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Einleitung

1 Einleitung

Die eukaryontische Zelle ist in verschiedene Kompartimente eingeteilt, die unterschiedliche
zellulare Prozesse rdumlich voneinander trennen. Die einzelnen Kompartimente sind von
Lipidmembranen umgeben. Man unterscheidet Kompartimente, die von einer einfachen
Membran umgeben sind (wie z.B. Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat, Peroxi-
some und Lysosomen), und solche die einen komplexeren Aufbau besitzen (z.B. Zellkern,
Mitochondrien und Chloroplasten).

1.1 Mitochondrien

Die ersten mikroskopischen Beobachtungen von Mitochondrien reichen mehr als 100 Jahre
zurlick. So wurde der Begriff Mitochondrion, der sich aus dem Griechischen ableitet und
Ubersetzt ,,Fadenkorperchen® bedeutet (mitos, griech. Faden; chondros, griech. Korn) 1898
zum ersten Mal von C. Benda bei der Beschreibung intrazellulérer Strukturen verwendet.
Mitochondrien kénnen bei der Zellteilung nicht de novo entstehen, sondern vermehren sich
durch Teilung. Sie besitzen einen Durchmesser von ca. 0,5-1um und eine Lé&nge von
0,5-10 pm.

Mitochondrien sind an vielen Stoffwechselprozessen beteiligt, ihre Hauptaufgabe ist die Be-
reitstellung von Energie in Form von ATP. Hierzu nutzen sie die oxidative Phosphorylie-
rung, die von der Atmungskette katalysiert wird. Des Weiteren sind die Mitochondrien am
Fettsaureabbau, der Assemblierung von prosthetischen Eisen/Schwefel-Gruppen, bei Schrit-
ten des Harnstoffzyklus und der Synthese des Himmolekuls, der Pyrimidine, der Nukleotide
und von Phospholipiden beteiligt (Scheffler 2001).

Die Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle in der Integration und Uberwachung des
Zellstatus sowie wéhrend der Apoptose und Zellalterung ein. Dabei wurde die Bedeutung
der Morphologie und Dynamik der Mitochondrien in der Regulierung dieser zentralen

zelluldren Prozesse erst seit kurzem erkannt.

1.1.1 Morphologie der Mitochondrien

In den 50er Jahren des vorigen Jahrhunderts war es erstmals mittels elektromikroskopischer
Aufnahmen mdoglich komplexe intramitochondriale Strukturen sichtbar zu machen (Palade
1952). Mitochondrien sind von zwei hochspezialisierten Membranen umgeben und kénnen
somit in vier Kompartimente eingeteilt werden: die Auflenmembran, den Intermembran-
raum, die Innenmembran und die Matrix (siehe Abbildung 1). Die duRere Membran dhnelt in

ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung der Zellmembran, wahrend die innere Membran
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in ihrem Aufbau eher Bakterienmembranen entspricht (Endosymbiontentheorie). Die
Innenmembran kann in zwei Subkompartimente unterteilt werden, in den Abschnitt der
Innenmembran, welche in engem Kontakt zur AuBenmembran steht (innere Grenzschicht)
sowie die Einstulpungen der Innenmembran in die Matrix (Cristae). Der Intermembranraum
wird somit durch die Cristae in physiologisch unterschiedliche Kompartimente unterteilt
(Frey und Mannella 2000). Die innere Grenzschicht ist hochspezialisiert. Sie enthalt grof3e
Mengen des ,,Doppel*“- Phospholipids Cardiolipin, das die Permeabilitat der Membran fir
lonen verringert. AuBerdem enthalt sie eine Reihe von Transportproteinen, welche jene
Molekile durch die Membran leiten, die in der Matrix verstoffwechselt werden sollen. Die
OberflachenvergrofRerung der inneren Membran, durch die Ausbildung der Cristae dient der
ATP Produktion, da die Proteine der Atmungskette an der inneren Membran lokalisiert sind.
Die Anzahl der Cristae in Mitochondrien einer Herzmuskelzelle ist beispielsweise dreimal
hoher als bei den Mitochondrien einer Leberzelle, die weniger Energie bendtigt (Alberts et
al. 1997).

dullere Membran

innere Membran -

Abbildung 1: Baffle-Modell der Mitochondrien (Palade 1952).

Die duBere Membran umschliel3t das ganze Mitochondrium. Die innere Membran bildet Cristae genannte Ein-
stiilpungen, wodurch die Oberflache erheblich vergrofert wird. Sie umschlief3t die Matrix, die interne Flussigkeit
des Mitochondriums.

Nach der Endosymbiontentheorie stammen die Mitochondrien von atmungskompetenten o.-
Proteobakterien ab, die vor 1,5 Milliarden Jahren eine Symbiose mit anaeroben Archeabak-
terien eingingen (Gray et al. 1999). Aufgrund ihres bakteriellen Ursprungs besitzen
Mitochondrien eine eigene ringformig vorliegende DNS und eine bakteriendhnliche
Transkriptions- und Translationsmaschinerie. Proteine, welche auf der mitochondrialen DNS

(mtDNS) kodiert sind, kénnen von den Mitochondrien selbst synthetisiert werden. Der
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prozentuale Anteil der von den Mitochondrien selbst synthetisierten Proteine ist jedoch
geringer, er betragt beispielsweise in der Backerhefe nur ca. 1 %. Die restlichen in den
Mitochondrien lokalisierten Proteine sind kernkodiert und werden posttranslational mit Hilfe
verschiedener Translokalisationsmechanismen aus dem Zytosol in die Mitochondrien im-
portiert (Neupert 1997, Schatz und Dobberstein 1996).

Die Matrix enthélt mehrere identische Kopien des mitochondrialen Genoms, spezielle mito-
chondriale Ribosome, transfer-RNSs und verschieden Enzyme fiir die Expression der Mito-
chondriengene (Hobbs et al. 2001).

1.1.2 Funktion der Mitochondrien

1.1.2.1 Funktion im Energiestoffwechsel

Mitochondrien nehmen eine zentrale Stellung im Energiestoffwechsel der Zelle ein. In ihnen
sind die Enzyme der Atmungskette lokalisiert, ebenso sind sie involviert in der Fettsdureoxi-
dation und in dem Zitronensaurezyklus.

Der Enzymkomplex der mitochondrialen Atmungskette ist in der inneren Membran lokali-
siert. Die mitochondriale Atmungskette besteht aus mehr als 20 Elektronen-Carrier, die in
vier Enzymkomplexe gruppiert sind. Die mitochondriale Atmungskette katalysiert den
Elektronentransport der im Zitronenséurezyklus, der Glykolyse und dem Fettsdure-Abbau
entstehenden Reduktionséquivalente NADH/H® und FADH, zu dem letztlichen Elektronen-
akzeptor O,. Anhand isolierter Enzymkomplexe konnte gezeigt werden, dass die Enzym-
komplexe Protonen durch die Membran pumpen, sobald Elektronen transportiert werden
(Mitchell 1961). In der nativen Membran vervollstandigen die beweglichen Elektronen-Car-
rier Ubichinon und Cytochrom c die Elektronen-Transportkette, indem sie zwischen den En-
zymkomplexen pendeln. Die Enzymkomplexe der mitochondrialen Atmungskette koppeln
den energetisch gunstigen Elektronentransport mit dem Export von Protonen aus der Matrix.
Dadurch bildet sich ein elektrochemischer Protonengradient (ber die innere Mitochondrien-
membran aus. Dieser Protonengradient treibt die ATP-Synthetase (innere Mitochondrien-
membran) an, welche die freiwerdende chemi-osmotische Energie dazu nutzt, anorganische
Phosphate auf ADP zu Ubertragen. Durch die ATP-Synthetase fliel3en die Protonen zuriick in
die Matrix. Das in dieser Reaktion synthetisierte ATP stellt die wichtigste Speicher- und

transportierbare Energieform fur die Zelle dar.

1.1.2.2 Funktion wahrend der Apoptose
Erst in jlngerer Zeit ist die zentrale Rolle der Mitochondrien in der Regulation und Auslo-
sung des programmierten Zelltodes (Apoptose) erkannt worden (Kroemer 1998). Im Gegen-

3
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satz zu Nekrose (provozierter Zelltod), die meist durch eine Schadigung der Zelle von aulien
verursacht wird und zu einer Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe fiihrt, kommt es
bei der Apoptose zu keiner Entziindungsreaktion und zu keiner Schadigung des angren-
zenden Gewebes (Kerr et al. 1972).

Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus, um den Organismus vor potentiellen Gefahren wie
z.B. genotoxisch geschédigten oder viral infizierten Zellen zu schiitzen (Shub 1994). Ebenso
ist die Apoptose ein wichtiges Funktionselement bei der Strukturbildung innerhalb der
Embryonalentwicklung (Jacobson et al. 1997). Wie die Apoptose kann ebenfalls die
Autophagie zum Absterben der Zellen fuhren und somit das Wachstum von vielzelligen
Organismen und Hefen regulieren (Alberts et al. 1997).

Bei der Regulation der Apoptose unterscheidet man zwischen einem extrinsischen und in-
trinsischen Weg (siehe Abbildung 2). Welcher der beiden Signaltransduktionswege tatsach-
lich wirksam wird, h&dngt neben dem apoptotischen Stimulus auch von dem jeweiligen Zell-
typ ab.

Der extrinsische Signalweg wird durch die Aktivierung von Zelloberflachenrezeptoren ver-
mittelt. Rezeptoren wie z.B. der TNF-Rezeptor (tumor necrosis factor) leiten apoptotische
Signale in die Zelle weiter und fuhren zur Aktivierung einer Kaskade sich autokatalytisch
spaltender Caspasen. Caspasen gehéren zur Familie von Proteasen mit einem Cystein im
aktiven Zentrum. Sie spalten Peptidbindungen C-terminal von Aspartat, daher ihr Name
(cysteinyl-aspartate-cleaving proteases). Sie sind homolog zueinander, werden wéhrend der
Apoptose aktiviert und induzieren den Zelltod (Scaffidi et al. 1998). Es wird zwischen
Initiator- und Effektorcaspasen unterschieden. Erstere spalten die Vorléduferformen
nachgeschalteter Effektorcaspasen. Caspasen werden als inaktive Pro-Enzyme synthetisiert,
die aus drei Doménen bestehen, einer N-terminalen Pro-Doméne sowie einer grofien
(20 kDa) und einer kleinen (10 kDa) Untereinheit. Die aktive Caspase entsteht durch eine
Abspaltung der Pro-Domane und einer Trennung der kleinen und grofRen Untereinheit. Sie
bildet in allen bisher untersuchten Fallen ein Tetramer, bestehend aus jeweils zwei kleinen
und zwei groRen Untereinheiten mit zusammen zwei aktiven Zentren. Caspasen sind im
Laufe der Evolution stark konserviert geblieben, es gibt sie sowohl im Menschen wie auch
Insekten, Nematoden und sogar in Hydra (Budihardjo et al. 1999, Cikala et al. 1999,

Earnshaw et al. 1999). Zur Zeit sind 14 verschiedene Caspasen bekannt.
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Abbildung 2: Uberblick tiber den extrinsischen und intrinsischen Apoptoseweg.

Die Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges erfolgt tber die Bindung von Liganden an z.B. TNF-
Rezeptoren. Aktive TNF-Rezeptoren formen einen membrangebundenen Signalkomplex, welcher aus den
zytoplasmatisch gelegenen DD (death domain), den Rezeptoren und den Adaptermolekillen FADD (Fas
associated death domain) besteht. Dieser Komplex rekrutiert durch die Adapterproteine FADD mehrere
Procaspase 8 Molekile. Durch die dadurch resultierende groBe rdumliche Nahe der Procaspase-8 Molekiile
kénnen diese sich, durch ihre geringe intrinsische Protease-Aktivitdt, gegenseitig aktivieren. Aktive Caspase 8
Molekile aktivieren dann eine Kaskade von Caspasen. Der intrinsische Apoptoseweg wird Uber endogene
Signale eingeleitet und fuhrt zur Permeabilisierung der duRReren Mitochondrienmembran. Es kommt zur Freiset-
zung von proapoptotischer Proteine (z. B. Cytochrom c) aus den Mitochondrien in das Zytosol. Durch die
Bildung des Apoptosom aus Cytochrom c, Procaspase-9 und Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor)
werden dann weitere Caspasen aktiviert.

Die beiden Signaltransduktionswege treffen bei der Aktivierung der Caspase-3 aufeinander. Eine Interaktion
zwischen den beiden Signaltransduktionswegen ist ebenfalls moglich.

Der intrinsische Weg kann z.B. durch DNS-Schadigung, oxidativen Stress oder hohe Ca*'-
Konzentration induziert werden (Kaufmann und Earnshaw 2000). Es kommt dabei zur
Permeabilisierung der &uReren Mitochondrienmembran. Die zur Permeabilisierung der
Membran fuhrenden Mechanismen sind vielfaltig. Zum einen bilden Proteine der Bcl-2
Familie (z.B. Bax und Bak) einen Kanal in der &ueren Membran. Zum anderen kann eine
Permeabilitatspore (PTPC, permeability transition pore complex) gebildet werden, die unter
anderem aus dem spannungsabhdngigen Anionen-Kanal (VDAC, voltage-dependent anion
channel) und Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) besteht. Diese Permeabilitatspore fuhrt
zu einer Offnung der inneren und &uReren Membran (Green und Kroemer 2004). Durch die
Permeabilisierung der Membran werden Intermembranproteine wie z.B. Cytochrom ¢ und

AIF (Apoptose induzierender Faktor) ins Zytosol freigesetzt (Luo et al. 1998). Das freie
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Cytochrom c bildet zusammen mit dem Apaf-1 und anderen Proteinen (z.B. Pro-Caspase-9)
das Apoptosom, welches zur Aktivierung von Caspasen fihrt, die wie bei dem extrinsischen
Apoptoseweg den Zelltod herbeiftihren.

Mitochondrien bilden somit ein dufRerst wichtiges Entscheidungszentrum fiir den Ablauf der
intrinsischen Apoptose (Alnemri 1999, Kroemer und Reed 2000). Die Permeabilisierung der
mitochondrialen Membranen (Halestrap et al. 1998, Kroemer und Reed 2000) ist dabei ein

wichtiger Parameter fiir die Einleitung des intrinsischen Apoptoseweges.

1.1.3 Mitochondriale Mutationen und Anomalien

Im Hinblick auf den Alterungsprozess der Zelle spielt die mitochondriale DNS eine Rolle.
Da die Nukleotide den membranassoziierten Atmungskettenkomponenten nah benachbart
sind, unterliegen sie durch die in der oxidativen Phosphorylierung entstehenden freien Radi-
kale einer erhohten Mutationswahrscheinlichkeit. Das Mutationsrisiko wird in den Mito-
chondrien durch fehlende schiitzende Histone verstérkt. Ebenso besitzen Mitochondrien ein
geringes Spektrum an DNS-Reparaturmechanismen (Croteau et al. 1999, Sawyer und Van
Houten 1999). Durch homologe Rekombination mit benachbarten Nukleotiden kann aller-
dings eine Haufung von somatischen Mutationen in den Mitochondrien verhindert werden
(Nakada et al. 2001, Ono et al. 2001). Hierbei stellen kontinuierliche Teilungs- und
Verschmelzungsprozesse eine standige Durchmischung der mitochondrialen DNS sicher und
verhindern somit eine friihzeitige Zellalterung.

Beim Menschen sind eine Reihe von Erkrankungen bekannt, die auf Mutationen der mito-
chondrialen DNS zuriickzufiihren sind. Meist sind Gewebe mit hohem Energiebedarf
betroffen, wie z. B. das Herz, die Muskeln, das renale und endokrine System. In einer Zelle
konnen sowohl Mitochondrien mit normaler mtDNS als auch mit mutierter mtDNS vorlie-
gen (Heteroplasmie). Deswegen kann eine Mutation zu unterschiedlichen Schweregraden
und auch zu unterschiedlichen Krankheitsbildern fuhren. Auch die Inaktivierung kernko-
dierter Genprodukte, die wichtig fur die mitochondriale Funktion und Biogenese sind, fuhrt
zu verschiedenen Krankheiten. Typische mitochondriale Erkrankungen, die auf mitochondri-
ale Mutationen zurlickzufiihren sind, sind: Enzephalomyopathie, FBSN (Famildre bilaterale
striatale  Nekrose), Lebersche Optikusatrophie, Leigh-Syndrom, MELAS (Myopathie,
Enzephalopathie, Laktatazidose und Schlaganfall-ahnliche Episoden), MERRF (Myoklonus-
Epilepsie), MILS (MateRNSI vererbtes Leigh-Syndrom), NARP (Neuropathie, Ataxie und

Retinis pigmentosa), Kearns-Syndrom und Keratodermia palmoplantaris.
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1.1.4 Transport von Mitochondrien

Nicht nur die Gestalt der Mitochondrien, auch die Anzahl und Verteilung innerhalb der Zelle
unterliegt dynamischen Verénderungen und passt sich energetischen Bedurfnissen der Zelle
an. In der Nahe der prasynaptischen Membran der Nervenzelle sind viele Mitochondrien zu
finden, ebenso in Muskelzellen nahe zu den ATP-verbrauchenden Aktin-Myosin-Komplexen
(Bakeeva et al. 1978). Im Gegensatz hierzu sind Fibroblasten energetisch homogen und ihre
Mitochondrien sind gleichméRig in der Zelle verteilt.

