hauptséachlich
von Microglia, gebildet (Sippy et al., 1995; Bette et al., 2003). Auch Astrogliazellen
in Kultur exprimieren konstitutiv TNFR1 (Tada et al., 1994; Lung et al., 2001; Dopp
et al., 1997; Aranguez et al., 1995). Im Gegensatz dazu benétigt die Expression von
TNFR2 eine Induktion durch Cytokine (Lung et al., 2001). Von TNFR ist bekannt, dafs
sie Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NFxB (Lee et al., 2003; Ventura et al., 2003)
tiber MAP-Signalkaskaden (Chen und Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003) aktivieren.
Beispielsweise vermittelt AP-1 die Transkription des Collagenase-Gens in humanen
Fibroblasten, die durch TNF« stimuliert wurden. Auf dem humanen vGT-Gen sind
potentielle Bindungsstellen fiir AP-1 identifiziert worden (Visvikis et al., 2001). Somit
konnte AP-1 auch an der Hochregulation der Expression der yGT in Astrogliazellen

beteiligt sein.

Erhohte Konzentrationen an TNFa sind im Gehirn von IPS-Patienten beobach-
tet worden (Boka et al., 1994; Mogi et al., 1994). Quelle des TNFa kénnen sowohl
eingewanderte periphere Zellen als auch Microglia und Astrocyten sein, die nach Sti-
mulation Cytokine wie TNF« freisetzen (Sawada et al., 1989; Chung und Benveniste,
1990; Munoz-Fernandez und Fresno, 1998; Lee et al., 2003). Unter pathologischen Be-
dingungen konnte die Synthese von TNF«a zumindest in Astrocyten die Expression
der vGT anregen. Ein derartiges Szenario wiirde experimentelle Befunde erkléren, bei
denen erhdhte Konzentrationen an TNF« in der substantia nigra sowie eine erhdhte
Immunoreaktivitit fiir TNFo in Gliazellen (Boka et al., 1994; Mogi et al., 1994) von
einer erhohten spezifischen Aktivitdat der vGT in dieser Gehirnregion begleitet werden
(Sian et al., 1994b). Die in vorliegender Arbeit gewonnenen Daten lassen die Vermu-
tung zu, daf die erh6hte Aktivitdat der yGT in der substantia nigra von IPS-Patienten

Folge einer erhohten TNFa-Konzentration sein kénnte.

Die Inkubation von APK mit TNFa beeinflusste weder den zellularen Gehalt an
GSH noch die Exportgeschwindigkeiten von GSH. Extrazelluldres GSx im Kulturme-
dium von APK liegt fast ausschlieflich als GSH vor, das von den Zellen exportiert
(Sagara et al., 1996; Stone et al., 1999; Hirrlinger et al., 2002c) und vor Oxidation
durch einen SOD-dhnlichen Faktor geschiitzt wird (Stewart et al., 2002). Dieses GSH
dient als extrazelluldres Substrat der yGT in Astrogliazellen (Dringen et al., 1997a).
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In TNFa-behandelten APK war die extrazelluldre Konzentration an GSH signifikant
niedriger als bei Kontrollen. Somit wurde durch den TNFa-vermittelten Anstieg der
~GT-Aktivitdt der Umsatz des exportierten GSH verbessert.

Neuronen benétigen fiir die Synthese von GSH Cystein (Sagara et al., 1993a,b;
Kranich et al., 1996), das beim Abbau von extrazelluldrem GSH durch yGT (Dringen
et al., 1999b) und Aminopeptidase N (Dringen et al., 2001) entsteht. Die Steige-
rung der Aktivitat der astroglialen yGT durch TNFa konnte somit fiir Neuronen von
Vorteil sein, weil dadurch die extrazellulare Verfiigbarkeit des fiir diese Zellen essenti-
ellen GSH-Synthesesubstrats verbessert wird. Eine erhdhte Aktivitat der vGT in der
substantia nigra von IPS-Patienten wurde schon frither als Versuch von Zellen disku-
tiert, Vorstufen des GSH zu konservieren und die intrazellulare GSH-Konzentration
durch Bereitstellung von Substraten fiir die GSH-Synthese zu erhalten (Jenner und
Olanow, 1998). Das Absinken der Konzentration an extrazellulirem GSH durch die
erhohte Aktivitat der yGT konnte an beschriebenen Verdnderungen im neuralen GSH-
Metabolismus beim IPS beteiligt sein. Bei IPS-Patienten wurde ein um 40 bis 50 %
verringerter Gehalt an GSH in der substantia nigra gefunden (Sofic et al., 1992; Sian
et al., 1994a), wiahrend die spezifische Aktivitdt der yGT nahezu verdoppelt ist im
Vergleich zu Kontrollen (Sian et al., 1994b). Der erhdhte Verbrauch an extrazellulédrem
GSH durch TNFa-induzierte yGT kénnte zum verringerten Gesamtgehalt an GSH in

der substantia nigra von post mortem-Gehirnen von IPS-Patienten beitragen.

Ein weiterer Zusammenhang des IPS mit erhohter Aktivitat der yGT kann fiir den
extrazelluldren Stoffwechsel von Glutathionkonjugaten diskutiert werden. Da yGT
auch am extrazelluliren Umsatz von Glutathion-S-Konjugaten beteiligt ist (Wang
und Ballatori, 1998), kann erhohte Aktivitdt der yGT zu einem schnelleren extra-
zelluldren Abbau solcher Substanzen im Gehirn beitragen. Beispielsweise wird 5-S-
Glutathionyl-Dopamin durch neurale Zellen in einer superoxidabhingigen Reaktion
gebildet (Spencer et al., 1995; Hirrlinger et al., 2002d) und ist ein Substrat der yGT
(Wang und Ballatori, 1998). Steigerung der yGT-Aktivitat kann also zur Bildung von
5-Cysteinyl-Dopamin beitragen, das in erhohten Konzentrationen in der substantia ni-
gra von IPS-Patienten gefunden wurde (Spencer et al., 1998). Cysteinylkonjugate von
Catecholaminen und deren Derivate sind als neurotoxisch eingestuft worden (Spencer
et al., 2002; Zhang et al., 2000). Daher kénnte Erh6hung der Aktivitét der yGT durch
TNF«a auch eine Rolle bei der Bildung toxischer Substanzen im Gehirn und beim

Zelltod von Neuronen spielt.

Aufser TNFa hatte auch LPS in Kombination mit [FN+v eine stimulierende Wir-
kung auf die Aktivitdt der yGT in Astrogliakulturen. Die Wirkung von LPS auf die
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Aktivitdt der yGT bestétigt Literaturdaten (Garcion et al., 1999). Der Effekt von
LPS und IFN~ ist moglicherweise auf NO zurtickzufiihren, da iNOS im Gehirn (Kong
et al., 2000) und in kultivierten Astrogliazellen (Simmons und Murphy, 1992) durch
LPS und IFN~ induziert wird. Das durch iNOS synthetisierte NO erhcht wiederum
die Aktivitdt der vGT (Gegg et al., 2003). Dieser Effekt des NO auf die spezifische
Aktivitdt der yGT in Astrogliazellen wurde in vorliegender Arbeit durch Inkubation
von APK mit dem NO-Donor SNP bestétigt. Da iNOS auch durch TNF« induziert
wird (Da Silva et al., 1997) kénnte der Effekt von TNFa auf die Aktivitét der yGT

auch auf indirekte Wirkung iiber NO zuriickzufiihren sein.

4.3.2 Eisenionen

Inkubation von APK mit FAC fiihrte zu einer dosisabhéngigen intrazellularen Ak-
kumulation von Eisen mit einem Maximum bei Inkubation mit 300 uM FAC. Die
Akkumulation von Eisen in Gliazellen in Abwesenheit von Serum bestétigt Literatur-
daten (Takeda et al., 1998; Hopken, 2005). Ebenso war die Aufnahme von Eisen aus
dem Eisen-Citrat-Komplex FAC bereits fiir Hepatocyten und Astrogliazellen nachge-
wiesen worden (Graham et al., 1998; Scheiber-Mojdehkar et al., 1999; Hoepken et al.,
2004; Riemer et al., 2004). Die in der vorliegenden Arbeit bestétigte biphasische Ak-
kumulation von Eisen aus FAC (Korten, 2004) ist mechanistisch nicht geklart. Eine
Abnahme der Akkumulationsrate von Eisen bei sehr hohen Konzentrationen an FAC

koénnte zum Schutz der Zellen gegen Uberladung mit Eisen beitragen.

Durch Inkubation von APK mit FAC stieg die spezifische Aktivitat der yGT in
APK. Die Ursache dieser Steigerung nach Eisengaben konnte ein Anstieg der Konzen-
tration an RSS in APK sein, ausgelost durch eisenvermittelte Bildung von Radikalen
(Halliwell, 1992), durch unvollstédndige Bindung von Eisen an Ferritin oder durch Feh-
ler im Transport von Eisenionen durch die Plasmamembran (Campbell et al., 2001;
Rouault, 2001; Roy und Andrews, 2001; Thompson et al., 2001). In Lungenepithelzel-
len von Ratten beispielsweise fiihrt oxidativer Strefs zu einem Anstieg der Aktivitat der
vGT (Kugelman et al., 1994). RSS kénnten aber auch direkt, oder indirekt nach Ak-
tivierung der iNOS, iiber die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB die Expression
der vGT aktivieren (Christman et al., 2000; Schoonbroodt und Piette, 2000; Visvikis
et al., 2001; Kleinert et al., 2003; Aktan, 2004).

Die beobachteten Effekte von FAC-Inkubation auf die Aktivitdt der yGT waren
zum Teil nicht signifikant, da auch in Kontrollen mit weiteren Komponenten des
FAC-Komplexes (Citrat, NH4%) oder in Kontrollinkubationen ohne FAC ein leich-
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ter Anstieg der spezifischen Aktivitdt der yGT beobachtet wurde. Die heterogenen
Ergebnisse und der oft beobachtete Anstieg der yGT-Aktivitdat in Kontrollen kénnte
auf eine Aktivierung der iNOS in den Kulturen zuriickzufiithren sein, die durch gerin-
ge Mengen an LPS im Medium hervorgerufen sein kénnte. LPS kann auch durch die
Sterilfiltration des Mediums nicht entfernt werden. Je nach Ausmaf der Vorstimula-
tion durch LPS koénnte dann die Steigerung der vyGT-Aktivitdt durch Eisengaben in
manchen Experimenten nicht mehr nachweisbar gewesen sein und somit kénnte auch

in Abwesenheit von Eisen die Aktivitat der yGT erhéht worden sein.

4.3.3 Uberexpression durch adenoviralen Gentransfer

Zur Synthese von GSH sind Neuronen auf die Versorgung mit den entsprechenden
Ausgangsmolekiilen angewiesen. Die Aminosduren Cystein und Glycin stammen da-
bei grofitenteils aus dem extrazellulirem Abbau von astroglialem GSH durch yGT
und Aminopeptidase N (Kranich et al., 1996; Dringen et al., 1997a, 1999b, 2001). Die
Expression von yGT ist im Vergleich zu Astrocyten in Neuronen nur gering ausge-
pragt (Shine und Haber, 1981; Philbert et al., 1995). Um die Zellen unabhéngig von
der Aktivitit der astroglialen yGT zu machen und durch Uberexpression der yGT die
Versorgung der Zellen mit Vorldufern der GSH-Synthese zu verbessern, sollte das Gen
der yGT {iber adenoviralen Gentransfer in Neuronen eingebracht werden. Immuncyto-
chemische Analysen transfizierter Astrogliazellen zeigten, dafs ca. 20 % der Zellen mit
den viralen Vektoren (100 MOI) transfiziert worden waren und EGFP und das Trans-
gen vGT exprimierten. Der Anteil der transfizierten Zellen lag wesentlich niedriger
als erwartet. Bei Neuronenkulturen (CKZ) oder Neuroblastomzellen kénnen Trans-
fektionsraten zwischen 70 und 100 % erreicht werden (Le Gal La Salle et al., 1993;
Simons et al., 1999; von Coelln et al., 2001; Gerhardt et al., 2001; Xia et al., 2001).
Auch fiir Kulturen von Astrogliazellen wurden Infektionsraten von 66 % beschrieben
(Le Gal La Salle et al., 1993). Ursachen der geringeren Effizienz der Transfektion in
Experimenten der vorliegenden Arbeit kénnten andere Kulturbedingungen, sowie ei-
ne unzureichende Empfindlichkeit des Nachweises positiver Zellen sein (Kiigler et al.,
1999).