Die molekularen Mechanismen der Positionierung von Mitochondrien sind nur unzureichend
verstanden. Da die Mitochondrien selbst weder Cilien noch Flagellen besitzen, nutzen sie
das Zytoskelett, um sich innerhalb der Zelle zielgerichtet zu bewegen. In der Literatur wird
sowohl von einem Aktinzytoskelett- abhdngigen Transport, als auch von einem Mikrotubuli-
gestutzten Mechanismus berichtet (Ligon und Steward 2000, Nangaku et al. 1994, Pereira et
al. 1997).

In tierischen Zellen erfolgt der mitochondriale Transport meist entlang von Mikrotubuli. Der
Transport entlang der Axone von Nervenzellen ist ein besonders eindrucksvolles Beispiel flr
eine gerichtete Organellenbewegung. Dabei werden die Mitochondrien entlang von Mikro-
tubuli tber lange Strecken vom Zellkdrper zu den Synapsen und dem Wachstumskegel der
Neurone transportiert (Hollenbeck 1996).

Die Mitochondrienbewegung in Schizosaccharomyces pombe ist ebenfalls von einem
intakten Mikrotubulizytoskelett abhangig (Yaffe et al. 1996).

In tierischen Zellen konnte die Beteiligung mehrerer Kinesinisoformen (Kiflb, KLP67A,
Kif5b) am mitochondrialen Transport gezeigt werden (Khodjakov et al. 1998, Nangaku et al.
1994, Pereira et al. 1997, Tanaka et al. 1998). Kiflb kolokalisiert mit Mitochondrien in vivo
und ist bei der Subfraktionierung von Zellen in der mitochondrialen Fraktion angereichert.
Ebenso wurde in vitro gezeigt, dass das isolierte Protein Kiflb Mitochondrien entlang von
Mikrotubuli bewegen kann (Nangaku et al. 1994). Die Isoform des konventionellen Kif5B
kolokalisiert mit Mitochondrien in Saugetierzellen (Khodjakov et al. 1998) und Deletionen
innerhalb der Isoform flhren zur einer Aggregation von Mitochondrien in der Né&he des
Zellkerns (Tanaka et al. 1998). In Drosophila konnte eine Kolokalisation von KLP67A mit
Mitochondrien nachgewiesen werden (Pereira et al. 1997).

Die Erkenntnisse Uber den Aktin-abhangigen Transport von Mitochondrien stammen Uber-
wiegend aus Untersuchungen an der Béckerhefe (Hermann und Shaw 1998). Temperatur-
sensitive Mutationen in Genen, welche das Aktinzytoskelett depolymerisieren oder destabili-

sieren, fihren zur Hemmung der mitochondrialen Bewegung und Vererbung (Drubin et al.
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1993, Simon et al. 1995). Ein groRer Teil der Hefemitochondrien kolokalisiert mit Aktinfila-
menten. In in vitro Experimenten konnten isolierte Mitochondrien an Aktinfilamente gebun-
den werden. Diese Interaktion erfolgte in ATP- abh&ngiger Weise und wird von peripher mit
der Auenmembran von Mitochondrien verbundenen Proteinen vermittelt (Lazzarino et al.
1994). Des Weiteren konnte eine ATP- abhangige Motoraktivitat auf der AuRenmembran
von Mitochondrien nachgewiesen werden (Simon et al. 1995). Fir den Aktinzytoskelett-
abhangigen Transport konnten jedoch bisher keine beteiligten Motorproteine identifiziert
werden, die eine Interaktion der Organelle mit dem Aktinzytoskelett vermitteln. Es existie-
ren lediglich Hinweise, dass der an der Nukleation von Aktin beteiligte Arp2/3- Komplex
wahrend der Zellteilung am Transport der Hefemitochondrien in die Tochterzellen involviert
ist (Boldogh et al. 2001).

Die Mitochondrienbewegung in dem filamenttdsen Pilz A. nidulans erfolgt ebenfalls entlang
des Aktinzytoskeletts (Suelmann und Fischer 2000). Ebenso wurde der mitochondriale
Transport in den Photozellen der Heuschrecke Schistocerca gregaria als Aktin- abhangig
beschrieben, da er sich durch Aktinzytoskelett- depolymerisierende Substanzen inhibieren
lasst (Sturmer et al. 1995).

1.1.5 Mitochondriale Zerteilung und Verschmelzung

Obwohl die interne Struktur der Mitochondrien stark konserviert ist, kann ihre duRere
Gestalt sogar von Zelle zu Zelle stark variieren. Die Veranderung der Mitochondrienmor-
phologie stellt eine Anpassung des Organells an externe und interne Signale der Zelle dar
(z.B. Energiestatus, Apoptose). Die Vielfalt der Formen reicht von kleinen, kugelférmigen
Organellen bis hin zu langgestreckten, netzartigen Mitochondrien (Bereiter-Hahn und Voth
1994). Die in den meisten Zelltypen auftretenden mitochondrialen Erscheinungsformen sind
hoch dynamisch und komplex. Sie werden von kontinuierlichen Zerteilungs- und Ver-
schmelzungsereignissen bestimmt (siehe Abbildung 3). Der Verlust von Proteinen, die an
der mitochondrialen Zerteilung beteiligt sind, fuhrt zur Bildung von zusammenhéangenden,
netzartigen Organellen. Der Phénotyp ergibt sich aus dem Fortschreiten der Fusionsvor-
gange, wahrend die Zerteilung unterbunden ist. Zellen, die sowohl einen Defekt in der
Fusion als auch in der Zerteilung aufweisen, zeigen auch eine netzartige mitochondriale
Morphologie. Diese Beobachtung unterstiitzt die Annahme, dass die Mitochondrienmor-
phologie durch ein ausgeglichenes Verhaltnis von Zerteilung und Verschmelzung aufrecht-
erhalten wird. Die an der mitochondrialen Dynamik beteiligten Proteine werden im Fol-
genden naher beschrieben.
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Abbildung 3: Das mitochondriale Netzwerk wird durch ausbalancierte Verschmelzungs- und Zerteilungs-
ereignisse gebildet.

Die Morphologie der Mitochondrien ergibt sich aus dem Gleichgewicht von Zerteilung und Fusion der einzelnen
Mitochondrien. Uberwiegen allerdings die Fusionsereignisse tiber die Zerteilungsrate kommt es zur Ausbildung
von netzartigen Strukturen. Wird die Zerteilung in den Mitochondrien inhibiert kommt es zur Fragmentation der
Mitochondrien.

1.1.5.1 Der mitochondriale Zerteilungsapparat

Da Mitochondrien nicht de novo entstehen kdnnen, missen sie bei der Vererbung auf die
Tochterzellen durch Zerteilung vermehrt werden.

Das Mitochondrium ist von einer Doppelmembran umgeben, fir beide Membranen existie-
ren zwei unabhdngige voneinander agierende Zerteilungsmechanismen. Studien in C.
elegans zeigten, dass die Zerteilungsfahigkeit der Innenmembran nicht verloren geht, wenn
der Zerteilungsapparat der AuBenmembran funktionsunfahig ist (Labrousse et al. 1999).
Eine vermehrte Zerteilungsrate der Innenmembran ist hdufig in Zelltypen mit sich schnell
teilenden Mitochondrien zu beobachten z.B. in Fettzellen von metamorphosierenden
Schmetterlingen (Larsen W.J. 1970). Die Matrix wird dabei durch Scheidewénde (Septen)
der Innenmembran aufgeteilt, wobei sich die Aullenmembran erst in einem spéteren Schritt
teilt. Diese Septenbildung ist ebenfalls h&ufig im Herzmuskelgewebe zu beobachten
(Tandler et al. 1969).

Das einzige bekannte Protein, welches bei der Zerteilung der mitochondrialen Innenmem-
bran involviert ist wurde in Hefe entdeckt und als Mdm33 bezeichnet (Messerschmitt et al.
2003). Zellen, denen das Mdm33-Protein fehlt, enthalten ringédhnliche miteinander verbun-
dene Mitochondrien, welche grofRe Hohlkugeln ausbilden kénnen. Diese Organellen weisen
extrem auseinander gezogene Abschnitte der Aufien- und Innenmembran auf, die einen sehr
schmalen Matrixspalt umschlieRen. Die Uberexpression von Mdm33 fiihrt zur Einstellung

des Wachstums, die Mitochondrien aggregieren, und es entwickelt sich eine stark veranderte
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Innenmembranstruktur. Es bilden sich verstérkt Septen aus, die den Matrixraum mehrfach
unterteilen, oder die Innenmembran verliert die Cristae und fragmentiert.

Die Zerteilung der AuBenmembran wird durch zwei Proteine gesteuert: Drpl (dynamin
related protein) und Fisl (mitochondrial fission).

Drpl nimmt bei dem mitochondrialen Zerteilungsvorgang eine Schlisselrolle ein (Labrousse
et al. 1999, Sesaki und Jensen 1999, Smirnova et al. 1998). Es gehort zu der Familie der
dynaminédhnliche GTPase, welche GTP bindet und dieses hydrolysiert (Fukushima et al.
2001). Die dynamindhnlichen GTPasen sind an Signaltransduktion, Proteinsynthese, Zelldif-
ferenzierung und -proliferation, Regulation des vesikuldren Transports und Membrantrans-
lokation von Proteinen beteiligt. Da alle Dynamine einen dhnlichen Aufbau besitzen (siehe
Abbildung 64) besteht Drpl wie die anderen Dynamine aus einer N-terminalen GTPase Do-
mane, einer Mitteldomaéne, einer hydrophilen Region von bisher noch unbekannter Funktion
(Insert B) und einer C-terminalen GTPase-Effektor Domane (GED). Der limitierenden Fak-
tor bei der mitochondrialen Zerteilung ist die Bindung des GTP’s an Drpl und nicht dessen
Hydrolyse. Sowohl in Hefe als auch in humanen Zellen wurde gezeigt, dass Mutationen in
der GTPase Doméne oder Transfektionen mit dominant negativem Drpl sich in einer ver-
minderten Zerteilungsaktivitat widerspiegeln.

Matrix-Konstriktionen

Drpl Homooligomere

Abbildung 4: Ausbildung der Matrix-Konstriktionen (Youle und Karbowski 2005).

Die Ausbildung von Einschnlrungen (Matrix-Konstriktionen) ist einer der ersten Schritte bei der mitochondri-
alen Zerteilung. Vermutlich sind diese Einschniirungen notwendig fir die Ausbildung der Drpl Spirale, die das
Mitochondrium endgdiltig durchschniirt.

Der erste Schritt in der mitochondrialen Zerteilung ist die Ausbildung von Einschniirungen
(Matrix-Konstriktionen, siehe Abbildung 4). Dabei lagert sich Drpl in Clustern an die
zytoplasmatische Seite der duReren Mitochondrienmembran an (Bleazard et al. 1999), die
wahrend der mitochondrialen Zerteilung Homooligomere bilden (Fukushima et al. 2001).
Die Mehrzahl der Drpl Homooligomeren ist nicht an aktuellen Zerteilungsvorgéngen betei-

ligt, wéhrend eine Minderheit dieser Homooligomeren vermutlich spiralférmige Strukturen
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um die zuvor gebildeten Matrix-Konstriktionen ausbilden und das Mitochondrium durch-
schniren (Shaw und Nunnari, 2002).

Der Ablauf der mitochondrialen Zerteilung dhnelt sehr der Abschnlrung von Vesikeln wie
sie zum Beispiel aus der Endocytose und Sekretion bekannt ist. Dort oligomerisieren die
beteiligten Dynamine zu Ringen und Helices (Carr und Hinshaw 1997, Hinshaw und Schmid
1995, Klockow et al. 2002, Kochs et al. 1998, Sweitzer und Hinshaw 1998, Takei et al.
1995, Zhang et al. 2000). Diese Oligomerisierung bewirkt eine Stimulation der GTPase-
Aktivitat (Barylko et al. 1998, Herskovits et al. 1993, Shpetner und Vallee 1989, Tuma et al.
1993, Tuma und Collins 1994, Warnock et al. 1996). Die Dynamine verursachen durch Kon-
traktion der Helix die Abschnlrung neugebildeter Vesikel von der Plasmamembran
(Sweitzer und Hinshaw 1998). Ein weiteres Modell beschreibt, dass durch die GTPase
Aktivitat der Abstand der einzelnen Helices vergrolert wird (Stowell et al.,1999). Danach
wirde Dynamin ein entstehendes Vesikel nicht durch Kontraktion der Helix von der Mem-
bran abschniiren, sondern durch Uberdehnung des Vesikelhalses. Welcher genaue Mecha-
nismus nun der mitochondrialen Zerteilung zu Grunde liegt ist bis zum heutigen Zeitpunkt
noch nicht aufgeklart.

In vitro wurden Drpl Spiralen mit einem Durchmesser von 100 nm beobachtet (Ingerman et
al. 2005). Da der Mitochondriendurchmesser jedoch 350-500 nm (Egner et al. 2002) betrégt,
stellt die Ausbildung von Matrixkonstriktionen vermutlich eine Vorbedingung zur Anlage-
rung von Drpl-Spiralen dar. Wahrscheinlich induziert die Hydrolyse von GTP eine Konfor-
mationsénderung der Spirale und fiihrt zur Trennung der Strange (Fukushima et al. 2001).
Die Signaltransduktion, welche die Zerteilung der Mitochondrien reguliert ist bis zum heuti-
gen Zeitpunkt nicht bekannt. Neuere Studien benennen SUMO1 (Small Ubiquitin-related
Modifier) als einen regulierenden Faktor in der Drpl Aktivitat bei Sdugerzellen (Harder et
al. 2004).

Fisl ist ein evolutiondr konserviertes integrales Protein der mitochondrialen AuRenmem-
bran, welches gleichmalRig auf der Mitochondrienoberflache verteilt ist (sieche Abbildung 5).
Der C-Terminus von Fisl ragt in den Intermembranraum, wéhrend der N-terminale
Abschnitt ins Zytoplasma ragt und sechs a-Helices aufweist (Mozdy et al. 2000). Fisl ist in
zwei Schritten am mitochondrialen Zerteilungsvorgangs beteiligt (Tieu et al. 2002). In der
frihen Phase bindet es Drpl zur mitochondrialen Membran (Tieu et al. 2002), in einer
spateren Phase ist es zusammen mit Drpl am eigentlichen Zerteilungsprozess beteiligt
(Cerveny und Jensen 2003, Shaw und Nunnari 2002, Tieu et al. 2002). Neben Fisl1 wurde in

Saugerzellen beobachtet, dass Komponenten des Zytoskeletts die Rekrutierung des Drpl zu
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den Mitochondrien vermitteln (De Vos et al. 2005, Varadi et al. 2004). In CV1-4A-Zellen
(Nierenzellen aus der griinen Meerkatze, Cercophithecus aethiops) wurde gezeigt, dass die
Zerstorung des F-Aktin zu einer gestorten Rekrutierung des Zerteilungsproteins Drpl zu den
Mitochondrien fiihrt und somit zu einer verminderten Zerteilungsaktivitat der Mitochondrien
(De Vos et al. 2005). In HeLa Zellen wurde dagegen von einer Dynein/Dynaktin-abhéngigen

Drpl Rekrutierung zu den Mitochondrien berichtet.

Signal ?

N

Abbildung 5: Schematische Darstellung der mitochondrialen Zerteilungsvorgange (Bossy-Wetzel et al.
2003).

Drpl wird durch ein noch unbekanntes Signal aktiviert. In der aktiven Form bindet es Giber Fisl an die duRere
Membran der Mitochondrien. Es kommt zur Ausbildung einer Drpl Spirale. Die Durchschnirung des Mito-
chondriums erfolgt in Abhangigkeit des GTP-Status und fuhrt zur Trennung des Mitochondriums. Rab32 wird
durch die Protein Kinase A (PKA) aktiviert und fungiert als regulierendes Protein.