Trotz der geringen Effizienz der Transfektion konnte in den yGT-transfizierten Zel-
len ein enormer Anstieg der spezifischen Aktivitdt der yGT um einen Faktor 2500
gemessen werden. Allerdings stieg auch in kontrolltransfizierten APK die spezifische
~GT-Aktivitat um 250 % im Vergleich zur Ausgangsaktivitat. Dieser Anstieg der

~vGT-Aktivitdt in Kontrollen kénnte auf einen Strefs zuriickzufiihren sein, dem die
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Zellen durch den Transport in das S2-Labor und/oder durch die Infektion mit den Vi-
ren ausgesetzt waren. Acivicin hemmte die yGT-Aktivitat pAD-yGT-infizierter APK
zu 90 %. Moglicherweise war bei der sehr hohen Aktivitat der yGT die Vorinkubation
mit Acivicin (1 mM) nicht ausreichend, um die yGT-Aktivitét vollstédndig zu hemmen.
Wegen der hohen vGT-Aktivitat der Proben muften diese vor der Messung verdiinnt
werden (1:500). Deshalb kénnten die relativ hohen yGT-Aktivitdten in Anwesenheit
von Acivicin zum Teil auch aus den bei der Berechnung der Aktivitat entstehenden

Ungenauigkeiten resultieren.

Die Aktivitit der yGT nach Uberexpression des Gens war in APK am héchsten,
gefolgt von CKZ. NPK dagegen wiesen nur knapp 50 % der Aktivitat auf, die in
APK und CKZ erreicht wurde. Grund fiir die geringere Aktivitat in NPK konnte
geringere Effizienz der Transfektion als in APK oder CKZ sein. Im Gegensatz zu CKZ
(70 bis 90 %; Simons et al., 1999; Gerhardt et al., 2001) weisen primére Kulturen von
Neuronen des Mesencephalons nur eine Infektionsrate von 10 bis 20 % auf (von Coelln

et al., 2001).

Untersuchungen zum intrazelluldren Gehalt an GSx nach Transfektion der Zellen
mit YGT zeigten, daf der Gehalt an GSx in Zellen, die vGT iiberexprimierten, ver-
ringert war. Ursache dafiir konnten geringe Mengen aktiver yGT im Cytosol infizier-
ter Zellen sein, wodurch intrazelluldres GSH abgebaut wird. Alternativ dazu koénnte
das Fehlen von Ausgangsmolekiilen fiir die Synthese von GSH durch einen erhéhten
Verbrauch bei der Biosynthese der yGT den GSH-Gehalt verringert haben, da die
Inhibierung der Synthese von Makromolekiilen die Verfiigharkeit von Cystein fiir die
Synthese von Glutathion verbessert (Ratan et al., 1994). Bei der stark erhthten Syn-
these von 7GT in pAd-yGT-infizierten Zellen reicht moglicherweise das verfiigbare
Cystein nicht fiir die zuséatzliche Synthese von GSH aus, sodaf die Zellen an GSH ver-
armen. Zusétzliche extrazelluldre Gaben von GSH liefen den intrazelluldren Gehalt

an GSx wieder ansteigen.

4.4 Extrazellularer Glutathiondisulfidmetabolismus

Der Export von GSSG ist fiir eine Vielzahl von Zellen und Geweben beschrieben
worden (Srivastava und Beutler, 1969; Ekléw et al., 1981; Sies und Akerboom, 1984;
Hirrlinger et al., 2001). Unter oxidativem Stref exportieren auch Astrogliazellen GSSG
(Hirrlinger et al., 2001, 2002d). Der weitere Verbleib von exportiertem GSSG in sol-

chen Kulturen war aber bisher nicht untersucht worden. Als physiologische Funktionen
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von extrazellularem GSSG werden unter anderem die Modulation von Glutatmatre-
zeptoren oder eine Rolle im Schlafrhythmus diskutiert (Honda et al., 1994; Ogita et al.,
1995; Janaky et al., 1999).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente zum Verbleib von ex-
trazellularem GSSG zeigten, daf im Gegenwart neuraler Zellen extrazelluldres GSSG
verschwand. Ein Umsatz von extrazellulairem GSSG in Anwesenheit von Cystin wurde
fir APK, NPK und MSK-A beobachtet. NPK und MSK-A wiesen jedoch geringere
Umsatzgeschwindigkeiten als APK auf. Da Astrogliazellen der am héufigsten im Ge-
hirn vorkommende Zelltyp sind (Nedergaard et al., 2003), ist anzunehmen, daf im
Gehirn GSSG hauptséichlich von APK umgesetzt wird und nur zu einem geringeren

Anteil von Microglia oder Neuronen.

Im Gegensatz zu neuralen Zellen ist der Verbleib von extrazellulirem GSSG an Le-
ber, renalen Tubuluszellen und Diinndarmmucosazellen der Ratte untersucht worden
(Hahn et al., 1978; Grafstrom et al., 1980). Die Abnahme der Konzentration von extra-
zellularem GSSG wurde fiir diese Zellen der Aktivitat der vG'T zugeschrieben, da Ga-
ben von Serin und Borat die Abnahme hemmten, Methionin sie aber verstérkte (Hahn
et al., 1978; Grafstrom et al., 1980). Serin hemmt YGT in Gegenwart von Borat (Tate
und Meister, 1978), Methionin dagegen agiert als Akzeptor in der yGT-katalysierten
Reaktion (Thompson und Meister, 1977). In APK hatten weder die Hemmung der
~GT durch Acivicin noch Inkubation der Zellen mit Methionin einen Effekt auf den
Umsatz von GSSG. Somit kann fiir APK eine Beteiligung der vG'T am Umsatz von
extrazellulirem GSSG ausgeschlossen werden und es muf ein anderer Mechanismus

an dem in diesen Zellkulturen beobachteten GSSG-Umsatz beteiligt sein.
Der GSSG-Umsatz bzw. die Abnahme der Konzentration an GSSG in Zellkultur-

medien in APK hing von der Anwesenheit von Zellen bzw. Zellysaten und von Cystin
ab. Diese Befunde sowie der fehlende GSSG-Umsatz in konditioniertem Medium liefs
auf die Beteiligung eines zellstdndigen Enzyms schliefsen. Da sich der zelluldre GSx-
Gehalt von intakten APK nach Gaben von extrazellulirem GSSG (40facher Uberschuf
im Medium im Vergleich zum Zellgehalt) nicht &nderte, kann nicht eine Aufnahme von
GSSG in APK fiir den Umsatz von extrazellulirem GSSG verantwortlich sein. Wur-
den die Zellen dagegen in Abwesenheit von Cystin inkubiert, nahm die intrazelluldre
GSx-Konzentration ab, da Astrogliazellen GSH freisetzen (Hirrlinger et al., 2002¢,d).
Da Astrogliazellen extrazelluldres Cystin zur GSH-Synthese nutzen kénnen (Kranich
et al., 1996, 1998), wurde in den Experimenten der vorliegenden Arbeit der Verlust an
zellulirem GSH durch die GSH-Freisetzung in Anwesenheit von Cystin im Medium
von APK durch GSH-Synthese kompensiert.
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In APK waren die Umsatzgeschwindigkeiten von extrazellulirem GSSG propor-
tional abhéngig von der applizierten Konzentration an Cystin sowie von der Aus-
gangskonzentration an GSSG. Das ist ein Hinweis auf die Beteiligung eines Enzyms
am Umsatz von GSSG, da die Geschwindigkeit enzymkatalysierter Reaktionen von
der Substratkonzentration abhédngt. Eine hyperbolische Substratabhéangigkeit der Ge-
schwindigkeit des Umsatzes von GSSG in intakten Zellen wurde bei den eingesetzten
Konzentrationen an GSSG und Cystin nicht beobachtet. Das Substrat Cystin konnte
nicht durch andere Disulfide wie D-Cystin ersetzt werden, der Umsatz war vielmehr
spezifisch fiir GSSG und L-Cystin. Diese Stereospezifitat der Reaktion spricht wieder-

um fiir die Beteiligung eines Enzyms.

Ein weiteres Merkmal von Enzymen ist ihre Inhibierbarkeit durch Hemmstoffe. Ex-
perimente im Rahmen vorliegender Arbeit zeigten, dafs der Umsatz von extrazellu-
larem GSSG in APK durch DTNB; einen Inhibitor der PDI (Roth, 1981; Mizunaga
et al., 1990; Feener et al., 1990; Ryser et al., 1991), sowie durch Inhibitoren (IAA,
Cu?" und DTNB) eines nicht niher identifizierten Enzyms, das GSSG und Cystin zu
einem gemischten Disulfid reagieren lisst (Rafter und Harmison, 1979), inhibiert wer-
den konnte. Die Inhibition durch TAA, DTNB und CuSO, lafst darauf schliefsen, daf
im aktiven Zentrum des postulierten Enzyms freie Sulthydrylgruppen an der Reaktion

mitwirken.

Der zeitliche Verlauf des Umsatzes von extrazellulairem GSSG in APK begann mit
einer ein- bis zweistiindigen Verzogerungsphase, danach folgte ein nahezu linearer
schneller Umsatz von GSSG, der sich nach 6 bis 8 h verlangsamte. Die anfiangliche
Verzogerungsphase beim extrazelluldren GSSG-Umsatz durch APK sowie die zum Teil
nicht unerheblichen Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Experimente konnen
moglicherweise auf Schwankungen des pH-Wertes des Mediums (MM) zuriickzufithren
sein. Weil die Zellen zur Probenentnahme mehrmals aus dem Inkubator genommen
werden mufiten, wurde die Zufuhr von COs; mehrfach unterbrochen, wodurch sich
der pH-Wert des offenen Puffersystems édndern kann. Experimente zum Umsatz von
GSSG durch Lysatiiberstdnde mit Puffern mit verschiedenen pH-Werten zeigten je-
doch eine Steigerung der Umsatzgeschwindigkeit mit steigendem pH. Eine weitere
Erklérung fiir die anfangliche Verzogerungsphase konnte sein, daf das fiir den Umsatz
verantwortliche Enzym zunéchst an die dufsere Oberflache der Zellmembran gelangen
muf. Enzyme wie PDI wurden zwar an der Oberféche von Zellen gefunden, sind aber
klassische Enzyme des ER (Turano et al., 2002).

Ursache der Abnahme der Geschwindigkeit des Umsatzes von extrazellularem GSSG

mit zunehmender Inkubationszeit kann ein hoher Ky-Wert des am Umsatz beteiligten
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Enzyms im Vergleich zur GSSG-Konzentration sein. Die Bestimmung der Ky;-Werte
des GSSG-umsetzenden Systems in Lysatiiberstdnden von APK ergab fiir beide Sub-
strate zum Teil recht hohe Konzentrationen im Bereich von 100 bis 200 M. Damit
liegt der Ky-Wert fiir beide Substrate im Bereich der eingesetzten Substratkonzen-

tration.

Experimente mit Lysaten und intakten Zellen zeigten, daf der Umsatz von extra-
zellulirem GSSG in intakten APK nicht niedriger war als der Umsatz in Lysaten
von APK. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf die am GSSG-Umsatz beteilig-
te Aktivitdat auf der duleren Zelloberfliache lokalisiert ist. Durch die Lyse der Zellen
erhohte sich die GSSG-Umsatzgeschwindigkeit nicht. Somit wurde keine weitere intra-
zelluldre Aktivitat freigesetzt, die den GSSG-Umsatz steigert. Ebenso war nach Zen-
trifugation der Lysate im Lysatiiberstand anndhernd die gleiche GSSG-umsetzende
Aktivitat wie in nicht-fraktionierten Lysaten zu finden. Durch das Detergenz wurde
das fiir den GSSG-Umsatz verantwortliche Enzym bei der Lyse der Zellen aus der
Plasmamembran herausgelost oder von der Membran abgelost und fand sich danach
im Zentrifugationsiiberstand wieder. Der fehlende Umsatz von GSSG nach Filtration
und der verminderte GSSG-Umsatz durch hitzebehandelte Lysatiiberstinde sind ein
weiterere Belege fiir die Beteiligung eines Enzyms am extrazelluliren Umsatz von
GSSG durch APK. Die gewisse Hitzestabilitdt des Enzyms deutet auf eine Reihe von

Disulfidbriicken im Protein hin.

Zur Untersuchung des GSSG-Umsatzes durch Lysatiiberstdnde von APK in einem
geschlossenen Puffersystem wurde ein Testsystem im Microtiterformat entwickelt. In
diesem Testsystem war der Umsatz von GSSG abhéngig von den eingesetzten Konzen-
trationen an GSSG und Cystin. Im Gegensatz zum GSSG-Umsatz durch intakte APK
schien das GSSG-umsetzende System in Lysatiiberstdnden sdttigbar zu sein. Ursache
fiir diesen einer Absenkung des Ky-Wertes gleichkommenden Unterschied kénnte eine
Konformationsénderung des beteiligten Enzymsystems bei Authebung des Membran-
verbunds durch das Detergenz sein. Eine Konformationsdnderung des Enzymsystems
durch die Lyse konnte auch Ursache fiir die veranderte Substratspezifitit sein. Im Ge-
gensatz zur Situation in intakten APK war Umsatz von GSSG in Lysatiiberstinden
auch in Gegenwart von D-Cystin oder (CysGly)s sowie in geringerem Ausmaf auch

in Gegenwart von (GlyCys)s moglich.