In Hefe wurden zwei weitere flr die Zerteilung verantwortliche Proteine identifiziert, Mdvlp
(mitochondrial division protein) und Caf4p (CCR4 associated factor) (Mozdy et al. 2000,
Tieu und Nunnari 2000). Sie fungieren dort als molekulare Adaptoren zwischen Fisl und
Drpl (Griffin et al. 2005, Tieu und Nunnari 2000). Mdv1p wird in Abhangigkeit von Fisl zu
den Mitochondrien rekrutiert, wahrend es sich in Dnmlp-abhangiger Weise (Hefehomolog
zu Drpl) zu punktférmigen Strukturen auf der auReren Membran anlagert (Tieu und Nunnari
2000). Experimente mit Dnm1p GTPase-Mutanten deuten auf eine GTP-abhangige Regula-
tion der Dnm1p-Mdvlp-Interaktion hin (Cerveny und Jensen 2003). Caf4p weist eine starke
Homologie zu Mdv1p auf, daher wird eine dhnliche Wirkungsweise als molekularer Adaptor
postuliert (Griffin et al. 2005).
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1.1.5.2 Der mitochondriale Verschmelzungsapparat

Die Verschmelzung von Membranen ist fur eine Reihe verschiedenster zellulérer Prozesse
erforderlich. Zum Beispiel spielt die Verschmelzung von membranumhdillten intrazellularen
Kompartimenten und Transportvesikeln eine wichtige Rolle beim gerichteten Transport von
Proteinen in der Zelle. Bei den Verschmelzungsprozessen im sekretorischen Apparat sind
Andock- und Fusionsproteine auf beiden Membranen fir diese Vorgange verantwortlich, die
sogenannten SNARE-Proteine (soluble NSF attachment receptor), welche spezifisch auf den
subzelluldaren Kompartimenten lokalisiert sind (Rothman, 1994; Weber et al., 1998). Diese
sorgen normalerweise fur die korrekte Verschmelzung zweier Membranen, da jedes Organell
bzw. Vesikel sein einzigartiges SNARE-Protein-System besitzt. Ein grof3es Problem bei der
mitochondrialen Fusion stellt die Koordination der miteinander zu verschmelzenden inneren
und &ufReren Membranen dar. Im Gegensatz zu anderen Membranverschmelzungen sind
hierbei keine SNARE-Proteine beteiligt.

Protein |Hefe Ho- | Phdnotyp der Mutante Zellulére Lokalisation | Funktion
molog
Mfnl/2 |Fzo Fragmentierte Mitochondrien; | Mitochondriale GTPase;
Fusionsdefekt AuBenmembran Transmembran-
protein

OPA1 | Mgml Fragmentierte und aggregierte | Mitochondrialer Inter- | dynaminahnliche GTPase
Mitochondrien; Fusionsdefekt | membranraum, asso-

ziiert mit der Innen-

membran

Drpl Dnml Netzartige Mitochondrien; Zytosol und mitochon- | dynamindhnliche GTPase
Zerteilungsdefekt driale AulRenmembran

Fisl Fisl Netzartige Mitochondrien; Mitochondriale Transmembran-
Zerteilungsdefekt Aulenmembran protein

Ugol Ugol Fragmentierte Mitochondrien; | Mitochondriale Transmembran-
Fusionsdefekt Aullenmembran protein

Mdvlp | Mdvl Netzartige Mitochondrien; Zytosol Adapterprotein
Zerteilungsdefekt

Cafdp | Cafdp Netzartige Mitochondrien; Zytosol Adapterprotein

Zerteilungsdefekt

Tabelle 1: Zusammenfassung der wichtigsten Proteine, die an der mitochondrialen Dynamik beteiligt
sind.

Mfn1/2 und OPA1 sind GTPasen, die an der Fusion zweier mitochondrialer Membranen beteiligt sind. Drpl und
Fis1 regulieren die mitochondriale Zerteilung eines Mitochondriums. Ugol, Mdv1l und Caf4p sind bis zum heu-
tigen Zeitpunkt nur an der mitochondrialen Fusion in Hefen beschrieben. Von Mdv1 und Caf4p ist bekannt, dass
sie als molekulare Adapterproteine zwischen Mgm1 und Fzo fungieren.
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Untersuchungen an Drosophila melanogaster (Hwa et al. 2002) identifizierten das an der
mitochondrialen Verschmelzung beteiligte Gen ,,fuzzy onions* (fzo). Das Gen kodiert eine
membranstandige GTPase, die in Drosophila wahrend der Spermatogenese die korrekte
Strukturierung der Mitochondrien am Flagellum bewirkt (Hales und Fuller 1997). Fzo und
seine spéater entdeckten Homologe, die wegen ihrer Bedeutung bei der mitochondrialen Ver-
schmelzung als Mitofusine (Mfn) bezeichnet werden, sind in der mitochondrialen AuRen-
membran lokalisiert (Hales und Fuller 1997). Sie sind sowohl im Pilz- als auch im Tierreich
konserviert. HOhere Metazoen wie Insekten, Fische oder S&uger haben jeweils zwei
fzo-verwandte Gene, die man als Mitofusin 1 (Mfn1) und Mitofusin 2 (Mfn2) bezeichnet.

Die beiden humanen Isoformen werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wie z.B.
Gehirn, Fibroplasten, Herz, Niere, Leber, Muskel und Testis (Legros et al. 2002). Alle
fzo-Familienmitglieder haben eine ahnliche Doménenstruktur und Topologie. Sie besitzen
zwei Transmembrandoménen nahe dem C-Terminus, die es in der dulReren Membran
verankern. Der Abschnitt zwischen den beiden Transmembrandomanen (siehe Abbildung 6)
sorgt durch die Interaktion mit einem bislang unbekannten Innenmembranprotein fir die

Assoziation der beiden mitochondrialen Membranen (Fritz et al. 2001).

Mitofusini/2

\.

Abbildung 6: Verschmelzung zweier mitochondrialer Membranen (Youle und Karbowski 2005).

Dargestellt ist die modellhafte Vorstellung der mitochondrialen Membranfusion. Die daran beteiligten GTPasen
Mitofusine1/2 sind mit ihren nahe dem C-Terminus gelegenen Transmembrandomanen in der duBeren Mito-
chondrienmembran verankert. Die Verschmelzung der beiden mitochondrialen Membranen wird tiber die coiled-
coil Domaéneninteraktion der Mitofusinel/2 eingeleitet.

Eine weitere an der Verschmelzung beteiligte GTPase ist OPAL (optic atrophy, Delettre et
al. 2000, Pelloquin et al. 1998). Mutationen in OPA1 flihren zur autosomal dominanten op-
tischen Atrophie (ADOA), welche die erste direkte Verbindung der mitochondrialen Mor-
phologie mit einem Krankheitsbild darstellt. Die beobachtete Pathologie beruht auf dem

Absterben der retinalen Ganglienzellen (Alexander et al. 2000). Es ist bisher nicht voll-
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stdndig geklart, ob der Defekt auf einer energetischen Unterversorgung der Zellen durch den
sekundaren Verlust der Atmungskette oder einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber Apoptose
durch Sauerstoffradikale zurtickzufiihren ist (Carelli et al. 2004).

OPA1 wird durch proteolytische Spaltung seiner Transmembrandoméne aktiviert und liegt
somit frei im Intermembranraum vor (siehe Abbildung 7). Dort kommt es zur Interaktion
und Komplexbildung mehrerer OPA1-Proteine. Diese OPAl-Komplexe sind an der Ein-
faltung der inneren Membran und somit an der Cristae-Bildung beteiligt, sie kdnnen jedoch
auch an dem Mechanismus der Anndherung zweier gegeniberliegender innerer Membranen
beteiligt sein (Olichon et al. 2003).

Ugol (japanisch fir ,Zerteilung®) wurde bisher nur in Pilzen identifiziert. Obwohl es ty-
pische Sequenzmotive eines Transporters aufweist, liegt es integriert in der daulReren Mem-
bran vor (Sesaki und Jensen 1999). Ugol fungiert als Adapter zwischen Mfn1/2 und OPA1l
und koénnte somit die Verschmelzung der inneren und &ufleren Membranen koordinieren
(Sesaki und Jensen 2001).

Die koordinierte Fusion der Mitochondrien wird vermutlich tber einen Mechanismus er-
reicht, der einen engen Kontakt zwischen auf3erer und innerer Membran vermittelt. Der erste
Schritt der mitochondrialen Membranfusion kénnte dem Mechanismus ahneln, der auch fiir
SNARE- vermittelte Membranfusion gilt (Meeusen et al. 2004). Zuerst ist ein Andocken der
ins Zytosol ragenden Bestandteile der Mfn1/2 mit dem Partner auf der gegenuberliegenden
Membran erforderlich. Die Assemblierung des Fusionskomplexes ist moglicherweise von
Konformationsédnderungen begleitet, welche die Vermischung der Lipide in den Aufen-
membranen begunstigen. Die Kopplung der AulRenmembran mit der Innenmembran durch
den Fusionskomplex in den Kontaktstellen kénnte dafiir verantwortlich sein, dass die Ver-
schmelzung der Innenmembranen initiiert wird, nachdem die Verschmelzung der AuRen-
membranen abgeschlossen ist. Dadurch fallt ein Andocken der Innenmembranen weg, da
sich die Innenmembranen schon in einer optimalen Position fir die Verschmelzung befindet.
Zum Schluss beendet die Trennung der fusionierten Innenmembranen und die Vermischung

des Matrixinhaltes den mitochondrialen Fusionsprozess (Fritz et al. 2001).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der mitochondrialen Verschmelzung (Bossy-Wetzel et al. 2003).

Die an der mitochondrialen Membranfusion beteiligten Mitofusine1/2 sind mit ihren Transmembrandoménen in
der &ulReren Mitochondrienmembran verankert. Sie sorgen durch die Interaktion mit einem bislang unbekannten
Innenmembranprotein fiir die Assoziation der beiden mitochondrialen Membranen. Durch ein unbekanntes Sig-
nal kommt es zur Hydrolyse von GTP zu GDP.

OPA1 wird durch eine von PARL vermittelte proteolytische Spaltung seiner Transmembrandoméne aktiviert.
Das freigewordene OPAL bildet nun unterstiitzt durch seine GTPase Aktivitat ringférmige Komplexe aus,
welche an den Verschmelzungen der beiden Membranen beteiligt sind. OPA1 kann méglicherweise mit anderen
Faktoren (hier mit X gekennzeichnet) interagieren.

1.1.5.3 Physiologische Bedeutung der mitochondrialen Zerteilungs- und Ver-
schmelzungsvorgange

Verschiedenste zellulare Funktionen werden durch die mitochondriale Morphologie, Dyna-
mik und Verteilung entscheidend beeinflusst. In einigen Zellen kommen morphologisch und
funktionell unterscheidbare Mitochondrienpopulationen vor (Collins et al. 2002). Neben der
Morphologie der Mitochondrien variiert auch die intrazellulare Verteilung zwischen den ver-
schiedenen Zelltypen eines Organismus (Bereiter-Hahn und Voth 1994, Griparic und van der
Bliek 2001). Zerteilungsvorgénge sind von grof3er Bedeutung fur die Vererbung von Mito-
chondrien (Labrousse et al. 1999). Ferner wurde beobachtet, das sich Mitochondrien im Ver-
lauf der Apoptose vermehrt teilen (Frank et al. 2001). Die Verschmelzung von Mitochond-
rien dient im Gegensatz dazu eine verfriihte Zellalterung zu verhindern. Innerhalb der mito-
chondrialen Verschmelzung kommt es zur Durchmischung der mitochondrialen Membranen
und somit zu einer Mdglichkeit das mitochondriale Genom zu rekombinieren (Ono et al.
2001).
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Eine weitere wichtige Bedeutung kommt der mitochondrialen Verschmelzung bei der Diffe-
renzierung bestimmter Zellen zu. So erfolgt bei der Ausbildung der Spermien in Drosophila
melanogaster eine drastische Umstrukturierung der Mitochondrien, bei der Ver-
schmelzungsvorgange essentiell sind (Hales und Fuller 1997). Des Weiteren kann das bei
der Fusionierung der Mitochondrien entstehende Netzwerk dazu benutzt werden, chemi-
osmotische Energie in verschiedene Bereiche der Zelle zu Ubertragen. So werden in
Muskelzellen mehrere Schichten von Mitochondrien direkt unterhalb der Plasmamembran
(Sarkolemma) gefunden, die Uber mitochondriale Filamente mit den Mitochondrien im
sauerstoffarmen Zellinneren verbunden sind (Skulachev, 2001).

1.2 Cykline- abhangige Kinasen

Das Kontrollsystem des Zellzyklus beruht auf zwei Proteinfamilien. Die erste Familie ist die
Familie der cyklin- abh&ngigen Proteinkinasen (kurz CDK’s), die nachgeordnete Prozesse
durch die Phosphorylierung bestimmter Proteine an Serin- und Threonin- Resten ausldsen.
Die Zweite ist eine Familie spezialisierter Aktivierungsproteine sogenannter Cykline, die an
CDK’s binden und deren Fahigkeit kontrollieren, Zielproteine zu phosphorylieren,. Cykline
werden sie genannt, weil sie bei jeder Zellteilung Synthese und anschlieBendem Abbau
unterworfen sind. Die periodische Zusammenlagerung, Aktivierung und das Zerfallen von
Cyklin-CDK-Komplexen sind die zentralen Ereignisse, die den Zellzyklus steuern.

Die Cyklin-abhéangige Kinase 5 (CDKS5) wurde in den frihen 1990er Jahren beschrieben
(Dhavan und Tsai 2001). Sie ist eine Prolin-gerichtete Kinase, die hohe Sequenzhomologie
zu anderen CDK’s aufweist, jedoch im Unterschied zu diesen nicht an der Regulation des
Zellzyklus beteiligt ist.

Physiologische Bedeutung hat CDKS5 bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems, der
Regulation der Neuronenmigration, dem Lernen und Gedachtnis sowie an der synaptischen
Ubertragung. Der Verlust von CDKS5 fiihrt beispielsweise zu einer Fehlentwicklung des Ge-
hirns. Es kommt zu einer invertierten Anordnung der Schichten des cerebralen Kortex
(Smith et al. 2001). Ebenso ist CDKS5 an vielen Abléufen innerhalb der Zelle beteiligt z.B.
Organisation des Zytoskeletts, Endo- und Exocytose, Zelladhédsion und der Regulierung von
Signalwegen (siehe Tabelle 2). Eine gestorte Regulation von CDKS5 resultiert in der
Degeneration von Neuronen und kann somit zu neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B.
Morbus Alzheimer und ALS (Amyotropher Lateralsklerose) fuhren (Smith et al. 2001).
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1.2.1 Regulation der Cyklin-abhangigen Kinase 5

CDKS5 wird im Gegensatz zu den anderen CDK’s nicht durch Cykline aktiviert, sondern
durch die Bindung mit den Cyklin-verwandten Proteinen p35 und p25 sowie durch
Phosphorylierung (siehe Abbildung 8, Tanaka et al. 2001). Neben p35 und p25 kann CDK5
auch durch das p35-Homolog p39 aktiviert werden. p39 und p35 weisen eine Sequenz-
homologie von 57% auf (Dhavan und Tsai 2001). Im monomerischen Zustand hat CDK5
keine enzymatische Aktivitat (Tsai et al. 1994). Das CDK5 Aktivatorprotein p35 ist durch
Myrisitinséure in der Zellmembran verankert. Im Fall der Aktivierung durch p35 wird CDK5
an einer Seite des katalytischen Spaltes von p35 gebunden (Maccioni et al. 2001), so dass ein
p35/CDK5 Komplex entsteht. Dieser Komplex stellt die aktive Form des CDK5 dar. Serin
159 im CDKS5 ist essentiell fiir die Bindung an p35 und somit notwendig flr eine maximale
Aktivierung des CDKS5. Phosphorylierung des Serins 159 durch Protein Kinase A inhibiert
die Bindung an p35 (Grand et al. 2001, Tarricone et al. 2001). Der p35/CDK5 Komplex
phosphoryliert Proteine wie z.B. Synapsin (reguliert die synaptische Transmission), 3-Catein
(reguliert  Zelladhasion), Nudel (reguliert Dynein-vermittelten Transport) und
Amphiphysin 1 (reguliert Endocytose der synaptischen Vesikel). Eine Auflistung der
wichtigsten CDKS5 Substrate sind in der Tabelle 2 zusammengefasst.

Die beiden Aktivatorproteine p35 und p39 kdnnen durch Calpain, in Anwesenheit von Cal-
cium in kleinere Fragmente p25 und p29 gespalten werden (Lee et al. 2000, Patzke und Tsai
2002).

Calpain ist wahrend der Apoptose besonders aktiv, was zu einer hdufigen Spaltung der
CDKS5 Aktivatorproteine bei neurotoxischen Bedingungen in vitro und in vivo flhrt (Lee et
al. 2000, Patzke und Tsai 2002). CDK5 kann p35 phosphorylieren, was die Calpain abhén-
gige Spaltung von p35 verhindert und auf eine mogliche Autoregulation hindeutet. So
konnte beispielsweise in fotalen Gehirngeweben gezeigt werden, dass eine Spaltung von p35
durch Phosphorylierung des Aktivatorproteins verhindert wird (Saito et al. 2003). Des
Weiteren kann CDKS5 seine Aktivierung eigenstdndig regulieren, indem es NMDA
Rezeptoren phosphoryliert. Es kommt zu einem Calcium Einstrom, der zu einer Aktivierung
von Calpain fuhrt, was wiederum in einer Spaltung von p35 zu p25 und einer
Aktivitatssteigerung von CDKS5 resultiert.

Die Calpain abhangige Spaltung der CDK5 Aktivatorproteine hat mehrere Auswirkungen
auf die Aktivitat von CDKS5. Bei der Spaltung von p35 zu p25 wird der N-terminale Teil von
p35 abgespalten, durch welchen p35 tber Myrisitinsaure in der Zellmembran verankert ist
(Amin et al. 2002, Patrick et al. 1999, Poon et al. 1997, Tarricone et al. 2001). p25 besteht
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somit nur noch aus dem C-terminalen Teil, welcher fiir die CDK5 Bindung und Aktivierung
verantwortlich ist und befindet sich frei im Zytosol (Lee et al. 2000, Patrick et al. 1999,
Patzke und Tsai 2002). Somit kann wodurch der p25/CDK5 Komplex Proteine
phosphorylieren, die sich nicht in Membranndhe befinden wie z.B. Tau (siehe Tabelle 2 und
Abbildung 8).

P®®PP

Neurofilament

Mikrotubu

Cytoskelettzerstorung

Abbildung 8: Die Spaltung von p35 zu p25 ist neurotoxisch.

Der p35/CDK5 Komplex ist Gber Myrisitinsdure in der Zellmembran verankert und phosphoryliert von dort
verschiedene Substrate. Durch Stress (z.B. oxidativem Stress) wird Calpain aktiviert, welches p35 in p25 und
p10 spaltet. Da p25 nicht durch Myrisitinséure in der Membran verankert ist, kann der p25/CDK5 Komplex ins
Zytoplasma diffundieren und dort Substrate wie das Tau-Protein oder die Neurofilamente phosphorylieren. Eine
verstarkte Phosphorylierung dieser Proteine konnte zu zytoskelettalen Verédnderungen und damit zum Zelltod
fuhren (Dhavan und Tsai 2001).

Die Spaltung von p35 zu p25 resultiert in einer quantitativen Veranderung der CDK5- Akti-
vitdt, da p25 im Vergleich mit p35 der starkere Aktivator von CDKS5 ist. Er weist eine
wesentlich langere Halbwertzeit (>60 Minuten, p35: 20-30 Minuten) und starkere Bindung
auf (Amin et al. 2002, Patrick et al. 1999).

Neben der Aktivierung von CDKS5 durch die beiden Aktivatorproteine p35 und p39 bzw.
deren Fragmente kann die CDK5- Aktivitat durch Bindung anderer Proteine reguliert
werden. So ist eine Inhibition der CDK5- Aktivitat durch Bindung von L34 (ribosomales
Protein), dbpA (DNS Bindeprotein) und Casein Kinase 2 beschrieben (Ching et al. 2002,
Lim et al. 2004, Moorthamer et al. 1999, Moorthamer und Chaudhuri 1999). Die Bindung
von SET (nukleéres Protein) aktiviert dagegen den p35/CDK5 Komplex (Qu et al. 2002).
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CDKS5 Sub- | Funktion Lokalisation
strat Aktin | Mikotubli | Synapse | Wachstums-
kegel

Synapsin 1 Exocytose | Regulation der synap- - - + -
tischen Transmission

MUNC18 Zerstorung des - - + +
MUNC18/Syntaxin 1A
Komplexes

L-vDCC Unterdriickt SNARE-
Protein Bindung

PIPKIy Regulation der Exocytose

Cables Zytoskelett | Regulation der Interak- + - - +
tion mit c-Abl

Tau Abnahme der Bindung an | - + - -
Mikrotubuli

MAP1B Regulation der Mikro- - + - -
tubulistabilitat

R-APP Regulation der APP - - + +
Lokalisation, Membran-
transport

Src Regulation der Zelladh&- | + + + +
sion

Nudel Regulation des Dynein- | - + - +
vermittelnden axonalen
Transports

NFH/NFM Regulation der inter-
medidren Filamenten-
struktur

Trio Reorganisation des
Aktinzytoskellets

Amphyphysin | Endocytose | Regulation der synapti- | + - + +

1 schen Vesikel

Dynamin Regulation der synapti-
schen Vesikel

DARPP32 Signalweg | Regulation des Dopamin- | - - + +
Signalweges

Tyrosin Synthese von Dopamin - - + +

Hydroxylase

PP1-Inhibitor Modulation der Ampli- - - + +
tude des cAMP- abhén-
gigenSignalweges

ERbB Regulation der Uber- - - + -
tragung an der neuro-
muskul&ren Synapse

R-Catenin Zelladhasion | Regulation der Zelladha- | - + + +
sion

MEF2 Zelltod Reduziert MEF2 ver-
mittelte Transkription

Tabelle 2: Zusammenstellung der bekannten CDKS5 Substrate, ihre Funktion sowie ihre Lokalisation.

Ein gemeinsames Merkmal in der Regulation von CDK’s ist der kontrollierte Abbau zu

verschiedenen Zeitpunkten des Zellzykluses auf dem Ubiquitin-Proteasomen Weg. Obwohl
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CDKS5 nicht an der Regulation des Zellzykluses beteiligt ist, wird es tber den gleichen
molekularen Mechanismus abgebaut. Die Phosphorylierung von p35 durch CDK5 beglnstigt
dessen Degradation (Patrick et al. 1998, Saito et al. 2003). Dies deutet auf eine
autoregulatorische Funktion der CDK5- Aktivitét hin.

Das Proteinexpressionslevel von CDKS5, p35 und p39 variiert wahrend der Entwicklung des
zentralen Nervensystems stark. Studien an Nagern zeigten, dass die Aktivatorproteine erst in
post-mitotischen Neuronen nachweisbar sind (Tsai et al. 1993, Tsai et al. 1994). Uber-
einstimmend hierzu konnte ein Anstieg des CDK5 und p35 Proteinexpressionslevels
wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems nachgewiesen werden, welcher
seinen Maximalwert im adulten Gehirn erreicht (Tsai et al. 1993). Die Expression von
CDKS5 st im gesamten Gehirn nachweisbar, jedoch im Hippocampus und Mesencephalon
am starksten (Delalle et al. 1997). Die Expression von p39 unterscheidet sich raumlich und
zeitlich von der p35 Expression. Die p39 Expression wahrend der friihen Entwicklung
niedrig, steigt erst zwischen der ersten und dritten Woche nach Geburt deutlich an. Im
adulten Gehirn ist sie Uberwiegend auf das Cerebellum beschrénkt (Cai et al. 1997).

CDKS5 ist im sich entwickelnden Nervensystem in den Zellkdrpern lokalisiert, wohingegen
es im adulten Gehirn eher in Axonen und Zellkernen exprimiert wird (Matsushita et al. 1996,
Tomizawa et al. 1996). p35 ist hauptsachlich in den Zellkérpern und Dendriten lokalisiert,
axonales p35 konnte nur wéhrend der Entwicklung und kurz nach Geburt detektiert werden
(Matsushita et al. 1996, Tomizawa et al. 1996), p39 ist in neuronalen Somata und Dendriten
vorzufinden (Jeong et al. 2003).

Das Vorhandensein der CDKS5 aktivierenden Proteine ausschlieBlich in post-mitotischen
Neuronen, lasst darauf schlielen, dass die neuronale Differenzierung die Expression dieser
Proteine aktiviert. Unterstltzt wird dies durch eine verstarkte Expression von CDKS5, p35
und p39 in kultivierten Zellen nach Differenzierung durch Retinalsdure (Fu et al. 2002, Lee
und Kim 2004). Ebenso konnte gezeigt werden, dass neutrotrophe Faktoren die Expression
von p35 in PC12 Zellen stimuliert (Harada et al. 2001, Tokuoka et al. 2000).

1.2.2 Cyclin-abhangige Kinase 5 und neuronaler Zelltod

CDK5 (bt wichtige Funktionen im Uberleben und Zelltod eines Neurons aus (siehe
Abbildung 9). Bei Strel} zeigen Neurone eine signifikante CDK5 Veranderung. Unter
neuropathologischen Bedingungen wurde eine vermehrte Calpain abhangige Spaltung der
CDKS5 Aktivatorproteine und eine daraus resultierende erhohte CDKS5- Aktivitat beobachtet.
Neben den Hinweisen, dass eine abnormal erhohte CDK5- Aktivitdt die Apoptose

begunstigt, gibt es auch Evidenzen, dass CDK5 eine wichtige Funktion im neuronalen

21



Einleitung

Uberleben austibt. Daher ist es denkbar, dass der bevorzugte Effekt von CDK5 bei Stress
von Faktoren wie Intensitat, Dauer und subzelluldrer Lokalisation der CDK5- Aktivitét
abhéngt.

Studien in verschiedenen neuronalen Zelltodmodellen zeigen eine wichtige Funktion von
Calpain bei der Aktivierung von CDKS5. Dies steht im Einklang zu der erhohten intra-
zelluléren Calciumkonzentration wahrend der Apoptose. So konnte zum Beispiel eine ver-
starkte Spaltung der Aktivatorproteine p35 oder p39 in Zellkulturen nach Behandlung mit
lonophoren, Glutamatsdure, H,O, oder Staurosporin beobachtet werden (Canudas et al.
2004, Kusakawa et al. 2000, Lee et al. 2000, Nath et al. 2000, Patzke und Tsai 2002). Eine
ebensolche Calpain abhéngige Spaltung wurde bei Ischdamie beobachtet (Lee et al. 2000,
Nath et al. 2000, Patzke und Tsai 2002).

In neuronalen Kulturen wurde ein verstarktes wie auch vermindertes Proteinlevel von CDK5
und p35 unter toxischen Bedingungen nachgewiesen. In spéteren Apoptosestadien schien
CDKS5 und p35 in vivo in den Zellkernen und Korpern akkumuliert zu sein (Henchcliffe und
Burke 1997, Neystat et al. 2001). In Gehirnen von Ratten wurde p35 und CDK5 besonders
h&ufig im Zytoplasma und in den Kernen nach Verschluss der mittleren Arteria cerebri
media beobachtet (Hayashi et al. 1999). Bei der Alzeimer’schen Krankheit wurde ebenfalls
eine neuronale Akkumulation von CDKS5 beobachtet (Yamaguchi et al. 1996). Das hdchste
CDKS5 Proteinlevel wurde in Neuronen detektiert, die eine geringe Phosphorylierung von
Tau aufwiesen, was daraufhin deutet, dass CDKS5 (berwiegend in Neuronen mit friher
Neurofibrillendegradation exprimiert wird (Pei et al 1998). Eine erhthte CDK5 Expression
konnte ebenfalls in Motorneuronen von ALS Patienten nachgewiesen werden (Bajaj et al.
1998, Nakamura et al. 1997). Ubereinstimmend hierzu wiesen Mause, die mutierte
Superoxid Dismutase 1 (SOD1) uberexprimieren eine Anh&ufung von CDKS5 innerhalb der
spinalen Motorneurone auf. Ebenso wurde in diesen Tieren eine erhéhte Spaltung von p35
zu p25 sowie eine erhohte CDK5- Aktivitadt im Rickenmark nachgewiesen (Nguyen et al.
2001). Des Weiteren konnte CDK5 und p35 in Lewi Bodys bei der Parkinsonschen
Erkrankung detektiert werden (Brion und Couck 1995). In M&usen, welche mit MPTP
behandelt wurden, um eine dopaminerge Depletion zu induzieren, konnte ebenso eine
gesteigerte Expression von CDK5 und Calpain abhdngige Spaltung von p35 in
dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra beobachtet werden (Smith et al. 2003).
Weiterhin wurde auch in einem Tiermodel fiir multiple Sklerose eine erhohte Spaltung von
p35 durch Calpain nachgewiesen (Schneider et al. 2004).

22



Einleitung

In neuronalen Zellkulturen wurde die Apoptose, induziert durch R-Amyloid, Colchicin oder
Staurosporin, durch spezifische CDKS5 Inhibitoren verhindert (Alvarez et al. 2001, Lee et al.
2000, Weishaupt et al. 2003). Ebenso filhrte die Uberexpression einer dominant negativen
Mutante von CDKS5 zu einer verminderten Glutamtat- induzierten Apoptose (Gong et al.
2003). In einem Ischdmie-Modell konnte gezeigt werden, dass CDKS5 den Zelltod verstérkt,
wohingegen eine Hemmung von CDKS5 durch Virus vermittelte Uberexprimierung einer
dominant negativen Mutante zu einer Abschwachung des Zelltodes im Hippocampus fuhrt
(Wang et al. 2003). In Tiermodellen fir neuronale degenerative Erkrankungen resultiert eine
CDKS5 Hemmung in einer verminderten neuronalen Degeneration (Smith et al. 2003) oder in

einer verminderten Phosphorylierung von Tau (Zhang et al. 2004).

Neuronales Uberleben Neuronale Apoptose
ErbB Apoptose- NMDA
Rezeptor stimulus Rezeptor
fBax
JNK )53
@ ‘ l fc “

A
@ Cytochrom c
@ @ Freisetzung
Apaf- > ﬁﬁ‘

@ tAP- 1 Procaspase -9
Transkription
1 Tou MEFZ‘3
@ Phosphorylierung
\ Apoptose Caspase -3,6,7

Abbildung 9: Funktion der Cyklin-abhéangigen Kinase 5.

Schematische Zusammenfassung der im text zitierten Befunde zur Wirkweise vonCDKS5.

Verschiedene molekulare Mechanismen sind bekannt, durch die CDK5 den Prozess der
Apoptose beeinflusst. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass durch eine CDK5 vermittelte
Phosphorylierung von p53 der Expressionslevel des p53 Transkriptionsfaktors ansteigt und
somit die Expression von Bax stimuliert (Zhang et al. 2002). Die durch CDK5 induzierte
Phosphorylierung verursachte Inhibition von MEK1 (mitogen-activated protein kinase 1)
hemmt die Phosphorylierung und Aktivierung von ERK1/2 (Sharma et al. 2002). Neben
MEKZ1 phosphoryliert CDK5 den RasGRF2 Faktor (Ras guanine nucleotide releasing factor
2), wodurch die Ras und ERK1/2 Aktivitat vermindert wird (Kesavapany et al. 2004). Die
Phosphorylierung des fur das Zelluberleben notwendigen Transkriptionsfaktors MEF2

(myocyte enhancer factor 2) durch CDK5 hemmt diesen und begunstigt somit die Apoptose
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(Gong et al. 2003). Da CDK5 spezifische Inhibitoren mitochondriale Fehlfunktionen
blockieren konnen, kann davon ausgegangen werden, dass CDK5 sehr frih in die
Apoptosekaskade eingreift (Weishaupt et al. 2003).

Eine erhéhte p35/CDK5 Expression und/oder eine Calpain abhéngige Spaltung der CDK5
Aktivatorproteine ist haufig in der neuronalen Apoptosekaskade zufinden. Dennoch kann
keine klare Aussage getroffen werden, ob die Verédnderungen von CDKS5 ursachlich fur die
Apoptose oder eine Folgeerscheinung dessen ist.

Es existieren jedoch auch einige Evidenzen, dass CDK5 Apoptose nicht nur induzieren, son-
dern auch hemmen kann. So inhibiert CDKS5 proapoptotische Proteine wie zum Beispiel N-
terminale Kinase 3 c-Jun (JNK3) und verhindert somit den programmierten Zelltod (Yang et
al. 1997). Zur Familie der JNK’s gehdren neben JNK3 noch zwei weitere Proteine JNK1 und
JNK2. Alle drei Proteine sind an der sogenannten Stress- Kinasekaskade beteiligt, die zur
Apoptose fuhrt. Des Weiteren verhindert der CDK5 Inhibitor Roscovitin die Aktivierung der
Akt Kinase. Die wichtigsten Funktionen von CDK5 sind in Abbildung 9 graphisch

zusammengefasst.

24



Einleitung

1.3 Zielsetzung

Die Apoptose von Neuronen hat eine herausragende Bedeutung sowohl fir die System-
integritat als auch fur die Auslésung von Anomalien im zentralen Nervensystem. Fur viele
neurodegenerative Erkrankungen wie z.B.den Morbus Parkinson scheint eine Steuerung und
gezielte Unterdriickung des programmierten Zelltodes ein zielfihrender Therapieansatz zu
sein.

Die Mitochondrien nehmen in der intrinsischen Apoptosekaskade eine zentrale Funktion
wahr, da sie Cytochrom c ausschitten, das den unumkehrbaren Ablauf der Apoptose
einleitet (Kroemer und Reed 2000). Ungeklart ist hierbei der Zusammenhang zwischen der
Freisetzung von Cytochrom ¢ und der Zerteilung der Mitochondrien, die im Verlauf der
Apoptose stattfindet. Insbesondere ist unklar, ob eine Unterdriickung des mitochondrialen
Zerteilungsprozesses die Apoptose von Neuronen verhindert.