Ebenso wie in intakten APK war der Umsatz von GSSG durch Lysatiiberstiande
durch DTNB, TAA und CuSO4 hemmbar. Anders als bei intakten APK hemmte Baci-
tracin den GSSG-Umsatz auch bei Lysatiiberstdnden. Dies kénnte durch eine bessere

Zugéanglichkeit des Enzymsystems fiir Bacitracin im Lysatiiberstand erklart werden,
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wodurch Bacitracin in der eingesetzten Konzentration von 1 mM das Enzymsystem in
Lysatiiberstinden besser hemmen konnte als in intakten APK. Je nach Praparation
und Spezies wurde eine vollstdndige Inhibition der PDI bei Konzentrationen zwischen
250 uM und 3 mM beschrieben (Roth, 1981; Mandel et al., 1993; Hasegawa et al.,
2003).

Die Eigenschaften des Umsatzes von extrazellulirem GSSG in intakten APK und
Zellysatiiberstdnden sind in Tabelle 18 gegeniibergestellt. Da die Lyse der Zellen nicht
zu einer Steigerung des GSSG-Umsatzes fiihrt, ist vermutlich eine Konformationséan-
derung des Enzyms nach Lyse der Zellen fiir die beobachteten Unterschiede verant-

wortlich.

Tabelle 18 Eigenschaften des GSSG-Umsatzes in APK und Lysatiiberstanden von
APK

Eigenschaft Zellen Lysatiiberstand
Umsatz von GSSG ja ja
Zell-/Lysatabhangigkeit ja ja
Substratabhangigkeit linear Sattigung
Substrate (% Aktivitat)

L-Cystin 100 100
D-Cystin 11 80
(CysGly)s 4 90
(GlyCys)2 5 65
pH-Abhangigkeit n.b. ja
Hemmung (%)
DTNB 80 60
IAA 90 75
CuSOy 100 80
Bacitracin 0 50

Zusammengefalst sind die Eigenschaften des Umsatzes von GSSG in intakten APK und
Lysatiiberstinden von APK. n.b. = nicht bestimmt

Die massenspektrometrischen Analysen von Reaktionsansétzen zum Umsatz von
GSSG zeigten, dafs beim Umsatz von GSSG in Anwesenheit von Cystin und dem
unbekannten Enzym im Lysatiiberstand ein Molekiil mit m/z 427,1 entsteht. Bei
diesem Molekiil handelt es sich sehr wahrscheinlich um das gemischte Disulfid aus
Cystein und Glutathion (426,1 Da), was durch Fragmentierung des [M+H]|"-Molekiil-
ions (427,1 m/z) durch MS/MS nachgewiesen wurde. Die Strukturformeln des ge-
mischten Disulfids sowie der Ausgangssubstanzen GSSG und Cystin sind in Abb. 30
dargestellt.
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*HoM MH* 0
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GSSG Cystin GS-SC
(612,6 Da) (240,3 Da) (426 Da)

Abb. 30 Vermuteter Reaktionsweg des Umsatzes von GSSG und Cystin. Die Sub-
strate GSSG und Cystin reagieren durch die Katalyse eines Enzyms zu dem gemischten

Disulfid GS-SC.

Die Fragmentierung des [M+H]"-Molekiilions mit 427,1 m/z mittels CID in der
Ionenfalle ergab ein [M+H]|"-Fragment-Ton mit 298,1 m/z. Die Differenz der Massen
der beiden Ionen ergibt ein Molekiil mit einer Masse von 129 Da. Nach Addition eines
Molekiils HyO ergibt sich die Masse von 147 Da, die Masse von Glutamat. Somit
wurde durch die Fragmentierung ein Glutamatrest vom Molekiilion mit 427,1 m/z
abgespalten und bei dem [M+H]|*-Fragmention mit 298,1 m/z handelt es sich um das
Disulfid aus Cystein und Cysteinylglycin (Abb. 31). Das gleiche Molekiil entsteht bei
der Inkubation von Cystin mit dem Dipeptid Cysteinylglycin. Das bei dieser Inkuba-
tion ebenfalls entstehende [M+H|"-Molekiilion mit 355,1 m/z entspricht der oxidierten
Form des Dipeptids, (CysGly)s (354,4 Da) (Abb. 31).

. N
e S

Fragment bei 298,1 m/z T
Disulfid aus CysGly und Cys CysGly red
(CysGly),
(354,4 Da)

Abb. 31 Strukturformeln von GS-SC nach Fragmentierung sowie das Produkt der
Reaktion von Cystin mit CysGly und das oxidierte Dipeptid (CysGly), mit der Masse
354,4 Da.

In Abb. 30 ist der mdogliche Reaktionsmechanismus des Umsatzes von GSSG und
CSSC zum gemischten Disulfid dargestellt. GSSG reagiert dabei in einer enzymkata-
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lysierten Reaktion mit Cystin zu dem gemischten Disulfid GS-SC. Nach diesem Re-
aktionsmechanismus liegt der Reaktion eine 1:1-Stochiometrie von GSSG zu Cystin
zugrunde. Die Bestimmung der Stochiometrie aus den durchgefiihrten Experimen-
ten zeigte ein Verhéltnis von 1:3 bis 1:8 (GSSG : Cystin). Da die Experimente zur
Stochiometriebestimmung nicht unter optimalen Bedingungen durchgefiihrt wurden,
sind deren Ergebnisse mit Vorsicht zu bewerten. Dahingegen zeigt der Vergleich der
Signalintensititen der massenspektrometrischen Analysen, dafs bei dem Umsatz von
GSSG und Cystin zum gemischten Disulfid die Intensitéit der Edukte GSSG und Cy-
stin zwischen 50 und 66 % niedriger ist als bei Inkubation ohne Lysatiiberstand oder
mit behandeltem Lysatiiberstand. Die Signalintensitét des gemischten Disulfids hin-
gegen nimmt um ca. 85 % zu und ist damit etwa 7mal hoher als bei Inkubation ohne
Lysatiiberstand oder mit filtriertem Lysatiiberstand. Diese Daten der massenspektro-
metrischen Analysen bestétigen den angenommenen Reaktionsmechanismus, bei dem
je ein Molekiill GSSG und Cystin zu zwei Molekiilen des gemischten Disulfids umge-
setzt werden. Desweiteren zeigen die Daten der massenspektrometrischen Analysen,
dafs die Abnahme von GSSG und Cystin mit der Zunahme von GS-SC einhergeht.
Somit ist vermutlich das gemischte Disulfid das Endprodukt des cystinabhédngigen
Umsatzes von GSSG in APK. Die Umsetzung kann nur bis zum thermodynamischen

Gleichgewicht aller drei Typen von Disulfiden verlaufen.

Der GSSG-Umsatz in Gegenwart von intakten APK konnte massenspektrometrisch
nicht analysiert werden, da das Inkubationsmedium MM die Analysen storte. Es kon-
nen daher keine Aussagen dazu gemacht werden, ob die Ergebnisse der massenspek-
trometrischen Analysen des GSSG-Umsatzes durch Lysatiiberstdnde gleichermafen
fiir den GSSG-Umsatz durch intakte APK gelten.

Welches Enzymsystem verantwortlich ist fiir den Umsatz von extrazellulirem GSSG
und Cystin in APK ist ungeklért. Ein moglicher Kandidat konnte ein Mitglied der Fa-
milie der Proteindisulfidisomerasen (PDI) sein. Diese Enzyme katalysieren die Faltung
von Proteinen im ER und haben eine essentielle Chaperonfunktion. Im ER fiigt PDI
Disulfidbriicken in Proteine ein (Oxidaseaktivitéit) und katalysiert die Umlagerung in-
korrekter Disulfidbindungen (Isomeraseaktivitéit) (Turano et al., 2002; Wilkinson und
Gilbert, 2004). Einige Mitglieder der PDI-Familie kommen auch aufserhalb des ER
vor. Dazu gehoren PDI selbst und die zwei Homologe ERp57 und ERp72. Obwohl alle
drei Proteine eine ER-Retentionssequenz enthalten, sind sie auferhalb von Zellen als
membrangebundene oder sekretierte Proteine beobachtet worden (Turano et al., 2002).
PDI ist an der Oberfliche verschiedener Zelltypen gefunden worden (Yoshimori et al.,
1990; Terada et al., 1995; Mandel et al., 1993). Bisher sind die Funktionen extrazel-
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lulérer, an der Zelloberfliche gebunderer Enzyme der PDI-Familie unklar. Diskutiert
werden als Funktion solcher Enzyme Reduktion und Neubildung von Disulfidbriicken
in Makromolekiilen an der Zelloberflaiche oder eine Rolle bei der Zelladh&sion von
Leukocyten und Blutplattchen (Turano et al., 2002).

Neben extrazelluldrer PDI konnte fiir den GSSG-Umsatz in APK ein von Rafter und
Harmison (1979) beschriebenes Enzym verantwortlich sein. Dieses Enzym katalysiert
in Uberstinden von Homogenaten von Kaninchengeweben die Bildung eines gemisch-
ten Disulfids aus den Substraten GSSG und N,N’-Di-(2,4-dinitrophenyl)-L-Cystin. Das
Enzym katalysiert damit eine Reaktion, die dem cystinabhéngigen GSSG-Umsatz in
APK analog ist. Gehirn und Leber wiesen die hochsten Aktivitdten dieses bisher nicht
identifizierten Enzyms auf, gefolgt von Milz, Niere, Lunge und Muskel. Die Umsatz-
geschwindigkeit stieg zwischen pH 6,8 und 9,4 proportional zum pH-Wert der Losung
und die Reaktion wurde durch TAA (1 mM) und Cu?** (15 pM) gehemmt (Rafter und
Harmison, 1979). Das von Rafter und Harmison (1979) beschriebene Enzym weist da-
mit die gleichen Eigenschaften (Lokalisation im Gehirn, pH-Abhéngigkeit, Hemmung
durch TAA und Cu*", Substratabhiingigkeit) auf wie die in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Enzymaktivitat. Unklar ist allerdings, ob das von Rafter und Harmison
(1979) beschriebene Enzym auch auf der duferen Oberfliche der Plasmamembran vor-
kommt, wie das hier beschriebene Enzymsystem. Die in vorliegender Arbeit beschrie-
bene Hemmung des GSSG-Umsatzes in Lysatiiberstdnden von APK durch Bacitracin
konnte zwar auf die Beteiligung von PDI am GSSG-Umsatz hinweisen, da aber kom-
merzielles Bacitracin hdufig mit Proteaseaktivitdten verunreinigt ist (Rogelj et al.,
2000), ist diese Inhibierung mit Vorsicht zu bewerten. Es ist daher wahrscheinlicher,
daf das gleiche oder ein dem von Rafter und Harmison (1979) beschriebenen Enzym

ahnliches Enzym dasjenige ist, das auch den Umsatz von GSSG in APK katalysiert.

Die physiologische Funktion des Umsatzes von extrazellularem GSSG mit Cystin zu
einem gemischten Disulfid durch neurale Zellen ist ungeklart. Eine mogliche Funktion
konnte die Verbesserung der Loslichkeit von Cystin iiber die Bildung des gemischten
Disulfids sein (Rafter und Harmison, 1979). Auch eine Beseitigung des extrazelluldren
Substrates GSSG konnte eine wichtige Funktion des am GSSG-Umsatz beteiligten
Enzyms sein, da GSSG im Gehirn von Ratten und Kaninchen eine schlafférdern-
de Wirkung hat (Honda et al., 1994; Kimura et al., 1998; Tkeda et al., 2005). Das
Reaktionsprodukt, das gemischte Disulfid aus Cystein und GSH (GS-SC), ist in den
Polychaeten Nereis succinea als Pheromon Nereithion identifiziert worden (Ram et al.,
1999), das aus GSH und Cyst(e)in gebildet wird (Hardege et al., 2004). Es gibt bisher

keinerlei Hinweise darauf, ob das gemischte Disulfid GS-SC auch in Sdugetieren eine
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Hormonfunktion ausiibt. Disulfide kénnen aber bei Sdugern hormonéhnliche Wirkun-
gen haben. Beispielsweise wird das gemischte Disulfid aus Glutathion und Coenzym A
beim Menschen in der Nebenschilddriise bzw. beim Rind in den Nebennieren gebildet

und hat eine vasokonstriktive Wirkung (Jankowski et al., 2000).

4.5 Ausblick

In vorliegender Arbeit wurden das Vorkommen und die Modulation der spezifischen
Aktivitdt der vGT in verschiedenen neuralen Zellkulturen untersucht. Die Steigerung
der yGT-Aktivitdt durch TNFa konnte dabei direkt oder indirekt iiber die Aktivie-
rung der iNOS erfolgen. Um diese beiden Wege voneinander zu unterscheiden, soll-
ten Inhibitoren der iNOS wie N-Nitro-L-argininmethylester (L-NAME) (Rees et al.,
1990) und der beteiligten Rezeptoren eingesetzt werden, die Konzentration von NO
im Medium untersucht und gegebenenfalls NO durch Bindung an Substrate wie 2-
Phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid (PTIO) (Akaike et al., 1993) oder
Melatonin (Reiter et al., 1999) entfernt werden. Weiterhin sollte der Weg der Signal-
transduktion untersucht werden, indem z.B. Inhibitoren von Enzymen der p38-MAP-

Kinase-Signalkaskade eingesetzt werden.