Ziel dieser Arbeit ist zunédchst die Charakterisierung der mitochondrialen Mechanismen,
durch die der Zerfall der Mitochondrien wahrend der Apoptose gesteuert wird. Hierbei soll
insbesondere untersucht werden, ob die Steuerung des mitochondrialen Zerfalls den Verlauf
der Apoptose beeinflusst. Damit soll geklart werden, ob der mitochondriale Zerfall ein Teil
der Apoptosekaskade ist oder eine unabhangig neben dem Apoptoseprozess stattfindende
Veranderung der Zelle darstellt.

Des Weiteren soll nach Regulationsmechanismen der mitochondrialen Zerteilung gesucht
werden, die nach Mdglichkeit eine medikamentdse Beeinflussung erlauben. Hierbei ist wie-
derum die Einflussnahme auf den Ablauf der Apoptose von besonderer Bedeutung.

Die Experimente wurden an dopaminergen Neuronen in Kultur durchgefiinrt, um die Uber-
tragung der Resultate auf ein Modell der Parkinson-Krankheit zu ermdglichen. Die Daten
aus den Zellkulturen sollen in primaren Mittelhirnneuronen verifiziert werden, um zu prifen,
ob Effekte allgemeiner Natur sind oder lediglich Besonderheiten der kultivierten neuronalen

Zelllinie darstellen.
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2 Material und Methoden
Die héufig eingesetzten Puffer und Medien werden im Text nur mit ihren
Namen/Abkirzungen genannt. Die genauen Zusammensetzungen sind in Kapitel 2.5 ange-

geben.

2.1 Verwendete Zelltypen

2.1.1 Kultur von CSM 14.1 Neuronen

In der vorliegenden Arbeit wurden Uberwiegend CSM14.1 Neurone verwendet (siehe
Abbildung 10). CSM14.1 Neurone sind immortalisierte, nigrostriatale Rattenzellen (Haas
und Wree 2002). Die Neurone kdnnen als dopaminerge Zelllinie charakterisiert werden, da
sie die dopaminergen Marker Nurrl, Tyrosin Hydroxylase und ALDH2 exprimieren. Bei
32°C, 5% CO, und Wasserdampf-gesattigter Atmosphére wurden die Neurone in
Kulturmedium (DMEM Vollmedium, PAA, Colbe) befillten 10 cm & Zellkulturschalen
(Greiner bio-one, Solingen) kultiviert (Inkubator: Function line, Heraeus, Hannover). Die
Zellen besitzen ein Temperatur-sensitives Antigen tber das sie differenziert werden konnen.
Die Differenzierung erfolgte durch Kultivierung der Neurone fir 14 Tage bei erhohter
Inkubationstemperatur von 39°C anstatt 32°C unter ansonst gleichen Bedingungen. Wahrend
der Differenzierung entwickeln die Zellen einen neuronalen Phanotyp sowie ein vergréfiertes
Zytoplasma, was die Beobachtung der Mitochondrienmorphologie vereinfachtete. In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich differenzierte CSM14.1 Neurone (dCSM14.1)
genutzt.

Sobald die CSM14.1 bzw. dCSM14.1 Neurone nahezu konfluent (ca. 90 % Fl&chen-
belegung) gewachsen waren, wurden sie auf eine neue Kulturschale passagiert (in der Regel
alle 3-4 Tage). Zum Passagieren unter sterilen Bedingungen (biologische Sicherheitssteril-
werkbank, Heraguard, Heraeus, Hannover) wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Neurone einmal mit PBS gewaschen. Zum Losen des Zellrasens wurden 3 ml 1%-ige
Trypsinlosung (PAA, Colbe) auf die Platten gegeben. Sobald sich der Zellrasen geldst hatte
wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefal3 uberfuhrt und 6 ml Kulturmedium zu den
Neuronen gegeben. Das in dem Kulturmedium enthaltene fotale Kalberserum (PAA, Colbe)
inaktiviert das Trypsin. Die Neurone wurden 5 min mit 1500 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden sie in 1 ml Kulturmedium re-
suspendiert und ca. 150 pl der Neuronenldsung auf neue Kulturschalen ausplattiert, welche

bis zur erneuten Passagierung kultiviert wurden.
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Zur Bestimmung einer definierten Zellzahl wurde nach dem Resuspendieren des Pellets eine
Probe der Neuronensuspension von 10 ul enthommen, mit 90 pul Trypanblau (Sigma,
Steinheim) versetzt und die Zellen lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zéhlkammer
(Hecht-Assistent, Sondheim) ausgezéhlt, so dass der Neuronengehalt der Suspension
bestimmt wurde und anschlieBend ein definiertes Suspensionsvolumen ausplattiert werden
konnte.

Um einen Vorrat an dCSM14.1 Neuronen zu erhalten wurden die Zellen anstatt in einem
Milliliter Kulturmedium in 750 pl Einfrierldsung resuspendiert und in Kryoréhrchen (Nunc,
Wiesbaden) zunachst bei -20°C eingefroren. Nach 1-2 h wurden die Kryortéhrchen in flis-
sigen Stickstoff Gberfihrt, wo sie bis zum Gebrauch verblieben.

Die eingefrorenen Neurone wurden nach schnellem Auftauen bei 37°C in eine 10 cm &
Kulturschale befillt mit Kulturmedium Gberfiihrt und unter den tblichen Bedingungen er-

neut kultiviert.

Abbildung 10: dCSM14.1 Neurone.

Abgebildet ist ein Phasenkontrastbild (10-fach vergréBert) einer differenzierten dCSM14.1 Kultur. Die Zellen
weisen ein groRes Zytoplasma auf sowie kurze Fortsatze.

2.1.2 Kultur von priméaren Mittelhirnneuronen

Adulte weibliche Ratten (Hannover-Wistar, Charles River/Sulzfeld) wurden am 14. Tag
nach Verpaarung durch CO,-Begasung getotet. Der Bauch wurde mit Ethanol (70 %) ge-
reinigt und das Peritoneum gedffnet. Die Uteri wurden enthommen, in CMF-Medium Uber-
fihrt und gedffnet. Die gewonnenen Embryonen wurden sofort in neues eiskaltes
CMF-Medium transferiert. Die folgenden Schritte fanden in eiskaltem CMF - Medium unter
visueller Kontrolle mit einem binokularen Mikroskop statt (Stemi 2000, Zeiss, Gottingen).
Zuerst wurde der Kopf der Embryonen abgetrennt und das Gehirn entnommen. Der
Hirnstamm wurde isoliert, die Hirnh&ute entfernt und die Verbindung zwischen

Diencephalon und Mesencephalon durchtrennt. Als Referenz diente hierbei die Colliculi des
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Diencephalons. Der Hirnstamm wurde mit der dorsalen Seite nach unten ausgerichtet. Das
Tektum wurde ausgebreitet und der rostrale Teil des ventralen Hirnstammes sowie der
rostrale Teil des Tektums entfernt. Der mediale Teil des verbleibenden rostralen
Hirnstammes (ca. 1,0 mm?®) wurde herausgeschnitten und in ein mit eiskaltem CMF-Medium
befullten ReaktionsgefaR tberfiihrt.

Alle so préaparierten Gewebestiicke wurden gesammelt und anschlielend zentrifugiert
(700 rpm, 4 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet 15 min mit 750 pl
Trypsin (0,25 %) im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Trypsin mit 750 pl
eiskaltem fotalen Kalberserum (FCS) inaktiviert und die Suspension 3 min lang bei Raum-
temperatur mit 40 ul DNAse (10 mg/ml; Sigma, Steinheim) versetzt. Bei der vorsichtigen
Trituierung mittels einer flammengerundeten silanisierten Pasteur-Pipette wurden die Gewe-
bestlicke mechanisch dissoziiert. Nach Absetzen der verbliebenen Gewebestiicke wurde der
Uberstand in ein neues GefaR tberfuhrt und das nicht dissoziierte Gewebe zum zweiten mal
einer Trypsinierung und Trituierung unterzogen. Die so gewonnene Zellsuspension wurde
erneut bei 700 rpm 4 min lang bei 4°C zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Mittelhirn-Kul-
turmedium (4°C) resuspendiert (fur Weiterbehandlung der Neurone siehe Kapitel 2.2.2.2.1)
und ausplattiert (siehe Abbildung 11). Auszdhlungen ergaben, das die Kultur vorwiegend
GABAerge und bis zu 20 % TH-positive Neurone enthielt. Diese stellen samtliche Neurone
des dopaminergen Phéanotyps dar, da durch die Topographie des Praparationsgebietes die
ebenfalls TH-positiven noradrendergen und adrenergen Neurone ausgeschlossen wurden
(Shimoda et al. 1992).

Abbildung 11: Primé&re Mittelhirnkultur.

Dargestellt ist ein Phasenkontrastbild (20-fach vergréRert) einer primaren Mittelhirnkultur. Die Neurone bilden
lange Fortsétze aus und nehmen somit Kontakt zu anderen Neuronen auf.

Zur  besseren Haftung der Primérneurone erfolgt die Kultivierung  auf
Poly-L-Ornithin/Laminin  (Sigma, Steinheim) beschichteten Zellkulturplatten. Zur
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Beschichtung wurden die Platten fir mindestens 4 h mit Poly-L-Ornithin (0,1 mg/ml) bei
Raumtemperatur benetzt. Nach zweimaligem waschen mit destilliertem Wasser wurden die
Platten mit Laminin (1 pg/ml) Gberschichtet und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. VVor der
Zellaussaat wurden die Platten nochmals mit DMEM-F12 (PAA, Colbe) gewaschen. Eine
gute Haftung der Primérneurone wurde erzielt, wenn die Platten nicht langer als 48 h vor
Zellaussaat beschichtet wurden.

Die priméaren Mittelhirnkulturen wurden bei 37°C, 5% CO, und Wasserdampf-gesattigter
Atmosphére kultiviert (Inkubator: Function line, Heraeus, Hannover). Die Lebensdauer der
Kultur betrug ca. 10 Tage. Medienwechsel erfolgten jeweils am 1. Tag nach der Préparation

und darauffolgend an jedem zweiten Tag.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Plasmide verwendet (siehe Tabelle 3). Es
wurde unterschieden zwischen Plasmiden, die nur zur Markierung der Mitochondrien
dienten und solchen deren Einfluss auf die mitochondriale Zerteilung untersucht werden
sollte.

Die Plasmide wurden durch unterschiedliche Transfektionsverfahren in die Neurone einge-
bracht (siehe Kapitel 2.2.2). Der Mechanismus der Transfektion ist noch nicht genau be-
kannt, es wird davon ausgegangen, dass die transfizierte DNS in das Zytoplasma der Zelle
gelangt und in den Zellkern transportiert wird. Die DNS wird dort transkribiert, wobei eine
komplementare mRNS entsteht. Diese wird aus dem Zellkern zu den Ribosomen ins Zyto-
plasma transportiert und dort translatiert.

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Bewertung der mitochondrialen Morpho-
logie im Verlauf der Apoptose. Alle Neurone wurden mit den Plasmiden pDsRed2-Mito
oder mito-GFP transfiziert, da diese Plasmide ein Sequenzstiick der Untereinheit 4 der
Cytochrom ¢ Oxidase enthielten und ihre Expression zu einer spezifischen Markierung der
Mitochondrien fiihrte. Des Weiteren sollte der Einfluss von verschiedenen Proteinen auf die
mitochondriale Morphologie und Apoptose untersucht werden. Hierzu wurden
Kotransfektionen mit dem zu untersuchenden Plasmid durchgefuhrt.

Fisl und Drpl sind funktionell in der mitochondrialen Zerteilung involviert (siehe Kapitel
1.1.5.1). Es sollte untersucht werden, ob die Expression der Proteine einen Einfluss auf die
neuronale Apoptose (siehe Kapitel 2.4.3) sowie auf die Morphologie der Mitochondrien
(siehe Kapitel 2.4.4 und 2.4.5) besalR. Dazu wurden Kotransfektionen mit Drplkssa-ECFP
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einer dominant negativen Mutante von Drpl-ECFP durchgefuhrt. Die dominant negative
Mutante kann wie Drpl transkribiert und translatiert werden, ist jedoch auf Grund der

Punktmutation nicht funktionsfahig.

Plasmid Lokalisation mitochondriale Funktion Excitations- Emissions-
Maximum [nm] | Maximum
[nm]
pDsRed2-Mito Mitochondrien Markierung der Mitochondrien | 543 590
mt-GFP Mitochondrien Markierung der Mitochondrien | 488 525
Fis-GFP Mitochondrien | Regulation der mitochondrialen | 488 525
Zerteilung
CDK5-GFP Zytoplasma unbekannt 488 525
CDK5y144-GFP Zytoplasma unbekannt 488 525
Drpl-ECFP Zytoplasma/ Regulation der mitochondrialen | 543 475
Mitochondrien | Zerteilung
Drplkssa-ECFP Zytoplasma/ Hemmung der mitochondrialen | 543 475
Mitochondrien | Zerteilung
p25-GFP Zytoplasma/Kern | unbekannt 488 525
p35 Zytoplasma/Kern | unbekannt - -

Tabelle 3: In dieser Tabelle sind die verwendeten Plasmide und Vektoren zusammengefasst.

Die Plasmide pDsRed2-Mito und mito-GFP besitzen ein Sequenzstiick der Untereinheit 4 der Cytochrom ¢ Oxi-
dase, so dass die Transfektion mit ihnen ausschlieBlich der Darstellung der Mitochondrien dienten. Transfek-
tionen mit Fis-GFP, CDK5-GFP und Drpl-ECFP wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der Expression der
Plasmide auf die mitochondriale Morphologie bzw. die neuronale Apoptose zu untersuchen. Hierfiir wurden
zusétzlich die dominant negativen Mutanten CDK5y144-GFP und Drplyzga-ECFP verwendet. p25-GFP und p35
sind die beiden spezifischen Aktivatorproteine von CDKS5 und wurden daher immer mit CDKS5 kotransfiziert.
Des Weiteren ist der Tabelle die Lokalisation der Proteine innerhalb der Zelle zu entnehmen bzw. welche mito-
chondrialen Funktionen sie besitzen.

Alle Plasmide bis auf das p35 Plasmide waren mit einem Fluorophor fusioniert, so dass die Expression der
Plasmide mittels eines Fluoreszenzmikroskops geprift werden konnte. Die Excitations- und Emissionsmaxima
der einzelnen Plasmide sind ebenfalls aufgelistet.

Der Einfluss von CDK5 auf die Mitochondrien ist vollig unbekannt und wurde erst in der
vorliegenden Arbeit beleuchtet. Dies erfolgte durch Transfektionen mit CDK5-GFP sowie
der dominant negativen Mutante CDK5y144-GFP. Transfektionen von CDK5 wurden immer
in Kombination mit p25-GFP oder p35 durchgefuhrt, da dies die beiden Aktivatorproteine
von CDKS5 sind (siehe Kapitel 1.2.1). Neben dem Einfluss auf die mitochondriale Morpho-
logie wahrend der Apoptose wurde ebenfalls untersucht, welche Wirkung die Expression
von p25/CDKS5 oder CDKb5y144-GFP auf die Apoptose hat.

Alle Plasmide bis auf das p35-Plasmid waren mit einem Fluorophor fusioniert, somit konnte

ihre Expression mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Axiovert200, Zeiss, Goéttingen) uber-
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pruft werden. Die Excitations- und Emissionsmaxima der einzelnen Plasmide sind der
Tabelle 3 zu entnehmen. Alle Plasmide enthielten eine Antibiotika-Resistenz und konnten

Uber diese selektiert werden.

2.2.1.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen

Zur Vervielféaltigung der Plasmide werden transformationskompetente E. coli Zellen
(Invitrogen, Karlsruhe) bendtigt. Diese Zellen sind in der Lage, freie DNS aufzunehmen und
zu vervielfachen. Um Fremd-DNS in Bakterien einschleusen zu kdnnen, mussen die Zellen
zundchst in den Zustand der Kompetenz gebracht werden.

Hiezu wurden 500 ml LB-Medium mit einer E .coli-DH5a-Kolonie angeimpft und bei 37°C
bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODs7g etwa 0,5) kultiviert. Die Bakteriensuspen-
sion wurde 30 min bei 4°C und 3000 rpm abzentrifugiert und in 250 ml steriler 50 mM
CaCl, Losung resuspendiert. Die Zellen wurden fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert, er-
neut abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Zellen in 25 ml Einfrierlésung re-
suspendiert und eine Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen aliquotiert und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.1.2 Transformation von E .coli Zellen

Das Einschleusen der Plasmide in transformationskompetente E .coli DH5a-Bakterien er-
folgte durch eine Calciumchlorid-vermittelte Transformation mit Hilfe von schneller Tempe-
raturdnderung. Fir die Transformation wurden jeweils 100 pl kompetente E. coli-Bakterien
(Herstellung siehe Kapitel 2.2.1.1) mit je 100 ng Plasmid DNS versetzt. Nach Inkubation des
Ansatzes 30 min lang auf Eis wurde dieser einem Hitzeschock bei 42°C fur 45 sec ausgesetzt
und anschlieBend sofort auf Eis fur 2 min abgekihlt. Zur Vermehrung der Bakterien wurden
die Proben in je 200 pl sterilem SOC-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37°C in-
kubiert. Ein selektives Wachstum von einzelnen Bakterienkolonien wurden durch das Aus-
streichen der Bakterien auf LB-Agar-Platten mit 100 ug/ml Ampicillin oder 40 pg/mi
Kanamycin erreicht. Die Platten wurden Uber Nacht kopfiiber bei 37°C inkubiert und danach

bei 4°C gelagert.

2.2.1.3 lIsolierung von Plasmid DNS aus E . coli

Zur Herstellung grolRerer Mengen Plasmid-DNS wurden einzelne Klone der LB-Agar-
Platten (siehe Kapitel 2.2.1.2) gepickt und in flussiges Antibiotika-haltiges LB-Medium
(3 ml fir Mini-Praparation, 200 ml fir Maxi-Praparation) tberfuhrt. Die Kulturen wurden
uber Nacht bei 37°C in einem Schuttler (Thermoshake, Gerhardt) inkubiert.
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Die Préparation der Plasmid-DNS aus E .coli erfolgte unter Verwendung von Plas-
mid-Praparations-Kits (Marchinnery und Nagel: NucleoSpin®Plasmid, Qiagen: Plasmid
Maxi Kit) nach Herstellerangaben. Das Prinzip beruht bei beiden Kits auf der alkalischen
Lyse der Zellen (Birnboim und Doly 1979) und der DNS-Adsorption an Silikat bei hohen
Salzkonzentrationen. Die Konzentration der DNS wurde mit einer photospektrometrischen
Messung (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg) bei einer Wellenldnge von 260 nm be-
stimmt. Die Bestimmung beruht auf der Tatsache, dass die OD einer 50 pug/ml konzentrierten
DNS-Lo6sung bei einer Wellenldange von 260 nm eins betragt. Des Weiteren wurde die OD
bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt, da das Absorptionsmaximum flr Proteine, ba-
sierend auf der Absorption der aromatischen Aminoséurereste, bei 280 nm liegt. Durch Be-
stimmung des Verhaltnisses von OD2g zu ODygy konnte ermittelt werden, wie stark die
DNS-Lo6sung durch Proteinreste verunreinigt ist. Der Quotient von OD,g0/OD2gp sollte zwi-
schen 1,6 und 1,8 liegen. Die Plasmid-DNS wurde bei 4°C gelagert.

2.2.2 Transfektionen

Die Expression von exogenen Proteinen in den Neuronen wurde durch die Transfektion mit
Plasmiden (siehe Kapitel 2.2.1) erreicht. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei ver-
schiedene Transfektionsverfahren angewendet. Bei der Transfektion mit Lipofectamine wird
die Plasmid-DNS mit Hilfe von kationischen Liposomen in die Zellen eingebracht. Bei der
Elektroporation dagegen wird die Zellmembran durch Spannungspulse fur die DNS permea-
belisiert. Die verwendeten Plasmide (siehe Tabelle 3) besallen einen eukaryontischen Pro-

motor und konnten daher in der Zielzelle exprimiert werden.

2.2.2.1 Transiente Transfektion mittels Lipofectamine

Es wird zwischen transienten und stabilen Transfektionen unterschieden, in der vorliegenden
Arbeit wurden ausschliellich transiente Transfektionen durchgefiihrt. Die Expression des
transfizierten Plasmides konnte an bis zu finf Tagen beobachtet werden. dCSM14.1
Neurone wurden dazu mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 (Invitrogen,

Karlsruhe) transfiziert, um eine hohe Transfektionseffizienz zu erhalten.

2.2.2.1.1 DNS Transfektion

Fur die Plasmid-DNS Transfektionen wurden die Neurone einen Tag zuvor in Zellkultur-

schalen verschiedener GroRRe (Acht bzw. 24 well Platten) ausplattiert. Fur eine gute Trans-

fektionseffizienz erwies es sich als nitzlich, wenn die Zellen am Tag der Transfektion eine

Konfluenz von ca. 60-70 % besaRen. Fir Transfektionen einer Acht well Platte wurde pro

well 0,3 pg des zu untersuchenden Plasmids sowie 0,75 pl Lipofectamineldsung in jeweils
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37,5 pl Opti-MEM Medium (PAA, Colbe) verdinnt und 5 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die entsprechenden Volumen- und Konzentrationsangaben fur die Transfektion
einer 24 well Platte sind der Tabelle 4 zu entnehmen. AnschlieBend wurden beide Ansatze
vereint, gemischt und fur weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch ein
DNS-Lipofectamine-Komplex gebildet wurde. Das Kulturmedium wurde von den
Zellkulturplatten entfernt, die Neurone einmalig mit PBS gewaschen und 75 pl frisches
Medium pro well einer Acht well Platte zugegeben. Das neue Medium enthielt im Gegensatz
zu dem normalen Kulturmedium kein FCS und keine Antibiotikazusatze, da diese die
Transfektion negativ beeinflussen.

Nach Ablauf der 20 minutigen Inkubationszeit wurde der DNS/Lipofectamine-Komplex zu
den Neuronen gegeben. Nach vier stundiger Inkubation wurde das Medium von den Neu-
ronen abgenommen und nach einem PBS-Waschschritt durch frisches Kulturmedium ersetzt.
Dieses Medium enthielt nun wieder die entsprechenden Antibiotika- und FCS Zusétze.

2.2.2.1.2 Kotransfektionen von DNS und siRNS

Bei der RNS-Interferenz handelt es sich um eine Methode der Gen-Ausschaltung auf mRNS-
Ebene. In die Zielzelle werden kurze doppelstrangige RNS-Fragmente eingeschleust, die so-
genannten small interfering RNSs (siRNSs). Hierdurch schneiden Endonucleasen der Zelle

die zur siRNS komplementére zelleigene mRNS.

KulturgefdR  [Oberflache |Kulturmedium [DNS [siRNS [pmol] [Lipofectamine 2000/0Opti-MEM [ul]
eines  wells|[ul] [ug] [l]
[cm’]
Acht-well Platte|0,45 75 0,3 7,5 0,75 2x 37,5
24-well Platte |2 400 0,8 20 2,0 2x 50

Tabelle 4: Konzentration von DNS, siRNS und Volumen von Lipofectamine in Abhangigkeit des Kultur-
gefalies.

Die Tabelle gibt die entsprechenden Konzentrations- bzw. Volumenangaben an, die wéhrend einer Transfektion
mit Lipofectamine 2000 bendtigt werden.
Die Konzentrations- bzw. Volumenangaben sind abh&ngig von der Oberflache des verwendeten Kulturgeféles.

SiRNS CDK5 Kontroll-siRNS

sense GAG GAU CUU UCG ACU GCU A GCA AGC UGA CCCUGA AGU UCA U
antisense UAG CAG UCG AAAGAUCCUC GAA CUU CAG GGU CAG CUU GCC G
Zielsequenz | AAG AGG ATC TTT CGACTG CTA |CGG CAA GCT GAC CCT GAAGTT CAT

Tabelle 5: Sequenzen der verwendeten siRNS’s.
Die Tabelle gibt die Sequenzen der CDK5- und Kontroll siRNA an.
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Die siRNS gegen CDKS5 wurde von der Firma Qiagen bezogen. Sie enthielten am 5 Ende
eine Fluoreszenzmodifikation (Cy3), so dass nach den Transfektionen ermittelt werden
konnte, welche Neurone transfiziert worden waren. Das Emissionsspektrum von Cy3 liegt
bei 568 nm, das Excitationsmaximum bei 544 nm. Um sicherzustellen das der beobachtete
Effekt nicht auf die Prozedur der Transfektion zuriickzufuhren war, sondern spezifisch auf
die transfizierte CDKS5 siRNS wurden Transfektionen in Kontrollexperimenten mit einer un-
funktionellen siRNS durchgefiihrt. Die Kontroll-siRNS wurden ebenfalls von Qiagen
bezogen. Tabelle 5 enthélt die Sequenzen der verwendeten siRNSs sowie deren Zielsequenz.
Die siRNS Transfektionen wurden wie die DNS Transfektionen mit dem Tranfektions-
reagenz Lipofectamine 2000 durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.2.1.1). Fur Studien zum Ein-
fluss von CDK5 auf die mitochondriale Zerteilung wurden die Neurone mit siRNS und
Plasmid-DNS kotransfiziert. Als Plasmid DNS wurde mito-GFP verwendet. Die ent-
sprechenden Konzentrationen und Volumina von DNS, siRNS und Lipofectamine sind der

Tabelle 4 zu entnehmen.

2.2.2.2 Transiente Transfektion mittels Elektroporation

Im Gegensatz zu der Lipofectamine 2000 gesteuerten Transfektion der dCSM14.1 Neurone
wurden die priméren Mittelhirnneurone mittels Elektroporation (Nucleofector, Amaxa,
K&ln) transient transfiziert. Diese Methode ist weniger toxisch fiir die Zellen als die Be-
handlung mit Lipofectamine und wurde daher ausschlieBlich fir Transfektionen primérer

Mittelhirnneurone verwendet.

2.2.2.2.1 DNS Transfektionen

Fur DNS Transfektionen wurde das ,Basic Nucleofector Kit; Primary Neurons*
(Nucleofector, Amaxa, Koln) nach Hersteller-Angaben verwendet. Die Transfektion erfolgte
sofort nach der Préparation der priméren Mittelhirnkulturen (siehe Kapitel 2.1.2). Fir jeden
Ansatz wurden 2x10° Neurone und 2 pg Plasmid-DNS verwendet. Die Zellen wurden 5 min
bei 700 rpm und 4°C zentrifugiert, das Mittelhirnmedium abgenommen und das Zellpellet in
90 pl Nucleofector™Solution resuspendiert. 2 pg der zu transfizierenden DNS wurden in
10 pul H,O verdunnt und zu den 90 pl gegeben. Die Losung wurde in die Elektroporations-
kivette Uberfiihrt wobei Luftblasen vermieden wurden und elektroporiert (Programm O-003,
Nucleofector, Amaxa, Koln). Die elektroporierten Zellen wurden in 500 ul 37°C
vorgewarmtes Mittelhirn-Medium transferiert und auf beschichteten Zellkulturplatten

ausgesat (siehe Kapitel 2.1.2).
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2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Zelllysierung

Um eine Gesamtproteinfraktion von Zellen zu erhalten wurden diese lysiert. Dabei wurden
die Membranen der Zellen durch Hochsalz und verschiedene Detergenzien solubilisiert und
Proteinkomplexe teilweise zerstort, so dass die Proteine frei vorliegen. Vor der Lysierung
wurden die Neurone einmalig mit PBS gewaschen. Die Lysierung dieser erfolgte durch die
Inkubation mit Lysepuffer. Das Volumen des Lysepuffers richtete sich nach der GroRe der
verwendeten Kulturschale (24-well Platte: 25 pl/well, 6-well Platte: 75 pl/well, 10 cm &
Kulturschale: 500 ul/well). Die Neurone wurden mit einem Zellschaber von der Platte
geldst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfihrt und 20 min auf Eis inkubiert. Bei der
anschlieBenden Zentrifugation (13.000 rpm, 15 min, 4°C) wurden alle unlésliche Stoffe (z.B.
DNS) abzentrifugiert. Der Proteinhaltige Uberstand wurde bis zur weiteren Analyse bei —

20°C gelagert.

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte durch das BCA-Assay Reagenz (Pierce, USA). Der Test be-
ruht auf der Biuret-Reaktion, bei der Proteine in alkalischer Umgebung Cu?* zu Cu** redu-
zieren. Cu'* bildet mit dem BCA Reagenz (Bicinchoninsaure) einen lilafarbigen Komplex,
da er fir Licht einer Wellenldnge von 562 nm eine deutliche, ausgepragte Absorption auf-
weist. Der Messbereich liegt in einem Konzentrationsbereich von ca. 20 pg/ml bis
2000 pg/ml.

Die Konzentrationsmessung des Proteinlysates erfolgte in einer Doppelbestimmung. Dazu
wurden die Reagenzien A und B (BCA-Kit, Pierce, USA) im Verhaltnis 50:1 gemischt. Die
notige Anzahl an wells einer 96 well Platte (Nunc, Wiesbaden) wurden jeweils mit 200 pl
der L6sung und 1 pl Proteinlysat beftllt. Nach einer Inkubation tiber 30 min bei 37°C wurde
in einem Elisa-Reader (Rainbow, Tecan, Crailsheim) die Absorption der einzelnen Proben
bei 562 nm bestimmt. Zundchst wurde mit Proben bekannter Proteinkonzentration eine
Eichkurve erstellt. Die lineare Regressionsgerade dieser Eichkurve wurde zur Ermittlung der

unbekannten Proteinkonzentrationen genutzt.

2.3.3 Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse werden in einem SDS-Gel (sodium-dodeclylsulfat)
elektrophoretisch aufgetrennte Proteingemische auf eine Membran transferiert. Die Proteine
werden anschlieBend mit Hilfe von z.B. Meerrettich-Peroxidase-markierten Antikdrpern

sichtbar gemacht.
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2.3.3.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen erfolgte durch vertikale,
diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach
Laemmli (Laemmli 1970) in dem Biorad Mini-PROTEAN 3 cell-System.

Die verwendeten Gele setzten sich aus einem 3,75 % igem Sammel- und einem 10 % igem
Trenngel zusammen. Die Trenngellésung wurde gemischt und die Polymerisation durch Zu-
gabe von TEMED (Radikalerzeuger) und APS (Start-Radikale) gestartet. Die Ldsung wurde
luftblasenfrei zwischen die Glasplatten der Gelkammer bis ca. 2 cm unter den oberen Rand
eingefullt und mit Isopropanol uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde
das Isopropanol entfernt und das Trenngel mit der Sammelgellésung uberschichtet. Der Gel-
kamm wurde eingesetzt und nach der Polymerisation des Gels wieder entfernt. Der Uber-
gang vom Sammelgel zum Trenngel mit einem pH- Sprung von 6,8 auf 8,8 diente der
Fokussierung der Proteine.

Die Proben (20 ug Protein) wurden mit 1,7 pul SDS-Probenpuffer versetzt und vor dem Auf-
trag 5 min bei 95°C denaturiert. SDS ist ein stark negativ geladenes Detergenz, welches an
die hydrophoben Regionen der Proteine bindet, wodurch sich diese zu gestreckten Poly-
peptidketten entfalten. Dadurch verlieren die Proteine ihre Assoziationen mit anderen Pro-
teinen und liegen freildslich in der Losung vor. Der SDS Probenpuffer enthalt Mercapto-
ethanol, welches die S-S Briicken zwischen den Proteinen aufldst, so dass alle Polypeptide,
die ein aus vielen Untereinheiten bestehendes Molekil aufbauen, getrennt analysiert werden
kénnen. Das SDS lagert sich an die Hauptkette der Proteine an und verleiht ihnen eine nega-
tive Ladung. Beim Anlegen eines elektrischen Feldes wanderten die in SDS-Micellen ein-
gelagerten Proteine zur Anode und wurden durch den Siebeffekt des Gelmaterials gebremst,
wobei kleinere Molekile schneller wandern als groRere.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte zwei Stunden lang in mit
Elektrophorese-Puffer befillten vertikalen Kammern (Biorad Mini-PROTEAN 3 cell-
Systems) bei 400 mA (Power Pac 300, Bio-Rad, Minchen). Nach Beendigung der
Elektrophorese wurden die Proteine auf Nitrozellulose- oder Polyvinyliden-Difluorid Mem-
branen Ubertragen (siehe Kapitel 2.3.3.2). Die auftrennten Proteine wurden an Hand ihrer
molekularen GroR3e charakterisiert. Als Molekulargewichtsstandard diente der Dual-Protein-
Marker (Biorad, Munchen).

2.3.3.2 Proteintransfer
Um die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine immunologisch nachweisen zu kdnnen,
mussen sie zundchst auf eine Nitrozellulose- (Schleicher & Schiill, Dassel) oder PVDF-
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Membran (Applichem, Darmstadt) tibertragen werden (Towbin et al. 1979). Dabei wurde die
Membran und das Gel zwischen Transfer-Puffer getrdnkte Whatman-3MM-Filterpapiere
(Roth, Karlsruhe) angeordnet, wobei die Membran néher zur Anode als das Gel zu liegen
kam. Der Transfer erfolgte im mit Transfer-Puffer befullten Mini-Protean 3 Blotting System
(Bio-Rad, Miinchen) tiber 1 h bei 4°C und 1 mA/cm? (Power Pac 300, Bio-Rad, Miinchen).