Zur weiteren Untersuchung des Effektes von Eisenionen auf die Aktivitat der yGT
sollte ein LPS-freies Medium verwendet werden. Kommerzielles Medium, das auf LPS
untersucht und frei von LPS ist, sollte dem selbst hergestellten und sterilfiltriertem
Medium, wie es in der vorliegenden Arbeit genutzt wurde, vorgezogen werden. Weiter-
hin sollten die Signalwege, die zur Expression der yGT durch Eisen fiihren, untersucht

werden.

Um Neuronen vor oxidativem Stref zu schiitzen, wurde vGT iiber adenoviralen Gen-
transfer in Zellen iiberexprimiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dafs
die Uberexpression der yGT den GSH-Gehalt der Zellen verringerte. Die sehr starke
Uberexpression von yGT in Zellen konnte aber genutzt werden, um das Protein durch
Affinitatsreinigung tiber das flag-tag zu isolieren. Das gereinigte Enzym kénnte dann
zur Herstellung spezifischer Antikorper eingesetzt werden, um das Vorkommen der
vGT in Gehirnzellen immuncytochemisch oder durch Western blot zu untersuchen.
Auch die ¢cDNA der Cystintransporteruntereinheit xCT koénnte nach Beseitung der
aufgetretenen Mutationen der erhaltenen Klone zur Generierung adenoviraler Vek-
toren genutzt werden. Durch Gentransfer kénnte dann das Gen des Transporters in

Neuronen (iiber)exprimiert und die GSH-Synthese in Neuronen in Gegenwart von
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Cystin ermdglicht werden. Fiir die in vitro-Experimente mit Adenoviren sollten aber
zunéchst die Infektionsbedingungen optimiert werden, um eine héhere Transfektions-
rate zu erreichen. Dabei konnten das Medium, die Infektionszeit, die Konzentration
der Viruspartikel, das Kulturalter und die Zelldichte variiert werden. Die Cystinauf-
nahme in Neuronen nach Transfektion mit xCT koénnte dann den zelluldren Gehalt
an GSH steigern und die Widerstandsfahigkeit der Zellen bei oxidativem Strefs ver-
bessern. Erwiesen sich solche in witro-Untersuchungen als erfolgreich, konnte ein in

viwo-Gentransfer an Mausen durchgefiithrt werden.

Um den Umsatz von extrazellularem GSSG in APK und Lysatiiberstinden von
APK zu untersuchen, ist die massenspektrometrische Analyse der Reaktionsansitze
eine geeignete Methode. Neben der Abnahme der GSSG-Konzentration kénnen da-
bei auch der Verbrauch des zweiten Substrats Cystin und die Bildung des Produktes
GS-SC quantitativ analysiert werden. Damit konnen dann die kinetischen Parameter
der am extrazelluldren GSSG-Umsatz beteiligten Reaktion exakter bestimmt werden.
Bei der massenspektrometrischen Analyse des Umsatzes von GSSG in intakten APK
storte das verwendete MM die Analysen der Metaboliten. Bei weiteren Untersuchun-
gen des GSSG-Umsatzes in APK sollte daher ein Inkubationsmedium genutzt werden,
dafs bei der Analyse der Metaboliten keine Stérungen verursacht, wie Tris-HCl-Puffer.
Die bislang durchgefiihrten massenspektrometrischen Analysen sprechen dafiir, daf
GS-SC das Endprodukt des GSSG-Umsatzes ist. Auch diese Hypothese sollte ex-
perimentell bestatigt werden. Dazu kénnte das gemischte Disulfid, hergestellt durch
Reaktion von GSH mit Cyst(e)in, mit APK oder Lysaten von APK inkubiert werden
und massenspektrometrisch analysiert werden. Durch die Inkubation neuraler Zellen
mit GS-SC konnte auch eine potentielle biologische Wirkung des Molekiils auf neurale

Zellen untersucht werden.

Die Daten vorliegender Arbeit sprechen dafiir, daf es sich bei dem am Umsatz von
GSSG beteiligten Enzym in intakten APK oder Lysatiiberstinden von APK um das
selbe Enzym handelt. Zur Bestétigung der Hypothese sollten weitere Untersuchun-
gen vergleichend an intakten Zellen und Lysaten durchgefiihrt werden. Dabei konnten
auch weitere Inhibitoren, wie N,N’-Di-(2,4-dinitrophenyl)-L-Cystin als Inhibitor der
PDI (Rafter und Harmison, 1979) sowie weitere Detergenzien, die Proteine konforma-

tionsschonender aus Membranen 16sen, eingesetzt werden.
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5 Experimenteller Telil

5.1 Material und Gerate

Material

Deckglédschen
Einmal-Sterilfilter
Filterpipettenspitzen
Filtriereinheiten
Nitrocellulosemembran

Nylonnetze

Objekttriger
PCR-Reaktionsgefife

Plastikwaren

sterile Zellkulturartikel

Gerate

Agarosegelkammern
Autoklav
Elektrophoreseapparatur

ELISA- Reader

Folienschweifsgerat

Haemocytometer

Roth (Karlsruhe); Langenbrinck (Emmendingen)
Renner (Darmstadt)

Peglab (Erlangen); Gilson (Middleton, WI, USA)
Microcon YM-10, Millipore (Schwalbach)
Millipore Corp. (Bedford, USA)

Scrynell, 20, 135 und 250 pm Maschenweite, Ziiricher
Beuteltuchfabrik (Riischlikon, Schweiz); 132 und 211 pm
Maschenweite, Sefar GmbH (Wasserburg)

Neolab (Heidelberg)
Peglab (Erlangen)

Brand (Wertheim), Multimed (Kirchheim), Nunc (Wies-
baden) und BD biosciences (Heidelberg)

Nunc (Wiesbaden) und Greiner (Frickenhausen)

PerfectBlue Mini M und L, Peglab (Erlangen)

Typ 669, Aigner (Miinchen)

Mini Trans-Blot Cell, BioRad (Miinchen)

MRX TC Revelation, Dynex Technologies (Denkendorf)

Super Poly 281, Audion Elektro (AJ Weesp, Nieder-
lande)

nach Neubauer, Bachofer (Reutlingen)
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HPLC-System
Massenspektrometer
Mikroskope
Olpumpe

Osmometer

pH-Meter

Photoapparat

Photometer

Pipettoren

Schiittler

Spannungsquellen

Sterile Werkbank
Thermocyler
Waagen
Wasserbad

Wasserreinigungsanlage
Western Blot-Apparatur
Zellinkubator

Zentrifugen

HPLC-Pumpe: CapPump 1100 Series, Autoinjektor:
MicroALS 1100 Series, Agilent (Waldbronn)

Esquire30007'“* Bruker Daltonics (Bremen)

Phasenkontrastmikroskop IM, Fluoreszenzmikrosko-
pe IM 35, Axiovert 200 und Axiovert 25 Zeiss
(Oberkochen)

Drehschieberdlpumpe Typ 317, Diirr-Dental (Bietig-
heim)
Osmometer Automatic, Knauer (Eppelheim)

PHM 92 Lab-pH-Meter, Radiometer (Kopenhagen,
Dénemark)

Coolpix 995, Nikon (Disseldorf)

Shimadzu UV-120-02, Shimadzu (Kyoto, Japan),
UVIKON 80, Kontron Instruments (Watford Herts,
UK)

Finnpipetten Labsystem Oy (Helsinki, Finnland);
Vielkanaldispenser Biohit Proline 1200, Biohit Oy
(Helsinki, Finnland); Multipette Research Pro 12 Ka-
nal und Reference, Eppendorf (Hamburg)

Vortex Genie, Bender & Hobein (Miinchen) und Typ
TMR, Infors (Bottmingen, Schweiz); Unimax 1010
und Inkubator 1000, Heidolph (Kelheim)

Consort E861, Fisher Bioblock Scientific (Tour-
nai, Belgien); 2301 Makrodrive 1, LKB (Bromma,
Schweden)

LaminAir HLB 2448 und TL 2448, Heraeus (Hanau);
3F 150 - IIGS, Tecnoflow Integra Biosciences

Mastercycler Gradient, Eppendorf (Hamburg)

1205 und 1712, Sartorius (Gottingen); Typ P 1200,
Mettler (Albstadt) und Typ 0, 152-156 Bosch
(Gerlingen-Schillerhthe)

Typ 20-0 Julabo, Juchheim Labortechnik (Seelbach
tiber Lahr); GFL 1083, Hilab (Diisseldorf)

Purelab Plus, USF Elga (Ramsbach-Baumbach)
Mini Trans-Blot Cell, BioRad (Miinchen)

Typ B 5060EK CO5 und Function Line Model BB16,
Heraeus (Hanau)

Tischzentrifuge 5415C, Eppendorf (Hamburg); Zell-
zentrifuge Varifuge K, Biofuge pico und Biofuge fres-
co, Heraeus (Hanau)



5.2 Reagenzien und Chemikalien

5.2 Reagenzien und Chemikalien

NADH und NADPH waren von Applichem (Darmstadt). Acivicin, Ammoniumci-
trat (dibasisch), Bacitracin, Rinderserumalbumin (BSA), Cycloheximid, D- und L-
Cystin, Desferoxamin (DFX), Digitonin, 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoeséure) (DTNB),
Interferon ~, lodacetamid (IAA), Lipopolysaccharid E.coli 026:B6 (LPS), Rinderinsu-
lin, Schafnormalserum, Sulfosalicylsiure (SSS) und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF«)
wurden von Sigma (Taufkirchen) bezogen. 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI), Glu-
tathion, Glutathiondisulfid, Glutathionreduktase (GR) und ,High Pure PCR Product
Purification Kit“ waren von Roche Diagnostics (Mannheim). Ammoniumeisen(IIT)ci-
trat (FAC), yGlutamyl-(3-carboxy-4-nitroanilid) (GCNA), Glycylglycin, Natriumsele-
nit und Paraformaldehyd wurden von Fluka (Ulm) bezogen. Der ,QIAprep Spin Mini-
prep Kit“, ,QIAquick Gel Extraction Kit“, ,QIAquick PCR Purification Kit*“ und ,Hi-
Speed Plasmid Midi Kit* waren von Qiagen (Hilden). Penicillin G, Streptomycinsulfat
und Triton X-100 waren von Serva (Heidelberg). (Cysteinylglycin)q, (Glycylcystein)y
und N-Acetylcystin (NAC,y) waren von Bachem (Bubendorf, Schweiz). RNAsin und
Random-Hexamer-Primer waren von Promega (Mannheim). Der DNA-Léngenstan-
dard ,Gene Ruler 100 bp ladder plus®, die Restriktionsenzyme BglII, Notl und EcoRV,
T4-DNA-Ligase, Alkalische Phosphatase (Kélberintestinum), Reverse Transkriptase
und die jeweils zugehorigen Puffer, rekombinante Taq-Polymerase mit zugehorigem
Puffer und MgCls-Losung und dNTP wurden von Fermentas (St. Leon-Rot) bezo-
gen. Die Tag-Polymerase , TripleMaster PCR-System” mit zugehtrigem Puffer und
Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTP) waren von Eppendorf (Hamburg), Agarose
und der DNA-Léangenstandard ,PeqGold 1 kb DNA-Leiter* von Peqlab (Erlangen).
DH5a kompetente E. coli, Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium (DMEM) und Rin-
dertransferrin wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen, Pferdeserum (HS) von der
Biochrom AG (Berlin). Acetonotril, Ameisenséure, Nitroprussidnatrium (SNP) und
Wasser (fiir HPLC-Analytik) waren von E. Merck (Darmstadt), SOC-Medium war
von Novagen (EMD Biosciences, San Diego, USA). Die PCR-Primer wurden von
MWG-Biotech (Ebersberg) hergestellt. Ziegennormalserum war von Life Technolo-
gies (Eggenstein) und Immu-Mount von Shandon (Pittsburgh, PA, USA). Die in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Antikérper sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.
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Tabelle 19  Ubersicht iiber die verwendeten Primar- und Sekundarantikérper

Antikorper Spezies Beschreibung Verdiinnung Lieferant

Primarantikorper

anti-GFAP Kaninchen polyklonal 1:400 Dako (Hamburg)
anti-GAP-43 Maus monoklonal 1:100 Sigma (Steinheim)
anti-CD11b (OX42) Maus monoklonal 1:10 Serotec (Oxford, UK)
anti-GalC Maus monoklonal 1:5 von Prof. Hamprecht
zur Verfiigung gestellt

anti-flag-tag Maus monoklonal 1:1000  Stratagene (La Jolla, USA)
Sekundarantikérper
anti-Maus-1gG—

Alexa Fluor 568  Ziege monoklonal 1:1000  Molecular Probes (Leiden)
anti-Kaninchen-IgG

Alexa Fluor 488  Ziege monoklonal 1:1000  Molecular Probes (Leiden)

Nicht gesondert aufgefiihrte Reagenzien und Chemikalien wurden von Roche Dia-
gnostics (Mannheim), E. Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg)
oder Sigma (Taufkirchen) bezogen. Sie hatten jeweils den hochsten erhéltlichen Rein-

heitsgrad.

5.3 Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurden Losungen mit hochreinem Wasser als Losungs-

mittel hergestellt.

5.3.1 Zellkulturen
5.3.1.1 Aligemeine Techniken

Alle zur Zellkultur verwendeten Medien und Lésungen wurden routinemaéfig auf Ste-
rilitat iiberpriift und auf Mycoplasmenfreiheit untersucht. Diese Arbeiten wurden von
Technischen Assistentinnen des Arbeitskreises von Prof. Hamprecht durchgefiihrt und
sind von Moller (1989) beschrieben worden. Vor dem Anséden wurden die Zellzahl und
die Lebensfahigkeit der Zellen mit der Methode des Nigrosinausschlusses bestimmt

(Kaltenbach et al., 1958). Fiir immuncytochemische Anférbungen wurden Zellen auf
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sterile quadratische (18 x 18 mm) oder runde Deckglédschen (12 mm Durchmesser) in

Plastikkulturschalen (50 mm Durchmesser) oder 24-well-Platten angesét.

5.3.1.2 Astrogliareiche Primarkulturen

Astrogliareiche Primérkulturen (APK) wurden aus den Gehirnen neugeborener Wistar-
Ratten angelegt und kultiviert (Hamprecht und Loffler, 1985). Drei Millionen lebende
Zellen wurden in 50 mm-Zellkulturschalen in 5 ml Kulturmedium (90 % DMEM, 10 %
FCS, 20 U/ml Penicillin G, 20 pg/ml Streptomycinsulfat), 300.000 lebende Zellen pro
well einer 24-well-Zellkulturplatte in 2 ml Kulturmedium, 30 Millionen lebende Zellen
in Zellkulturflaschen (175 ¢m?) in 50 ml Kulturmedium oder 1,2 Millionen lebende Zel-
len in 35 mm-Zellkulturschalen in 2 ml Kulturmedium angesit. Die Kulturen wurden
in einem Kulturalter von 14 d bis 21 d fiir Experimente verwendet. Fiir immuncy-
tochemische Anfarbungen wurden Kulturen in einem Kulturalter von 8 d bis 14 d

eingesetzt.

5.3.1.3 Oligodendrogliareiche Sekundarkulturen

Oligodendrogliareiche Sekundérkulturen (OSK) wurden nach einer Modifikation (Hirrlinger
et al., 2002b) der Methode von Richter-Landsberg und Vollgraf (1998) prapariert. Da-
bei wurden APK in Zellkulturflaschen (175 ¢m?) in einem Kulturalter von 15 d bis 21 d
verwendet. Die Zellkulturflaschen wurden bei 37 °C fiir 2 h bei 190 Umdrehungen pro
Minute auf einem Rotationsschiittler (Unimax 1010 mit Inkubator 1000) geschiittelt.
Das Medium wurde entfernt und die Zellen wurden mit 15 ml frischem Kulturmedi-
um gewaschen. Dann wurden erneut 50 ml Kulturmedium auf die Zellen gegeben und
die Kulturflaschen 17 h lang bei 220 Umdrehungen pro Minute und 37 °C geschiit-
telt. Danach wurde die Zellsuspension in sterilen Zentrifugenréhrchen gesammelt und
10 min lang bei 500 g (4 °C) zentrifugiert. Die erhaltenen Zellniederschldge wurden
in je 2 ml OSK-Medium (DMEM mit Transferrin (5 pg/ml), Insulin (5 pg/ml) und
Natrium-Selenit (25 ng/ml)) resuspendiert. In der vereinigten Zellsuspension wurde
die Zellzahl bestimmt. Pro well einer 24-well-Platte wurden 200.000 lebende Zellen
in 1 ml OSK-Medium, pro Kulturschale (50 mm Durchmesser) 1 Million lebende
Zellen in 5 ml OSK-Medium angesét. Alle verwendeten Kulturgefife waren zuvor
mit einer sterilen 0,01 %igen Poly-D-Lysin-Losung in Wasser (24-well-Platte: 0,3 ml;
50 mm-Kulturschale: 3 ml) iiber Nacht beschichtet worden, um ein Anheften der Oli-
godendrogliavorlauferzellen an den Kunststoff der Kulturschalen zu ermdoglichen. Vor

dem Anséen der Zellsuspension wurden die Kulturschalen sorgfaltig mit DMEM gewa-
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schen. Am dritten Kulturtag der OSK wurde die Hélfte des OSK-Mediums erneuert.

Experimente wurden am sechsten Kulturtag durchgefiihrt.

5.3.1.4 Microgliareiche Sekundarkulturen

Methode A

Microgliareiche Sekundérkulturen der Methode A (MSK-A) wurden nach einer Mo-
difikation (Hirrlinger et al., 2000) der Verfahren von Giulian und Baker (1986) sowie
Colton und Gilbert (1987) gewonnen. Von 14 d bis 21 d alten APK in Zellkultur-
flaschen (175 c¢m?) wurden durch zehnmaliges seitliches Klopfen mit der Hand Mi-
crogliazellen abgeschiittelt und die abgelosten Zellen mit dem Medium abgenommen;
die Suspension wurde in sterile Zentrifugenrohrchen iiberfithrt. Nach Zentrifugation
(500 g, 15 min, 4 °C) wurde das Medium bis auf ca. 1-2 ml abgesaugt. Die Zellen wur-
den resuspendiert und die Zellsuspensionen aus mehreren Rohrchen vereinigt. Nach
Bestimmung der Zellzahl wurden 300.000 Zellen pro well einer 24-well-Zellkulturplatte
und 1 Million Zellen pro Kulturschale (50 mm Durchmesser) angesét. Nach einer In-
kubationszeit von 20 bis 30 min im Zellinkubator bei 37 °C wurde dreimal mit 1 ml
Kulturmedium gewaschen, um nicht anhaftende Zellen zu entfernen. Beim dritten
Waschschritt wurde dabei auf eine Mischung aus 50 % gliakonditioniertem Medium
und 50 % Kulturmedium gewechselt. Zur Gewinnung des fiir die MSK verwendeten
konditionierten Mediums wurde der Uberstand des Zentrifugationsschritts wihrend
der Praparation der MSK durch 0,2 um-Sterilfilter filtriert und bis zur Verwendung

bei 4 °C gelagert. Die Kulturen wurden in einem Alter von drei Tagen verwendet.

Methode B

Microgliareiche Sekundéarkulturen der Methode B (MSK-B) wurden nach einer Mo-
difikation des Verfahrens von Saura et al. (2003) durch mildes Trypsinieren von APK
gewonnen. APK (14 d bis 21 d alt) in Zellkulturschalen mit 50 mm Durchmesser
oder in 24-well-Platten wurden fiir 10 bis 15 min mit einer 0,1 %igen Trypsinlosung
(37 °C) in DMEM inkubiert. Die Astrogliazellen, die sich als intakte Zellschicht ab-
l6sten, wurden abgesaugt und die weiterhin haftenden Zellen zweimal mit DMEM
gewaschen. Danach wurden die Kulturen mit MSK-Medium (50 % gliakonditioniertes
Medium und 50 % Kulturmedium) inkubiert. Die MSK-B wurden im Alter von 3 d

verwendet.
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5.3.1.5 Neuronenkulturen

Neuronenreiche Primérkulturen (NPK) wurden aus Gehirnen embryonaler Ratten
(E16) nach der Methode von Loffler et al. (1986) préapariert und kultiviert. Drei Millio-
nen lebende Zellen wurden in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) in 5 ml Kultur-
medium (90 % DMEM, 10 % HS, 20 U/ml Penicillin G, 20 pg/ml Streptomycinsulfat)
eine Million lebende Zellen in Zellkulturschalen (35 mm Durchmesser) in 2 ml oder
500.000 lebende Zellen pro well einer 24-well-Zellkulturplatte in 2 ml Kulturmedium
angesét. Die Kulturen wurden in einem Kulturalter von 5 d bis 7 d fiir Experimen-
te verwendet. NPK enthalten ca. 5 % GFAP-positive Zellen (Dringen et al., 1999a),
jedoch keine Oligodendrogliazellen oder Ependymzellen (Loffler et al., 1986).

Cerebellare Kornerzellen (CKZ) wurden prépariert wie von Schulz et al. (1996) be-
schrieben, in Zellkulturschalen mit 35 mm Durchmesser angeséit und freundlicherweise
von Prof. Jérg B. Schulz (Neurologische Klinik, Tiibingen) fiir die Untersuchungen zur

Verfiigung gestellt.

5.3.2 Anfarbungen
5.3.2.1 Immuncytochemische Anfirbungen

Die anzufarbenden Zellen wurden auf Deckgldschen (18 mm x 18 mm oder 12 mm
Durchmesser) kultiviert. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur mit 3,5 % Para-
formaldehyd in phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS; 10 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 mit 150 mM NaCl) 10 min lang fixiert. Nach zweimali-
gem 10miniitigen Waschen mit PBS wurden die Zellen 5 min lang in 0,1 %igem Glycin
in PBS inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Inkubation mit 0,3 %igem Triton
X-100 + 0,1 %igem Glycin in PBS 10 min lang permeabilisiert. Fiir die Anfarbung
mit anti-GalC wurden die Zellen vor der Fixierung/Permeabilisierung mit HEPES-
Medium (25 mM HEPES in DMEM) gewaschen und 1 h lang bei Raumtemperatur
mit anti-GalC (1:5 in HEPES-Medium) inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut
zweimal mit HEPES-Medium gewaschen und, wie oben beschrieben, fixiert und per-
meabilisiert. Fiir die Anfarbung mit anti-GAP-43 wurden die Zellen 15 min lang mit
3,5 % Paraformaldehyd in PBS und 5 min mit kaltem 30 %igem Methanol fixiert und
2 h mit anti-GAP-43 inkubiert.

Die immuncytochemischen Anfarbungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Die verwendeten Verdiinnungen der priméren und sekundéren Antikorper sind in Ta-

belle 19 angegeben. Nach jeder Inkubation mit Antikdrpern wurden die Zellen zweimal
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mit PBS je 5 min lang gewaschen. Die Antikorper wurden in PBS mit 10 % Ziegennor-
malserum (Schafnormalserum bei Anférbung mit anti-GAP-43) verdiinnt. Die fixierten
Zellen wurden mit den Primédrantikdrpern 2 h lang und danach mit fluoreszenzfarb-
stoffmarkierten Sekundérantikérpern 30 min lang unter Lichtausschluss inkubiert. Die
Deckgléaschen wurden in Immu-Mount eingebettet, bevor die Anfirbung im Fluores-

zenzmikroskop untersucht wurde.

5.3.2.2 Chromatinanfarbung

Chromatinanfarbungen wurden verwendet, um die Zellkerne aller Zellen im Préparat
sichtbar zu machen. Die Zellen wurden dazu nach Durchfiihrung der immuncytoche-
mischen Anfirbung 5 min lang mit 1 pg/ml 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; Lin
et al., 1976) in PBS inkubiert, anschliefend mit PBS gewaschen und in Immu-Mount
eingebettet.

5.3.3 Experimentelle Inkubation von Zellkulturen

5.3.3.1 Experimente zur Bestimmung von ~Glutamyltranspeptidaseaktivitat,
Zellvitalitdt und Eisengehalt

Zellen in Zellkulturschalen mit 50 mm Durchmesser wurden mit 3 ml DMEM /PS
gewaschen und in 3 ml DMEM/PS mit den in den Legenden der Abbildungen und
Tabellen angegebenen Substanzen inkubiert. Dabei wurde TNF« aus einer Stamm-
16sung (1 pug/ml in PBS mit 1 % BSA) bis zur endgiiltigen Konzentration verdiinnt.
Kontrollexperimente zeigten, daft BSA keinen Einflufs auf die yGT-Aktivitat hat. So-
weit nicht anders vermerkt, wurden alle iibrigen Substanzen direkt in DMEM/PS
gelost. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen zur Bestimmung der
~vGT-Aktivitat zweimal mit kaltem PBS gewaschen und in 0,5 ml Lysepuffer (20 mM
Kaliumphosphatpuffer mit 0,2 mM EDTA, pH 7.4) lysiert.

Die Proteinwerte wurden aus Replica-Schalen gewonnen, da das aus den Schalen
gewonnene Lysat nicht ausreichend war fiir die zusétzliche Bestimmung des Protein-
gehalts. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit 2 ml eiskaltem PBS

gewaschen, trockengesaugt und bei -20 °C bis zur Proteinbestimmung gelagert.