2.3.3.3 Antikorper Detektion

Um ein spezifisches Protein aus dem aufgetrennten Proteingemisch immunologisch nach-
weisen zu konnen wurden Antikorper gegen das Protein verwendet. Ein zweiter Meerrettich
Peroxidase-markierter Antikorper bindet den ersten und verstarkt somit das messbare Signal.
Bevor die Antikdrper-Detektion erfolgen konnte wurde die Membran drei mal 10 min in
TBS-T-Puffer gespllt und 1h bei Raumtemperatur in TBS-T-Puffer mit 5%
Magermilchpulver auf dem Kipp-Schuttler inkubiert (Polymax, Heidolph Instruments).
Dieser Schritt verhinderte unspezifische Bindungen des Primérantikérpers. AnschlieRend
wurde die Membran kurz mit TBS-T-Puffer gewaschen und tGber Nacht bei 4°C mit dem in
TBS-T-Puffer verdinnten Primarantikorper (siehe Tabelle 6) inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran drei mal 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (Verdunnung des Sekundarantikorpers siehe Tabelle 7) erfolgte tiber 1 h
bei Raumtemperatur auf einem Kipp-Schuttler (Polymax, Heidolph Instruments). Abermals
wurde die Membran drei mal 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen.

Die Detektion des zweiten mit Meerrettich-Peroxidase markierten Antikorpers erfolgte durch
ECL (,enhanced”; verstarkte Chemolumineszenz). Dazu wurde ein ECL-Detektionskit
(Pierce, USA) verwendet. Es wurde 1 ml der ECL-L6sung auf die Membran gegeben und
diese nach einer Minute wieder entfernt. Die Peroxidase am sekundaren Antikorper verur-
sacht enzymatisch eine Lichtreaktion des Luminols (Bestandteil der ECL-L6sung).

Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte (ber Autoradiographie-Filme
(Hyperfilme™ECL™, Amersham Biosciences, Freiburg). Der Autoradiographie-Film wurde
auf die zwischen zwei Folien eingebettete Membran aufgelegt und in einer Autoradio-
graphie-Kassette (Hypercassette'™, Amersham phamacia biotech) fiir unterschiedliche
Zeiten (empirisch ermittelt) exponiert. Anschlielend wurde der Film entwickelt (Curix 60,
Agfa, Koln).

2.3.4 Bestimmung der CDK5-Aktivitat
Die Veranderung der CDK5- Aktivitat innerhalb der Apoptose wurde mit einem CDKS5

Kinase Assay ermittelt. Die in 10 cm & Kulturschalen ausplattierten dCSM14.1 Neurone
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wurden bis zu einer Flachendichte von ca. 80 % kultiviert. Nachdem das Kulturmedium von
den einzelnen Platten abgesaugt und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen waren, wurden
sie flr unterschiedlich lange Zeitpunkte mit 1 uM Staurosporin-haltigem Kulturmedium
unter Ublichen Bedingungen kultiviert. Staurosporin (Sigma, Steinheim) wurde als Apop-
tose- induzierende Substanz verwendet (siehe Kapitel 2.4.2). Anschliefend wurden die Neu-
rone lysiert, um die Proteine zu extrahieren (siehe Kapitel 2.3.1).

Der erste Schritt des CDK5 Kinase Assays war eine Immunopréazipitation gegen CDK5. Alle
Inkubationsschritte erfolgten bei 4°C. Die eingesetzte Proteinmenge betrug 500 pg. Die
Immunoprézipitation erfolgte mittels Protein A beschichteten = Sepharosekiigelchen
(ProteinA-Sepharose®4B conjugate, Zymed Laboratories, San Francisco). Protein A ist ein
Bestandteil der Zellwand von Streptokokken-Stdmmen und bindet mit hoher Spezifitat an
die Fc-Region der meisten Sdugetier-immunglobuline. Um unspezifisch an den CDK5 Anti-
korper bindende Proteine zu entfernen, erfolgte zundchst eine Vorinkubation des Protein-
lysates mit 30 pl in Lysepuffer vorgewaschen Protein-A-Sepharosekiigelchen. Die
Sepharosekiigelchen wurden nach 1 h abzentrifugiert (5 min, 6000 rpm, 4°C) und verworfen.
Der Uberstand wurde mit 10 pl unverdiinnter CDK5 Antikorperlosung (Tabelle 6) 1 h rotie-
rend inkubiert. Dem Ansatz wurden dann 30 ul in Lysepuffer vorgewaschen
Protein-A-Sepharosekugelchen zugegeben und er wurde erneut fiir 1 h rotierend inkubiert,
wobei CDKS Uber den Antikorper an Sepharosekigelchen gebunden wird. Nach drei Wasch-
schritten mit Lysepuffer (5 min, 6000 rpm, 4°C) und drei Waschschritten mit Kinase-Puffer
(5 min, 6000 rpm, 4°C) erfolgte die eigentliche Kinasereaktion. Dazu wurden die
Sepharosekiigelchen zentrifugiert (5 min, 6000 rpm, 4°C), der Uberstand verworfen und das
Pellet in 20 pl Kinase-Puffer aufgenommen. Es wurden 2ul Histon H1-Lésung (5 pg/ul
Sigma, Steinheim) sowie 0,5ul *?P-ATP (10 pCi/pl Amersham Biosciece, Europa) hinzu-
gefligt und der Ansatz tUber 30 min bei 30°C (Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg) inku-
biert. Histon H1 wird durch CDKS5 mit dem zugesetzten *P-ATP phosphoryliert, so dass die
Radioaktivitat des Histon H1 als MaR fiir die CDK5- Aktivitat genutzt werden kann. Nach
der Zentrifugation der Proben (5 min, 6000 rpm, 4°C) wurde 10 pl SDS Probenpuffer zuge-
geben und die Proben 5 min bei 95°C denaturiert (Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg).
Die Proben wurden uber ein 10 % SDS-Polyacrylamid-Gel innerhalb von 1,5 h bei 100 V
aufgetrennt (siehe Kapitel 2.3.3). Nach dem SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.3.3.1) wurde das
Sammelgel entfernt. Das Trenngel wurde zunéchst fir eine Stunde mit Fixierungslosung bei

Raumtemperatur fixiert und zweimal 10 min mit destilliertem Wasser gewaschen.
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Uber Nacht erfolgte eine Anfarbung des Gels mit Coomassie-Farbeldésung bei Raum-
temperatur. Anschlieend wurde das Gel mit 1 % Essigsaure entfarbt, so dass alle nicht ge-
bundenen Coomasie Partikel entfernt wurden. Die Coomassiefarbung diente als Nachweis,
dass in allen Bedingungen die gleiche Menge CDKS5 durch die Immunoprézipitation isoliert
wurde (Ladekontrolle) und die Phosphorylierungsunterschiede von Histon H1 somit nicht
auf unterschiedlicher CDK5 Konzentration beruhten. Zur Dokumentation der Coomassiefar-
bung wurde das getrocknete Gel fotografiert.

Zum Nachweis des phosphorylierten Histon H1 wurde das getrocknete und gefarbte Gel vier
Stunden lang direkt auf Phosphorimaging-Platten (Fujifilm) exponiert und die Intensitat der
radioaktiv markierten Proteinbanden mit einem Phosphorimager (BAS-5000, Fujifilm)
bestimmt. Die densiometrische Auswertung der Proteinbanden erfolgte in Matlab (Version
6.0, eigenes Skript). Hierzu wurden die Grauwerte pixelweise Uber die Bandenbreite ge-
mittelt. Die sich ergebenden Profile wurden in Langsrichtung an Hand der Maxima/Banden
ausgerichtet und der jeweilige Hintergrund von den Profilen substrahiert. AnschlieRend
wurde die Flache unter den Banden bestimmt. Sie stellt ein MalR fur die Strahlungsmenge der
Bande dar, die wiederum durch die CDK5- Aktivitét bestimmt ist.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Vorbehandlung der Neurone

TAT-Bcel-xL

TAT-Bcl-xL gehort zu der Familie der anti- apoptotischen Proteine. Es wurde im Kultur-
medium zu einer Endkonzentration von 500 nM verdunnt. Um sicherzugehen, dass der
Effekt nicht auf den Puffer, in dem das TAT-Bcl-xL geldst war zurlickzuftihren ist, wurde
als Kontrolle das entsprechende Volumen des TAT-Bcl-xL-Puffers in Kulturmedium ver-
dinnt. Mit beiden Medien wurden die dCSM14.1 Neurone zwei Stunden lang unter tblichen
Bedingungen kultiviert.

Indolinon A

Fur die Hemmung von CDK5 wurde Indolinon A (Boehringer Ingelheim) verwendet. Im
Kulturmedium wurde es zu einer Endkonzentration von 250 nM verdlnnt. Die Neurone
wurden 24 Stunden lang mit dem Indolinon A haltigen Kulturmedium unter normalen Be-
dingungen kultiviert.

Fur Zeitreihenaufnahmen dagegen wurden die Neurone 60 min vor dem Beginn der Auf-
nahme mit Indolinon A in gleicher Konzentration behandelt. Das Medium blieb die gesamte

Beobachtungsdauer auf den Zellen.

39



Material und Methoden

zVAD-fmk
Der Caspase Inhibitor zZVAD-fmk (Bachem, Bubendorf, Schweiz) wurde im Kulturmedium
zu einer Endkonzentration von 100 pM verdiinnt. Die Neurone wurden 24 Stunden lang mit

dem zVAD-fmk -haltigen Kulturmedium unter normalen Bedingungen kultiviert.

Cytochalasin D und Nocodazol

In Experimenten in denen der Einfluss des Zytoskeletts untersucht werden sollte, wurde
dieses durch die Zugabe der Substanzen Nocodazol (10 pug/ml, Sigma, Steinheim) und
Cytochalasin D (10 pg/ml, Alexis, Grunberg) zerstort. Hierfr wurde zunachst das Kultur-
medium von den Neuronen entfernt, diese einmalig mit PBS gewaschen und die Zytoskelett
zerstérenden Substanzen in der angegebenen Endkonzentration im Kulturmedium verdiinnt
zugegeben. Die Behandlung der Neurone erfolgte 30 min vor Beginn der Zeitreihenauf-
nahme unter Ublichen Kulturbedingungen. Das Medium wurde die komplette Beobachtungs-

dauer auf den Zellen gelassen.

2.4.2 Apoptoseinduktion

Apoptose wurde in der vorliegenden Arbeit mit drei verschiedenen Apoptose ausldsenden
Substanzen induziert. Am haufigsten wurde Staurosporin (1 M, Sigma, Steinheim) genutzt.
Staurosporin wird aus Streptomyces staurosporeus Bakterien isoliert und gilt als Induktor
des intrinsischen, mitochondrialen Apoptoseweges (Chae et al. 2000). Da es sich bei den
verwendeten Neuronen (siehe Kapitel 2.1) um dopaminerge Zelltypen handelt wurde Des
Weiteren MPP* (1 mM, Sigma, Steinheim) verwendet. MPP* ist ein Metabolit des
Neurotoxins MPTP, welches selektiv dopaminerge Neurone durch die Blockade der mito-
chondrialen Atmungskettenenzyme schadigt und zur Apoptose fuhrt. Ebenso kam das
Calciumionophor A23187 (50 nM, Alexis, Grunberg) zum Gebrauch, welches die Frei-
setzung von Ca®" induziert. Eine erhdhte Calciumkonzentration aktiviert den intrinsischen
Apoptoseweq (siehe Kapitel 1.1.2.2) innerhalb der Zelle.

Die Induktion der Apoptose erfolgte nach Abnahme des Kulturmediums und einem Wasch-
schritt mit PBS. Die Apoptose induzierenden Substanzen wurden wie oben angegeben in
Kulturmedium verdunnt. Die Dauer der Inkubation mit dem Apoptose induzierenden
Kulturmedium unter den tblichen Kulturbedingungen variierte je nach Versuchsablauf und
ist daher bei den Versuchsbeschreibungen angegeben.
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2.4.3 Apoptosenachweis

2.4.3.1 Messung der Cytochrom c Freisetzung

Ein weiterer messbarer Apoptoseindikator ist die Cytochrom ¢ Freisetzung. Flr die Analyse
wurden dCSM14.1 Neurone auf Deckglaschen in 24-well Platten ausplattiert. Nach erfolg-
reicher Transfektion der Neurone (siehe Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.2.2.1.2) und Einleitung
der Apoptose durch Behandlung mit Staurosporin (siehe Kapitel 2.4.2) wurde das Medium
von den Neuronen entfernt und diese mit 4 % PFA fixiert. Danach erfolgte die immuncyto-
chemische Farbung gegen Cytochrom c. Die Neurone wurden dazu zunéchst mit 0,1 %Triton
X-100 in PBS permeabilisiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden sie 30 min in 5 %
NGS (normal goat serum, PAA, Coblbe) bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Bindungen des Antikorpers zu reduzieren. Nach der Uberfiihrung der Deckglédschen in eine
wasserdampf-gesattigte Atmosphére (feuchte Kammer) wurden diese mit Cytochrom ¢ Anti-
korperlosung (siehe Tabelle 6) bedeckt und fiir 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach waschen
mit PBS erfolgte die einstiindige Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper (siehe
Tabelle 7) bei Raumtemperatur. Nach abermaligem waschen mit PBS wurden die Deck-
glaschen mit DABCO (Fluka, Steinheim) eingedeckt. Alle Proben wurden bei 4°C bis zur
mikroskopischen Auswertung gelagert.

Die mikroskopische Auswertung fand an einem inversen Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert200, Zeiss, Gottingen) mittels eines Ol-Objektives (63x, Zeiss, Gottingen) statt.
Nach der Uberpriifung der Expression des transfizierten Plasmids, wurde die Cytochrom ¢
Verteilung Klassifiziert. Zwei verschiedene Klassen wurden genutzt. Die erste genutzte
Klasse von Neuronen wies eine in den Mitochondrien lokalisierte Cytochrom ¢ Féarbung auf,
wohingegen die zweite Klasse durch ein diffuses Cytochrom c¢ Verteilungsmuster charakteri-

siert war. Mischformen traten nicht auf.

2.4.3.2 Studien zur Kernmorphologie

Die Studien der Kernmorphologie dienten ebenfalls der Beurteilung der Apoptose. Bei
Apoptose kondensiert Chromatin und es bilden sich Ausstiilpungen der Kernmembran, die
sich als sogenannte ,,apoptotische Korperchen* abschniiren. Diese konnten durch fluoreszie-
rende Kernfarbungen mit 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Sigma, Steinheim) sichtbar
gemacht werden.

Die Neurone wurden mit den entsprechenden Substanzen vorbehandelt, deren Auswirkungen
auf die Apoptose untersucht werden sollte (siehe Kapitel 2.4.1). In allen Versuchen wurde

im Anschluss das Kulturmedium abgesaugt und die Neurone einmalig mit PBS gewaschen,
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bevor die Apoptose induziert wurde (siehe Kapitel 2.4.2). Die Inkubationsdauer mit dem
Apoptose induzierenden Substanzen variierte von 30 min bis zu 12 Stunden und wurde
durch Austausch des Apoptose induzierenden Kulturmediums gestoppt. Nach einem PBS
Waschschritt erfolgte die Fixierung der Neurone mit 4 % PFA bei Raumtemperatur, so dass
die rdumliche Ordnung der zellularen Proteine erhalten blieb. Nach abermaligem waschen
mit PBS wurden die Zellen mit DAPI (2ug/ml) inkubiert. Die auf Deckgldschen gewach-
senen Neurone wurden abermals mit PBS gewaschen, aus den 24 well Platten entnommen
und mit DABCO eingedeckt. Die Beurteilung der Kernmorphologie erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss, Gottingen). Die DAPI-Farbung der Kerne wurde
mit 358 nm angeregt und bei 461 nm betrachtet. Die Neurone wurden auf Grund der Mor-
phologie ihrer Zellkerne visuell zwei Kategorien (gesund oder pyknotisch/apoptotisch) zu-

geteilt.

2.4.4 Beurteilung der Mitochondrienmorphologie an fixierten Zellen

Fur die Studien der Mitochondrienmorphologie wurden Neurone transfiziert (siehe Kapitel
2.2.2) und die Apoptose induziert (siehe Kapitel 2.4.2). Die Dauer der Inkubation mit dem
Apoptose induzierenden Substanzen variierte wie bei den Studien zur Kernmorphologie
(siehe Kapitel 2.4.3.2) von 30 min bis zu 12 Stunden, wonach es ausgetauscht wurde. Die
Neurone wurden einmalig mit PBS gewaschen und mit 4% PFA 15 min bei Raum-
temperatur fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die auf Deckglaser
gewachsenen Neurone aus den 24 well Platten entnommen und mit DABCO (Fluka, Stein-
heim) eingedeckt. Die Beurteilung der Mitochondrienmorphologie erfolgte mittels eines
Ol-Objektives (Zeiss 63x) an einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan200, Zeiss, Gottingen).
Dabei wurden die Neurone nach ihrer vorherrschenden mitochondrialen Morphologie visuell

in zwei Kategorien (elongiert/tubuldr oder fragmentiert/punktférmig) eingeteilt.