Fiir die Messung der Vitalitdt der Zellen wurden 10 pl des Mediums entnommen,

um die LDH-Aktivitat im Medium wie unter 5.3.4.4 beschrieben zu bestimmen.

Zur Bestimmung des Eisengehalts FAC-inkubierter Zellen in Zellkulturschalen mit
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50 mm Durchmesser wurden die Zellen mit 3 ml DMEM /PS gewaschen und in 3 ml
DMEM/PS mit den in den Legenden der Abbildungen und Tabellen angegebenen
Konzentrationen an FAC inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Me-
dium abgenommen und die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen, trockengesaugt

bei -20 °C bis zur Bestimmung des Eisengehaltes gelagert.

5.3.3.2 Experimente zur Freisetzung von Glutathion und Glutathiondisulfid

Zellen in wells von 24-well-Zellkulturplatten wurden mit 2 ml auf 37 °C vorgewarmtem
Minimalmedium (MM; 44 mM NaHCOj, 110 mM NaCl, 1,8 mM CaCls, 5,4 mM KCI,
0,8 mM MgSQOy, 0,92 mM NaH,PO,4, 5 mM Glucose, mit CO, auf pH 7,4 eingestellt)
gewaschen und in 0,5 ml MM in Anwesenheit und Abwesenheit des yGT-Inhibitors
Acivicin (100 M) inkubiert. Zur Bestimmung des GSx-Gehaltes des Mediums wurden
10 pl des Mediums entnommen und mit 90 ul 0,11 % (w/v) SSS in einem well einer
Mikrotiterplatte gemischt. Zur Bestimmung des GSSG-Gehaltes des Mediums wurden
Proben des Mediums entnommen und 1:1 mit 1 % (w/v) SSS gemischt. 130 ul dieser
Mischung wurden mit 2-Vinylpyridin (2VP) derivatisiert (Griffith, 1980; Dringen und
Hamprecht, 1996). Fiir die Messung der Vitalitat der Zellen wurden 10 pl des Mediums
entnommen, um die LDH-Aktivitat im Medium wie in Abschnitt 5.3.4.4 beschrieben

zu bestimmen.

5.3.3.3 Experimente zum Umsatz von extrazellulirem Glutathiondisulfid

Experimente mit Zellen Zellen in wells von 24-well-Zellkulturplatten wurden mit
2 ml auf 37 °C vorgewérmtem Minimalmedium oder DMEM /PS gewaschen und in 1 ml
MM oder DMEM/PS mit den in den Legenden der Abbildungen und Tabellen zum
GSSG-Umsatz angegebenen Substanzen inkubiert. Bei Experimenten mit Zellysaten
wurden Zellen in 24-well-Zellkulturplatten nach dem Waschen fiir 1 h mit den in
den Abbildungen angegebenen Detergenzien lysiert. Anschliefend wurden die Lysate
mit den in den Abbildungen angegebenen Substanzen inkubiert. Zur Bestimmung des
GSx-Gehaltes des Mediums wurden 10 pl des Mediums entnommen und soweit notig
mit MM oder DMEM /PS verdiinnt. Aus den Verdiinnungen wurden 10 pl entnommen
und mit 90 pl 0,11 % (w/v) SSS in einem well einer Mikrotiterplatte gemischt. Die

GSx-Konzentration wurde wie unten beschrieben (5.3.4.2) bestimmt.

Experimente im Microtiterformat Zellen in Zellkulturschalen mit 50 mm Durch-

messer wurden mit 3 ml auf 37 °C vorgewarmtem PBS gewaschen und sofern nicht
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anders angegeben mit 0,5 ml Lysepuffer (25 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,2 mit 100 pg/ml
Digitonin) 30 min lysiert. Dann wurde das Lysat quantitativ entnommen und zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in wells einer Microtiterplatte mit GSSG, Cystin und
anderen Substanzen inkubiert, die in den Legenden von Abbildungen und Tabellen
angegeben sind. Zur Bestimmung des GSx-Gehaltes wurden 10 pl Probe entnommen
und, soweit notig, mit Wasser verdiinnt. Aus den Verdiinnungen wurden 10 ul ent-
nommen, mit 90 pl 0,11 % (w/v) SSS in einem well einer Mikrotiterplatte gemischt

und die GSx-Konzentration wurde bestimmdt.

5.3.3.4 Experimente mit adenoviralen Vektoren

Ein Plasmid (PGT-12) mit der DNA der yGT wurde freundlicherweise von Dr. Helmut
Deisler (Universitat Ulm) zur Verfiigung gestellt. Die DNA der vGT wurde als Trans-
gen iiber den shuttle-Vektor pTrack-CMV des AdEasy Systems (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) in ein adenovirales DNA-Gertist eingebracht und iiber kompetente Zel-
len wurden dann die Viruspartikel generiert. Die Klonierung und die Generierung der
Viruspartikel fiir die yGT wurden freundlicherweise von Dr. Ellen Gerhart (Neurologi-
sche Klinik Tiibingen) im S2-Bereich des Verfiigungsgebdudes der Universitdat Tiibin-
gen durchgefiihrt. Das Transgen wurde zunéchst in den shuttle-Vektor pTrack-CMV
kloniert. Das Produkt wurde iiber spezifische Schnittstellen linearisiert und mit dem
viralen Grundgeriist AdEasy1 in Bakterien kotransfiziert. Das daraus neu entstandene
Plasmid wurde wieder linearisiert und in HEK293-Zellen transfiziert. Diese Zellen ha-
ben die Fahigkeit aus dem viralen Geriist Viruspartikel zu generieren (Imperiale und
Kochanek, 2004; Volpers und Kochanek, 2004). Durch Gendeletion haben die Viren
selbst diese Féahigkeit verloren (Imperiale und Kochanek, 2004; Volpers und Kochanek,
2004). In Abbildung 32 ist der virale Vektor schematisch dargestellt.

AE1 AE3

| LITR H EGFP H GT H H RITR |

Abb. 32 Schematische Darstellung des viralen Vektors pAD-yGT. Die Expression
des Transgens und des Markerproteins EGFP steht unter der Kontrolle von Cyto-
megalovirus (CMV)-Promotern. Das virale Genom ist in den E1 und E3 Regionen
deletiert (AE1, AE3). Die inversen terminalen Repetitionen (ITR) enthalten Poly-
merasebindungssequenzen. (LITR: linke inverse terminale Repetition; RITR: rechte
inverse terminale Repetition)

Zum Infizieren der Zellen wurde das jeweilige Zellkulturmedium bis auf einen Rest
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abgenommen, um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden, und die Viruspartikelsus-
pension entsprechend der Endkonzentration an Partikeln pro Zelle (MOI) zugegeben.
Nach 30 min Inkubation wurde das Medium wieder auf das Ausgangsvolumen (2 ml)
aufgefiillt und die Zellen wurden je nach Kulturtyp 2 d bis 5 d lang inkubiert. APK
wurden im Kulturalter von 14 d bis 21 d mit der in den Legenden der Abbildungen
und Tabellen angegebenen Anzahl an Viruspartikeln pro lebender Zelle (MOI) fiir 2 d
bis 3 d inkubiert. NPK wurden im Alter von 4 d fiir 2 d inkubiert, CKZ im Alter
von 2 d bis 3 d fiir 5 d. Am Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS (4 °C) gewaschen. Nach dem Wa-
schen galten die Zellen als virusfrei und konnten entsprechend den Bestimmungen der
Sicherheitsstufe S1 weiter behandelt werden. Die konstruierten Viruspartikel haben
nicht die Féahigkeit sich in der Wirtszelle neu zu generieren (Imperiale und Kochanek,
2004; Volpers und Kochanek, 2004).

5.3.4 Bestimmungsmethoden
5.3.4.1 ~Glutamyltranspeptidase

Die yGT-Aktivitat von Zellen wurde nach einer Modifikation der von Dringen et al.
(1997a) beschriebenen Methode bestimmt. Das Testprinzip beruht auf dem von der
~GT vermittelten Transfer des v-Glutamyl-Anteils von GCNA auf das Substrat Gly-
cylglycin. Die Entstehung des 3-Carboxy-4-nitroanilins kann photometrisch bei 405 nm

verfolgt werden.

Zur Bestimmung der Aktivitdt der yGT in Zellen wurden neurale Zellkulturen fiir
10 min in 500 ul Lysepuffer (20 mM Kaliumphosphatpuffer mit 0,2 mM EDTA, pH 7,4)
auf Eis lysiert. Das Zellysat wurde quantitativ in Reaktionsgeféafe iiberfiihrt und zen-
trifugiert (5 min, 15.000 g, 4 °C). Der Niederschlag der Zentrifugation wurde in 100 pl
Lysepuffer mit 1 % (w/v) Triton X-100 (50 pl bei Schalen mit 35 mm Durchmes-
ser) 20 min lang resuspendiert und erneut zentrifugiert wie oben beschrieben. Zur
Bestimmung der vyGT-Aktivitdt wurden 40 ul Uberstand der zweiten Zentrifugation
in wells einer Mikrotiterplatte mit 140 ul 6,4 mM GCNA in 100 mM Tris-HCl-Puffer
pH 8,0 gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 180 ul 50 mM Glycylglycin
in 100 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8,0, gestartet und im ELISA-Reader verfolgt. Die
Aktivitat der yGT wurde mittels des zuvor ermittelten Extinktionskoeffizienten fiir

3-Carboxy-4-nitroanilin e405 = 8,9 mM~! cm™! berechnet.
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5.3.4.2 Glutathion und Glutathiondisulfid

Die Konzentration an GSx (Menge an GSH plus zweifache Menge an GSSG) von Ly-
saten und Medien wurde nach der Modifikation der Methode von Tietze (1969) nach
Dringen und Hamprecht (1996) in wells von Microtiterplatten bestimmt. Das Test-
prinzip beruht auf der Reduktion von DTNB durch GSH zu 5-Thio-2-nitrobenzoat,
dessen Entstehung photometrisch bei 405 nm verfolgt werden kann. Um diese Nach-
weisreaktion spezifisch fiir GSH zu machen, wurden der Reaktionsmischung NADPH
und GR zugesetzt, die entstandenes GSSG wieder zu GSH reduziert. Die Bedingungen
wurden so gewéhlt, dafl nur die Menge an GSx im Testansatz limitierend fiir die Reak-
tionsgeschwindigkeit ist. Der Extinktionsanstieg pro Zeiteinheit ist somit ein Mafs fiir
den Glutathiongehalt einer Probe, der durch Vergleich mit GSx-Standards berechnet
wird. Zur Bestimmung von Glutathion in Zellysaten oder Medien wurden Proben mit
H,0 auf 100 pl Volumen (Endkonzentration SSS: 0,1 %) in wells einer Microtiterplatte
verdiinnt, bevor 100 ul Reaktionsmischung (0,3 mM DTNB, 0,4 mM NADPH, 192 mU
GR, 1 mM EDTA in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,5) zugegeben wurden. Der
Anstieg der Extinktion bei 405 nm pro well wurde mit dem ELISA-Reader gemessen

und mit dem von GSx-Standards verglichen.

Der Gehalt an Glutathiondisulfid in den Proben wurde nach vorheriger Derivati-
sierung von GSH mit 2VP (Griffith, 1980) bestimmt. Dazu wurden zur Bestimmung
des GSSG-Gehaltes in den Zellen je 130 ul der Lysatiiberstande in 1 % (w/v) SSS, zur
Bestimmung des GSSG-Gehaltes in den Medien je 130 ul der Mischung aus Medium
und 1 %iger SSS, bzw. die GSx-Standards in 1 % (w/v) SSS mit 5 ul 2VP ver-
setzt. Dann wurde mit 0,2 M Tris ein pH-Wert zwischen 5 und 7 eingestellt (Griffith,
1980). Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden je 10 pl zur GSx-
Bestimmung nach dem oben beschriebenen Verfahren eingesetzt. Mit Hilfe des Aus-
werteprogrammes ,,Revelation” (Dynex Technologies, Denkendorf) des ELISA-Readers
wurde aus den Extinktionsénderungen pro Zeiteinheit der Ansétze mit GSx-Standards

eine Eichgerade erstellt, die zur Auswertung der Proben herangezogen wurde.

5.3.4.3 Eisen

Die Quantifizierung von Eisen wurde nach einer Modifikation (Riemer et al., 2004;
Hopken, 2005) der von Fish (1988) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Diese Me-
thode basiert auf zwei Schritten. Im ersten Schritt wird Eisen durch die Behandlung
mit saurer Kaliumpermanganatlosung (KMnO,/HCI) aus Komplexen und Proteinen

freigesetzt. Im zweiten Schritt wird das freigesetzte Eisen durch den Eisenchelator
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Ferrozin gebunden. Die Absorption des Ferrozin-Eisen-Komplexes bei 550 nm wird
zur Quantifizierung des Eisens genutzt. Da Ferrozin spezifisch Fe?* bindet, wird zur
Reduktion von Fe?* zu Fe?* Ascorbat zugesetzt. Der Kupferchelator Neocuproin ver-
hindert zudem, daf Ferrozin Kupfer bindet und dadurch Kupferionen das Ergebnis

der Eisenbestimmung verfélschen.

Eingefrorene APK in Zellkulturschalen wurden durch Zugabe von 800 pl 50 mM
NaOH lysiert. 100 pl Lysat wurden mit 100 ul 10 mM HCI (Losungsmittel fiir FeCls-
Standard) und 100 ul Freisetzungsreagenz (1:1 Mischung von 4,5 % (w/v) Kalium-
permanganatlosung und 1,4 M HCI) gemischt und fiir 2 h bei 60 °C in der Dampf-
atmosphére eines geschlossenen Wasserbads inkubiert. Anschliefend wurden in jedes
Gefaf 30 ul des Detektionsreagenz (6,5 mM Ferrozin; 6,55 mM Neocuproin; 2,5 M Am-
moniumacetat; 1 M Ascorbat) gegeben. Nach 30 min Inkubationszeit wurden jeweils
280 pl der zu untersuchenden Proben in wells einer Microtiterplatte pipettiert und
die Absorption wurde bei 550 nm gemessen. Der Eisengehalt wurde durch Vergleich
der Absorption mit der von Standardmengen an FeCls bestimmt. Die Proteinwerte

wurden fiir Replica-wells bestimmt.

Zur Herstellung der Eisenstandards wurden 0 bis 30 nmol in 100 pl 10 mM HCI
gelostes FeClz mit 100 pl 50 mM NaOH, 100 p1 0,7 M HCI und 30 pl Detektionsreagenz
gemischt. Nach 30 min Inkubationszeit wurden 280 ul jedes Standards in wells einer

Microtiterplatte pipettiert und die Absorption bei 550 nm gemessen.

5.3.4.4 Zellvitalitat

Die Zellvitalitat wurde durch die Messung der Aktivitat der LDH im Inkubationsme-
dium bestimmt. Dazu wurde eine Modifikation (Dringen et al., 1998b) des Tests von
Vassault (1983) auf Microtiterplattenmafsstab verwendet. Ein aliquoter Teil des Inku-
bationsmediums (10 pl) wurde mit 80 mM Tris-HCI-Puffer, 200 mM NaCl, pH 7,2 in
einem well einer Microtiterplatte auf ein Volumen von 170 ul verdiinnt. Nach Zugabe
von 180 ul Reaktionsmischung (0,7 mM Natriumpyruvat, 0,4 mM NADH, 200 mM
NaCl in 80 mM Tris-HCl-Puffer pH 7,2) wurde die Abnahme der Absorption bei
340 nm mit dem ELISA-Reader aufgezeichnet. Die LDH-Aktivitdat des aliquoten Teils
des Inkubationsmediums wurde mit der Aktivitdt im Inkubationmedium nach volli-
ger Lyse der Zellen (30 min Inkubation bei Raumtemperatur nach Zugabe von Triton
X-100 zu einer Endkonzentration von 1 % (w/v)) verglichen. Null Prozent Lebensfa-
higkeit entspricht 100 % LDH-Aktivitat im Inkubationsmedium.
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5.3.4.5 Protein

Der Proteingehalt von Zellkulturen wurde nach der Methode von Lowry et al. (1951)
bestimmt. Dabei wurde BSA als Standardprotein verwendet. Das Protein von Zellen in
wells von 24-well-Zellkulturplatten wurde, wie in Hirrlinger et al. (1999) beschrieben,
in 0,2 ml 0,5 M NaOH solubilisiert. Das Protein von Zellen in Kulturschalen mit
50 mm Durchmesser wurde in 2 ml (APK) oder 1 ml (NPK, MSK, OSK) 0,5 M
NaOH solubilisiert.

5.3.5 Molekularbiologische Methoden
5.3.5.1 Sequenzanalyse und Primerdesign

Als Grundlage von Sequenzvergleichen wurden ¢cDNA-Sequenzen aus der Gene bank-
Datenbank der National Institutes of Health oder des EMBL herangezogen. Sequenzen
wurden mit Hilfe des Blast-Programmpaketes (Altschul et al., 1997; Tatusova und
Madden, 1999) miteinander und mit der Datenbank verglichen.

Zum Design von PCR-Primern fir yGT und xCT wurden die bekannten huma-
nen und murinen cDNA-Sequenzen verwendet (Accession number siehe Tab. 20).
Aus diesen ¢cDNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms ,primer3* (Rozen
und Skaletsky, 2000) Primer gesucht, die den offenen Leserahmen (ORF) des Gens
bzw. Amplifikationsprodukte von 200 bis 400 bp Lénge einschlossen. Um das Risiko
der Amplifikation anderer Gene moglichst gering zu halten, wurden alle verwendeten
PCR-Primer durch Vergleich mit der Gene bank-Datenbank auf Komplementaritit
zu anderen bekannten Sequenzen iiberpriift. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in
Tabelle 20 aufgefithrten PCR~ Primer verwendet.

5.3.5.2 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion zum

Nachweis der yGlutamyltranspeptidase-mRNA

RNA aus APK, NPK, MSK und OSK sowie aus Leber und Hirn adulter Ratten wurde
freundlicherweise von Dr. Johannes Hirrlinger (Hirrlinger et al., 2002a) zur Verfiigung
gestellt. Ein pug Gesamt-RNA in 11,5 ul HoO wurde mit 1 ug Random-Hexamer-Primer
fiir 5 min bei 70 °C inkubiert und sofort auf Eis iiberfiihrt. Nach Zugabe von 4 pul
bfach RT-Puffer vom Hersteller der Reversen Transkriptase, 2 ul ANTP (je 10 mM)
und 0,5 ul RNAsin auf ein Volumen von 19 pl wurde 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Danach wurde mit 200 U Reverser Transkriptase auf ein Gesamtvolumen
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Tabelle 20 PCR-Primer fiir die Amplifikation von yGT und hxCTb.

cDNA Accession Name des Sequenz Produkt-
number Primers 5— 3 groRe (bp)
~GT  RNGLTPO1 gGT-2for  GCCACCAGTACCATCAACCT
gGT-2rev CTTCAGACCAGCAGTCACCA 399
hxCThb AB040875 xCThb.for.bglll  GAAGATCTATGGTCAGAAAG
CCTGTTGTGT
xCTb.rev.notl  AAGGAAAAAAGCGGCCGCTC 1483 (ORF)
ACTTATCGTCCTGATCCTTG
TAATCCATATCACATGCTTG
TGCACC
B-Actin V01217 B-Act.for GGGTCAGAAGGACTCCTACG
B-Act.rev GGTCTCAAACATGATCTGGGG 237

von 20 pl aufgefiillt und nach 10miniitiger Inkubation bei 25 °C 1 h lang bei 37 °C
revers transkribiert. Anschliefend wurde die Reaktion durch 10miniitige Inkubation
bei 70 °C gestoppt. Die erhaltenen einzelstrangigen cDNA wurden mit dem ,High
Pure PCR Product Purification Kit“ nach der Anleitung des Herstellers aufgereinigt
und in 50 pl Elutionspuffer (1 mM Tris-HCI, pH 8,5) aufgenommen.

Die PCR wurden in einem Ansatz aus 1,5 mM MgCl,, 1,25 U Taq-DNA-Polymerase,
0,2 uM Primern, je 0,2 mM dNTP und 2 pul der aufgereinigten cDNA in 50 ul PCR-
Puffer (vom Hersteller der Polymerase als 10fach konzentrierte Stammlésung geliefert)
durchgefiihrt. Nach 3 min Denaturierung bei 94 °C und 35 Zyklen mit je 1 min De-
naturierung (94 °C), 30 s Anlagerung (52 °C) und 1,5 min DNA-Synthese (72 °C)
gefolgt von einer abschliefenden Synthesephase von 15 min bei 72 °C wurden die
PCR-Produkte auf einem Gel aus 2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-
Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0) analysiert.

5.3.5.3 Klonierung der cDNA des xCT-Gens in einen shuttle-Vektor

Die DNA des hxCTb-Proteins (Gene bank-Datenbank der National Institutes of Health
Accession number AB040875) (Abb. 34) wurde freundlicherweise von Prof. Y. Kanali,
Tokyo, Japan, in einem Plasmid zur Verfiigung gestellt. Um einen viralen Vektor
mit dem pAd-Easy-System (Stratagene) generieren zu kénnen, mufs die DNA in den
shuttle-Vektor pTrack-CMV iiberfithrt werden. Dazu wurde mittels PCR die cDNA
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des hxCTb-Gens amplifiziert und gleichzeitig tiber die Primer (Tab. 20) Schnittstellen
fiir die Restriktionsenzyme Bgl IT und Not I sowie eine Markierung (flag-tag; Brizzard
et al., 1994) eingefithrt. Abb. 33 zeigt die schematische Karte des shuttle-Vektors
pTrack-CMV und des Transgens hxCTb.

1482 0
Not1 |7 hxCTb Bgl Il

\/

pAdTrack-CMV

9220 bp

Abb. 33 Schematische Darstellung des shuttle-Vektors pTrack-CMV und des
Transgens hxCTb. Das Transgen mit der Markierung (flag-tag) wird iiber Schnitt-
stellen von Restriktionsenzymen in die multiple cloning site MCS eingebracht. Die
Expression des Transgens und des Markerproteins EGFP steht unter der Kontrolle
von Cytomegalovirus (CMV)-Promotern. (Ori: Ursprung, Origin; Kan: Kanamycinre-
sistenz).

Die PCR wurde in einem Ansatz aus 2,5 U MasterTaq-DNA-Polymerase, je 0,2 uM
Primern, je 0,2 mM dNTP und 2 ul des die humane xCT-DNA enthaltenden Plas-
mids in 50 pl High-fidelity-PCR-Puffer (vom Hersteller der Polymerase als 10fach
konzentrierte Stammlosung mit 25 mM Mg?t geliefert) durchgefiihrt. Nach 3 min
Denaturierung bei 94 °C und 40 Zyklen mit je 1 min Denaturierung (94 °C), 30 s An-
lagerung (52 °C) und 1,5 min DNA-Synthese (72 °C) gefolgt von einer abschliefenden
Synthesephase von 15 min bei 72 °C wurden das PCR-Produkt auf einem Gel aus 1 %
(w/v) Agarose in TAE-Puffer analysiert, die Bande aus dem Gel ausgeschnitten und
mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit“ gereinigt.
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Die amplifizierte DNA (6 ul) und der shuttle-Vektor pTrack-CMV (1 pl) wurden mit
den Restriktionsenzymen Not I und Bgl IT (je 10 U) in dem vom Hersteller beigelegten
Puffer (10fach konzentrierte Stammlosung) in einem Gesamtvolumen von 50 pul in
einem Doppelverdau bei 37 °C {iber Nacht geschnitten. Nach dem Verdau wurde
der Vektor pTrack-CMV mit Alkalischer Phosphatase (2 U) in 60 pul Gesamtvolumen
30 min lang bei 37 °C dephosphoryliert um eine Religation zu verhindern. Vektor
und hxCTb-DNA wurden mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit* gereinigt wie
vom Hersteller angegeben und zum Vergleich der Mengenverhélnisses zwischen der
hxCTb-DNA und dem Vektor auf ein Agarosegel (1 %) aufgetragen. Zum Ligieren der
DNA und des Vektors wurden 2 pl der hxCTb-DNA und 1 pl des pTrack-CMV mit
2,5 U T4-DNA Ligase in dem von Hersteller beigelegten Puffer (10fach konzentrierte
Stammlosung) bei 16 °C iiber Nacht inkubiert.

Mit 5 pl des Ligationsansatzes wurden 50 ul kompetente E. coli (DH5«) Bakte-
rien chemisch transformiert. Dazu wurde das Gemisch aus ligierten Plasmiden und
Bakterien zunéchst 30 min lang auf Eis gestellt, dann 30 s auf 42 °C erwarmt (Hit-
zeschock) und sofort wieder 2 min lang auf Eis gestellt. Zu den Zellen wurden dann
500 pl warmes (37 °C) SOC-Medium (Sambrook et al., 1987) gegeben und die Zellen
1 h bei 37 °C und 225 rpm geschiittelt. 150 ul Zellsuspension wurden auf Agarplat-
ten mit 50 pg Kanamycin/ml ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von
den erhaltenten Kolonien wurden Zellen in Selektionsmedium (LB-Medium mit 50 pg
Kanamycin/ml) unter Schiitteln bei 37 °C vermehrt. Aus den Zellen wurde nach An-
leitung des Herstellers mit dem ,Mini-Prep-Kit* die Plasmid-DNA isoliert und mit
dem Restriktionsenzym Eco321 (EcoRV) analysiert. Dabei wiesen zwei Klone das er-
wartete Eco321 (EcoRV) Fragment von 1159 bp auf. Die zwei positiven Klone wurden
von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) sequenziert.

Die Sequenzanalyse der beiden Plasmide (xCT-D3 und xCT-D10) zeigte, dak die
Sequenzen mit der urspriinglichen hxCTb-Sequenz grofitenteils iibereinstimmten. Bei
den Plasmiden xCT-D3 und xCT-D10 war vor dem Stopcodon die cDNA des flag-
tag (24 bp), eingefiigt worden. Die Sequenzierung des Plasmids xCT-D3 zeigte im
Vergleich zur hxCTb-Sequenz Mutationen an fiinf Positionen. Die Mutationen in den
Positionen 540 und 549 verursachen keine Anderung in der Aminosiuresequenz. Ver-
andert wird die Aminosauresequenz aber durch die Mutationen an den Positionen 241
(T zu A), 455 (E zu G) und 595 (L zu H). Die Verédnderungen sind alle erheblich,
da die Seitenketten der eingefiihrten Aminoséuren im Vergleich zu den ursriinglichen
Aminoséuren unterschiedliche chemische Eigenschaften haben. Eine polare Aminoséu-

re (T) wird gegen eine unpolare (A) getauscht, eine geladene Seitenkette (E) gegen
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1

11

131

241

am

361

an

43

541

601

BE1

el

7

841

901

961

11

1081

a1

120

1261

131

1331

1441

ATGGTCAGAAAGCCTGTTGTGTCCACCATCTCCAAAGGAGGTTACCTGCAGGGAAATGTT

ARCGGGAGGCTGCCTTCCCTGGGCAACAAGGAGCCACCTGGGCAGGAGARAGTGCAGECTG

ARGAGGAAAGTCACTTTACTGAGGGGAGTCTCCATTATCATTGGCACCATCATTGGAGCA

GGAATCTTCATCTCTCCTAAGGGCGTGCTCCAGAACACGGGCAGCGTGGGCATGTCTCTG

ACCATCTGGACGGTGTGTGGGGTCCTGTCACTATTTIGGAGCTTTIGTCTTATGCTGAATTG

GGARCAACTATAAAGARATCTGGAGGTCATTACACATATATTTTIGGAAGTCTTTIGGTCCA

TTACCAGCTTTTGTACGAGTCTGGGTGGAACTCCTCATAATACGCCCTGCAGCTACTGCT

GTGATATCCCTGGCATTTGGACGC TACATTCTGGAACCATTTTTTATTCAATGTGAARATC

CCTGAACTTGCGATCAAGCTCATTACAGCTGTGGGCATAACTGTAGTGATGGTCCTAAART

AGCATGAGTGTCAGCTGGAGCGCCCGGATCCAGATTTTCTTAACCTTTTIGCAAGCTCACA

GCAATTCTGATAATTATAGTCCCTGGAGTTATGCAGCTAATTARAAGGTCAAACGCAGAARC

TTTAAAGACGCCTTTTCAGGAAGAGATTCAAGTATTACGCGGTTGCCACTGGCTTTTTAT

TATGGAATGTATGCATATGCTGGCTGGTTTTACCTCAACTTTGTTACTGAAGAAGTAGAA

ARCCCTGAAAAAACCATTCCCCTTGCAATATGTATATCCATGGCCATTGTCACCATTGGE

TATGTGCTGACARATGTGGCCTACTTTACGACCATTAATGCTGAGGAGCTGCTGCTTTCA

ARTGCAGTGGCAGTGACCTTTTCTGAGCGGCTACTGGGAAATTTCTCATTAGCAGTTCCG

ATCTTTGTTGCCCTCTCCTGCETTTIGGCTCCATGAACGGTGGTGTGTTTGCTGTCTCCAGG

TTATTCTATGTTGCGTCTCGAGAGGGTCACCTTCCAGARATCCTCTCCATGATTCATGTC

CGCAAGCACACTCCTCTACCAGCTGTTATTGTTTTIGCACCCTTTGACAATGATAATGETC

TTCTCTGGAGACCTCGACAGTCTTTTGAATTTCCTCAGTTTTGCCAGGTGGCTTTTTATT

GGGCTGGCAGTTGCTGGGCTGATTTATCTTCGATACAAATGCCCAGATATGCATCGTCCT

TTCAAGGTGCCACTGTTCATCCCAGCTTTGTTTTCCTTCACATGCCTCTTCATGGTTGOC

CTTTCCCTCTATTCGGACCCATTTAGTACAGGGATTGGCTTCGTCATCACTCTGACTGGA

GTCCCTGCGTATTATCTCTTTATTATATGGGACAAGAAACCCAGGTGGTTTAGAATAATG

TCAGGGTTCCTAGCACTGATGCCTGCACAAGCATGTGATATGTGA

Abb. 34 Sequenz der humanen xCT-Untereinheit hxCTb. Die Abbildung zeigt den
offenen Leserahmen (ORF) des Gens (Genbank-Datenbank des National Institutes of
Health Accessionnumber AB040875).

116



5.3 Methoden

eine ungeladene (G), eine unpolare Aminoséure (L) gegen eine basische (H). Mogliche
Auswirkungen dieser Verdnderungen auf die Funktionalitdt des Proteins sind nicht
voraussagbar. Das Plasmid xCT-D10 war an der Position 1239 mutiert. Bei diesem
Plasmid ist zuséatzlich das flag-tag an der Position 19 des flag-tag verindert. Es fehlt
die ursriingliche Base. Dadurch verschiebt sich die Sequenz des gesamten Gens und
das urspriingliche Stopcodon existiert nicht mehr. Ein neues Stopcodon ergibt sich
aber 21 bp weiter, sodafs das gesamte Protein um sieben Aminosduren langer wird.
Auch hier sind die Auswirkungen auf die Funktionalitdt des Proteins nicht vorausseh-
bar. Aus zeitlichen Griinden konnten die Mutationen der klonierten Plasmide bisher
nicht beseitigt werden. Nach Beseitigung der Mutationen kénnten die Plasmide zur

Generierung adenoviraler Vektoren des AdEasy Systems genutzt werden.

5.3.6 Massenspektrometrische Analysen

Die massenspektrometrischen Analysen zur Untersuchung von Produkten des Umsat-
zes von GSSG wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Alexander Beck (Medizinische Kli-
nik Abt. VI, Tiibingen) durchgefithrt. GSSG wurde einzeln oder in Kombination mit
oder ohne Lysatiiberstdnden von APK in Microtiterplatten (5.3.3.3) 2 h lang bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben filtriert (10 kDa Ausschluftgrenze),
mit 10 % Losungsmittel (40 % Acetonitril, 0,1 % Ameisensdure in Wasser (v/v/v))
gemischt und massenspektrometrisch analysiert. Die massenspektrometrischen Be-
stimmungen (positiv-lonenmodus) wurden im FIA-Modus (FIA: flow injection analy-
sis) durchgefiihrt. Fiir die Bestimmungen von Metaboliten wurde keine HPLC-S&ule
verwendet, d.h. vor der massenspektrometrischen Analyse erfolgte keine chromato-
graphische Trennung. Die HPLC-Anlage forderte die Spraylosung (40 % Acetonitril,
0,1% Ameisenséure in Wasser (v/v/v)) konstant bei einem Fluf von 10 pl/min in die
Electrospray-lonisationsquelle (ESI-Quelle). Die Probe (1 ul Injektionsvolumen) wur-
de mit dem Autoinjektor aufgetragen und direkt in die ESI-Quelle geleitet. Jede Probe
wurde zunéchst im Ubersichtsmodus (75 bis 750 m/z) ohne Kollisonsaktivierung ver-
messen. Zur quantitativen Analyse der Einzelkomponenten (GSSG: 613,1 m/z; Cystin:
241,2 m/z; GS-SC: 427,1 m/z) wurde das jeweilige Molekiilion in separaten Laufen un-
ter MS/MS-Bedingungen analysiert. Fiir jede Komponente wurde dazu eine separate
MS/MS-Methode erstellt (Tabelle 21).
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Tabelle 21 Parameter der MS/MS-Analysen.

analysiertes lon

Parameter (Einheiten) 613,1 m/z 2412 m/z 427,1 m/z
generelle Parameter
Scanbereich (m/z) 75-750
normal scan mode (m/z x s=1) 13000
instrument charge control 50000
max. Akkumulationszeit (ms) 200
ESI-Spannung (V) 3300
nebulizer gas (psi) 18.00
Trockengas (N2) (I/min) 6
Temperatur ( °C) 325
spezielle Parameter
isolation mass (m/z) 613,1 241,2 427,1
isolation width (m/z) 3 3 3
fragmentation cut off (m/z) 170 64 117
fragmentation amplitude (V) 0,75 1,1 0,85
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6 Zusammenfassung

In vorliegender Arbeit sollten Vorkommen und Modulation der yGlutamyltranspep-
tidase (yGT) in neuralen Zellen sowie der Verbleib extrazelluldren Glutathiondisulfids

(GSSG) in neuralen Zellkulturen untersucht werden.

Das Vorkommen von yGT konnte in allen vier verwendeten neuralen Zellkulturty-
pen (astrogliareiche und neuronenreiche Primérkulturen (APK bzw. NPK), microglia-
reiche und oligodendrogliareiche Sekundérkulturen (MSK bzw. OSK)) nachgewiesen
werden, wobei die spezifische Aktivitat in Astrogliazellen am hoéchsten war. Die Ak-
tivitdt der yGT stieg in APK in Anwesenheit von Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF«)
innerhalb von 72 h auf das 4,5fache des Ausgangswertes an. Mit steigender Konzentra-
tion an TNFa erhohte sich die spezifische Aktivitat der yGT. Der TNFa-abhéngige
Anstieg der yGT-Aktivitdt konnte durch Gaben des GT-Inhibitors Acivicin ver-
hindert werden. Der Proteinbiosyntheseinhibitor Cycloheximid unterdriickte die Er-
hoéhung der yGT-Aktivitdt durch TNFa. Somit beruhte der TNFa-induzierte An-
stieg der spezifischen vyGT-Aktivitit in APK auf einer de novo-Synthese des Proteins.
Physiologisches Substrat der vGT ist extrazelluldres Glutathion (GSH). Die durch
TNF« erhohte Aktivitdt der vG'T bewirkte, dafs von APK exportiertes GSH signifi-
kant schneller abgebaut wurde als in Kontrollen ohne TNFa. Nach Inkubation von
APK mit Lipopolysacchariden und Interferon v oder dem Stickstoffmonooxiddonor
Nitroprussidnatrium konnte ebenfalls ein Anstieg der spezifischen yGT-Aktivitét be-
obachtet werden. Eine Steigerung der spezifischen yGT-Aktivitat in APK sowie ein
erhohter Eisengehalt der Zellen wurde nach Inkubation mit Eisenionen in Form von
Ammoniumeisen(I1I)citrat erreicht. Nach Uberexpression der yGT durch adenoviralen
Gentransfer in verschiedenen neuralen Zelltypen konnte eine 1000-2500fache Erhohung
der spezifischen yGT-Aktivitat gemessen werden. Die Transfektionsrate lag dabei bei
ca. 20 %. Die intrazellulare GSH-Konzentration war bei yGT-iiberexprimierenden Zel-

len im Vergleich zu Kontrollzellen verringert.

Extrazellulares GSSG verschwand in Anwesenheit von Cystin in intakten APK oder
lysaten oder zellfreien Extrakten daraus. Dabei war der Umsatz von extrazelluldrem

GSSG abhingig von der eingesetzten Lysatmenge, der Konzentration der Substrate
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und vom pH-Wert des eingesetzten Puffers. Der GSSG-Umsatz war in intakten Zellen
spezifisch fiir das Substrat L-Cystin. Im Gegensatz dazu wurde GSSG in Ubersténden
von APK-Lysaten auch in Anwesenheit von D-Cystin, (CysGly)s und (GlyCys)s um-
gesetzt. Inhibiert wurde der Umsatz von GSSG in intakten Zellen durch 5,5 "-Dithio-
bis(nitrobenzoesdure), lodacetamid und CuSOy, in Lysatiibersténden aufserdem durch
Bacitracin. Massenspektrometrische Analysen von Reaktionsansétzen mit Lysatiiber-
standen ergaben bei dem Umsatz von GSSG ein verstéarktes Signal bei 4281 m/z im
Vergleich zu Kontrollen. Die Signale der Molekiilionen von GSSG und Cystin nahmen
dagegen im Vergleich zu den Kontrollen in Anwesenheit von Lysatiiberstand ab. Das
Molekiilion mit 428,1 m/z wurde durch Fragmentierung als gemischtes Disulfid aus
GSH und Cystein identifiziert. Die Stochiometrie der Reaktion von je einem Molekiil
GSSG und Cystin zu zwei Molekiilen des gemischten Disulfids wurde durch die Signal-

intensitdten der Molekiilionen bei der massenspektrometrischen Analyse bestétigt.
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