2.4.5 Beurteilung der Mitochondrienmorphologie an lebenden Zellen

Um ein quantitatives Mal} zur Veranderung der Mitochondrienmorphologie zu erhalten,
wurden Zeitreihenaufnahmen der transfizierten dCSM14.1 Zellen sowie der primaren
Mittelhirnneurone genutzt. Mit dieser Methode war es moglich lber eine Zeitspanne von bis
zu 2,5 Stunden die Dynamik der Mitochondrien zu untersuchen. Hierzu wurden die Neurone
in Acht-well Platten kultiviert und wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben transfiziert. Durch die
Verwendung von Acht-well Platten konnten je vier wells parallel unter gleichen experi-
mentellen Bedingungen beobachtet werden. Die Zellen wurden stellenweise wie unter

Kapitel 2.4.1 beschrieben vorbehandelt. Sofern eine Kotransfektion vorlag, wurde jeweils zu
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Beginn der Sequenzaufnahmen tberprift, ob die zu filmende Zelle das zu untersuchende
Protein exprimierte. Die Neuronen wurden in einer auf dem Mikroskoptisch aufgesetzte
Klimakammer (Zeiss, Gottingen) tberflhrt. Diese erlaubte die Beobachtung der Neurone
uber einen langern Zeitraum hinweg. Die Kulturbedingungen innerhalb der Klimakammer
entsprachen den ansonsten blichen Bedingungen mit entweder 39°C und 5 % CO, fir die
dCSM14.1 Neurone oder 37°C und 5 % CO, flr die priméren Mittelhirnneurone. Die Regu-
lation der Beiheizung des Mikroskoptisches erfolgte ber einen Temperaturregler (Temp-
Controler 37-2 digital, Zeiss, Gottingen). Ebenso wurde die CO, Konzentration in der
Klimakammer reguliert (CTI-Controler 3700 digital, Zeiss, Goéttingen).

Die Zeitreihenaufnahme der Neurone erfolgte meist alle 10 min mit Hilfe eines Olobjektives
(63x, Zeiss Gottingen) an einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200, Zeiss). Die
Gesamtdauer der Zeitreihenaufnahmen betrug maximal 2,5 Stunden. Es wurde nur der
Fluoreszenzkanal in welchem die Mitochondrien sichtbar waren aufgezeichnet. Nach 30 min
wurde in das Kulturmedium der Neurone die Apoptose induzierenden Substanzen (siehe
Kapitel 2.4.2) appliziert.

Nach Abschluss der Sequenzaufnahmen wurde in jedem aufgenommenen Bild die Lange
von 10 Mitochondrien vermessen (Software Axiovison, Zeiss, Gottingen). Die Auswahl der
Mitochondrien erfolgte stochastisch gleichverteilt (iber das gesamte Zytoplasma der zu ana-
lysierenden Zelle. Die Auswahl variierte von Sequenz zu Sequenz, so dass nicht in jedem
Bild die Lange des gleichen Mitochondriums vermessen wurde, was meist wegen der starken
Veranderung der Mitochondrien generell nicht moglich war.

Um sicherzustellen, das die morphologische Veranderung der Mitochondrien nicht auf die
Inkubation der Neurone in der Klimakammer oder anderen Faktoren zuriickzufiihren sind,
wurden Kontrollaufnahmen durchgefuhrt. In diesen wurde auf die Applikation der Apoptose
induzierenden Substanz verzichtet (siehe Abbildung 12). Auch in der Kontrollbedingung
zeigt sich eine schwache Langenreduktion der Mitochondrien, was vermutlich auf die nicht
optimalen Kulturbedingungen in der Messkammer zurtickzufiihren ist. Um diesen Effekt aus
den Messungen zu eliminieren wurde die Mitochondrienldnge auf die Veranderungen der
Kontrollzellen normiert.

Um die zeitliche Entwicklung der Mitochondrienlange zu charakterisieren, wurde versucht,
sie durch einen exponentiellen Zerfall zu beschreiben. Zunachst wurde die durchschnittliche
Mitochondrienlédnge vor Apoptoseinduktion auf eins normiert, so dass alle Messkurven ver-

gleichbar  sind.  Als  Ausgleichsfunktion  wurde die  Exponentialfunktion:

L=@1-L,)e ™ +L, mit L=rel. Mitochondrienlange, L.,=Endlange der Mitochondrien,
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A = Zerfallskonstante verwendet, diese Funktion beschreibt einen Zerfall vom
Ausgangswert 1 auf L... Die beiden Parameter der Exponentialfunktion (L., und 1) wurden
so gewahlt, dass die Summe der Abstandquadraten zu den Messwerten minimal wurde
(Matlab). Die Exponentialfunktion n&hert so optimal die Daten an und der Parameter L.,
néhert die vermutliche Endlange der Mitochondrien an (nach langer Inkubation), wéhrend
A die  Zerfallsgeschwindigkeit — (bei  Inkubationsstart) beschreibt.  Anstelle  der
. Zerfallskonstante wird meist die Zeit angegeben in der sich die Mitochondrienléange halbiert

1-L,

(Halbwertszeit Ty =In05 L //1), diese Angabe ist allerdings nur moglich, wenn die
2 W by

Mitochondrien in der jeweiligen Versuchsbedingung tatsachlich ihre durchschnittliche Lange
mindestens halbieren.
Die einzelnen Bildaufnahmen wurden zu kleinen Filmsequenzen zusammengefiigt (Matlab

6.5, eigenes Skript), um die Dynamik der Verénderung zu untersuchen.
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Abbildung 12: Kontrollmessung.

Dargestellt ist die Mitochondrienldnge (Ordinate) in Abh&ngigkeit von der Aufnahmedauer (Abszisse). Die
Messwerte und Standardfehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn Mitochondrien dreier einzelner
dCSM14.1 Neurone. Die Mitochondrien waren durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert.

Im Zeitverlauf ist eine geringfugige Langenreduktion der Mitochondrien erkennbar, die durch die nicht opti-
malen Inkubationsbedingungen erklérbar ist. Der Zerfall ist in dem betrachteten Zeitinterfall anndhernd linear,
die Regressionsgerade fallt mit 0,13 % je Minute (r* = 0,6). Alle durchgefiihrten Messungen wurden auf diese
Vergleichswerte normiert.

2.4.6 Zytoskelettstudien

Zur Bestimmung des Einflusses des Zytoskeletts auf die mitochondrialen Zerteilungs-
vorgange und die Apoptose dienten Studien zur Mitochondrien- und Kernmorphologie unter
Ausschaltung des Zytoskeletts (siehe Kapitel 2.4.3.2 und 2.4.4). Die dCSM14.1 Neurone

wurden auf Deckglaschen kultiviert, transfiziert (siehe Kapitel 2.2.2) und die Uberexpression
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der Proteine wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie sichergestellt. Danach wurden die
Zellen wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben mit Cytochalasin D oder Nocodazol behandelt.

Um die Zerstorung des Zytoskeletts beurteilen zu kdnnen, wurde das Aktinzytoskelett
mittels der hochspezifischen Bindung von Phalloidin (Molecular Probes, Karlsruhe) einem
primar aus Amanita phalloides isoliertem Peptidtoxin an Aktin angefarbt. Im Gegensatz zur
Visualisierung des Aktins erfolgt die Detektion der Mikrotubuli mit spezifischen Anti-
kdrpern. Die Farbung erfolgte wie unter Kapitel 2.4.3.1 beschrieben.

Die Dokumentation des zerstorten Aktin- bzw. Tubulinzytoskeletts erfolgte mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Axioplan200, Zeiss, Gottingen). Das Excitations-/Emissions-

maximum von Alexa-Fluor-488-konjugiertem Phalloidin betrdgt 495/519 nm.
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2.5 Medien und Puffer

Die verwendeten Feinchemikalien und Losungsmittel wurden, wenn im Text nicht anders
angegeben, im Reinheitsgrad "zur Analyse™ oder reiner Qualitdt von den Firmen Biometra
(Géttingen), Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt), Gibco BRL (Eggenstein) oder
Sigma (Steinheim) bezogen.

2.5.1 Medien fur Bakterien
Alle Medien firr die Arbeiten mit Bakterien wurden autoklaviert.

LB-Medium (Luria-Bertani): 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl

LB-Platte: LB-Medium, 2 % (m/v) Agar

SOC-Medium: 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM
MgCl;, 10 mM MgSQ,, 20 mM Glucose

Einfrierlosung: 15 % Glycerin, 50 mM CacCl, versetzt

2.5.2 Medien fir CSM14.1 Neurone

Kulturmedium: DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium, PAA,
Colbe), 10 % (v/v) FCS, 5000 U/ml Penicillin/ 5000 pg/mi
Streptomycin

Einfrier-Medium: 10 % DMSO in FCS

2.5.3 Medien fur priméare Mittelhirnneurone

Mittelhirn-Kulturmedium:  DMEM F12, 2,5 g/l BSA, 2 mM a-Glutamin, 0,9 % Glucose,
5 mg/l Insulin, 1 % (w/v) N1, 5000 U/ml Penicillin/
5000 pg/ml Streptomycin, 5 % (v/v) DMEM-F12 ohne

Glutamin

CMF-Medium: 90 % (v/v) destilliertes Wasser, 10 %(v/v) HBSS

2.5.4 Puffer

Coomassie-Farbeldsung: 0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G250, 2 % (w/v) ortho-
Phosphoséure, 10 %(w/v) Ammoniumsulfat, 20 %(v/v)
Methanol

Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris, 0,2 mM Glycin, 0,1 % (v/v) SDS

Fixierungs-L6sung: 40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsdure
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Kinase-Puffer:

Lyse-Puffer:

PBS:

Sammelgel-Puffer:
SDS-Probenpuffer:

TAT-BcLxl- Puffer:

TBS-T-Puffer:
Transfer-Puffer:

Trenngel-Puffer:

2.5.5 Antikorper

0,5 mM DTT, 5 mM MgCl,, 25 mM Hepes (pH 7,0), 0,5 uM
ATP

1 % (v/v) Triton-X, 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 10 mM NaF, 2,5 mM Na,PP, 1 mM NaOV, 1 mM
PMSF, 1 mM DTT, 1 x Protease Inhibitor

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQO,4, 2 mM
KH,PO,

0,5 M Tris (pH 6,8), 0,4 % (m/v) SDS

2 % (m/v) SDS, 60 mM Tris (pH 6,8), 10 % (v/v) Glyzerin,
5 % (v/v) R-Mercaptoethanol, 0,02 % (m/v) Bromphenolblau
10 mM Tris (pH 10), 50 % (v/v) Glycerol, 0,1 mM EDTA,
0,1 % (v/v) pluronic, 0,02 % Tween-80

10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1 % (v/v) Tween20

2,5 mM Tris, 19 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol

1,5mM Tris (pH 8,8), 0,4 % (m/v) SDS

Primérantikorper Spezies (Hersteller) Arbeitskonzentration
Cytochrom ¢ Maus (BD) 1:1000
B-Tubulin Maus (Sigma) 1:250
CDKS5 (C-8) Kaninchen (Santa Cruz) 1:500
p35 (C-19) Kaninchen (Santa Cruz) 1:1000
Drpl Maus (BD) 1:1000
Tabelle 6: Verwendete Primarantikorper.
Sekundérantikorper gekoppelt an Spezies (Hersteller) Arbeitskonzentration
Cy™3 ZiegeaKaninchen (Dianova) 1:1000
Cy™3 ZiegeaMaus (Dianova) 1:1000
HRP ZiegeaMaus (Santa Cruz) 1:2000
HRP ZiegeaKaninchen (Santa Cruz) 1:2000

Tabelle 7: Verwendete Sekundérantikdrper.
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3 Ergebnisse

Mitochondrien sind hochdynamische Organellen, die einer stdndigen Zerteilung und Ver-
schmelzung unterliegen. Auf innere und &uRere Signale ihrer Umwelt kbnnen sie mit mor-
phologischen Veranderungen reagieren. Wahrend der Apoptose verlagert sich das Gleich-
gewicht aus Zerteilungs- und Verschmelzungsraten stark zur Zerteilung (Bossy-Wetzel et al.
2003). Der Zusammenhang zwischen vermehrter mitochondrialer Zerteilung und der Apop-
tose ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht ganzlich aufgeklart. So sind nur wenige Faktoren
bekannt, die den Prozess der mitochondrialen Zerteilung regulieren (siehe Kapitel 1.1.5.1).
Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklarung der Zusammenhdnge zwischen
vermehrter mitochondrialer Zerteilung, den daran beteiligten Proteinen und der Apoptose

liefern.

3.1 dCSM14.1 Neurone

Die grundlegenden Untersuchungen zur Mitochondrienmorphologie fanden an Kulturen
dopaminerger Neurone (dCSM14.1) statt. Zur Visualisierung der Morphologie mussen die
Mitochondrien der Neurone markiert werden. Zunéchst wurde versucht einen spezifischen
mitochondrialen Farbstoff (MitoTracker' “orange) zu verwenden. Die Markierung erwies
sich jedoch als zu unspezifisch, da auch nicht mitochondriale Membranen stark angefarbt
wurden. Gute mitochondriale Markierungen wurden dagegen durch transiente Transfek-
tionen mit pDsRed2-Mito (siehe Kapitel 2.2.2.1) erzielt. Sie resultierten in einer hochspezi-
fischen stark fluoreszierenden mitochondrialen Markierung.

Alle in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente nutzten transiente Transfektionen
mit pDsRed2-Mito, um die Morphologie der Mitochondrien zu untersuchen.
Apoptoseinduktion erfolgte durch die Applikation verschiedener Apoptose induzierender
Substanzen (siehe Kapitel 2.4.2). Verwendet wurden Staurosporin, ein Proteinkinase Inhibi-
tor, der mit der ATP Bindungsstelle der Proteinkinasen interagiert (Tamaoki et al. 1986),
MPP" der aktive Metabolit des Neurotoxins MPTP, welches spezifisch in dopaminergen
Neuronen die mitochondrialen Atmungskettenenzyme schadigt und daher bei in vivo
Parkinson Modellen zum Einsatz kommt (Meuer et al. 2006). Ebenso ein Calciumionophor
(A23187), das eine erhohte Calciumkonzentration im Zytoplasma herbei fiihrt (Abbott et al.
1979). Alle drei Substanzen induzieren den intrinsischen Apoptoseweg (siehe Abbildung 2).
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3.1.1 Mitochondrienmorphologie wahrend der Apoptose

In nicht apoptotischen Neuronen besitzen die Mitochondrien eine elongierte Form (siehe
Abbildung 13). Wird jedoch durch Staurosporinbehandlung Apoptose induziert, zeigen sich
die Mitochondrien als kleine runde Strukturen, die vermehrt um den Zellkern lokalisiert sind
(siehe Abbildung 13). Die Morphologie der Mitochondrien verandert sich wéhrend der
Apoptose stark, das ansonsten vorherrschende Gleichgewicht aus Verschmelzung- und Zer-
teilungsvorgangen ist gestort. Die schnelle VVeranderung der mitochondrialen Morphologie
nach Apoptoseinduktion wurde vermutlich durch eine erhohte Zerteilungsrate der Mito-
chondrien verursacht (siehe Abbildung 14). In vielen Einzelféallen konnten Zerteilungen der
Mitochondrien beobachtet werden, wobei die Dauer eines Zerteilungsvorganges unter einer

Minute (minimaler Bildabstand) liegt.

Abbildung 13: Neuronen mit und ohne Staurosporinbehandlung.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien von zwei pDsRed2-Mito transfizier-
ten dCSM14.1 Neuronen.

Die Mitochondrien der unbehandelten Zelle (links) besitzen eine elongierte Form. Die durchschnittliche Lange
der Mitochondrien betrug 4,9 um * 1,1 um (siehe Abbildung 21). Nach zweistiindiger Behandlung mit 1uM
Apoptoseinduktor Staurosporin (rechts) sind die Mitochondrien von kleiner runder Form und haufig vermehrt
um den Zellkern lokalisiert. Es sind kaum noch Fortsatze erkennbar.

Abbildung 14: Mitochondriale Fragmentation bei Apoptose.

Die dargestellten Mitochondrien eines mit 1uM Staurosporin behandelten dCSM14.1 Neurons wurden in
1 Minuten Abstédnden (von links) beginnend abgelichtet. Sie sind durch Transfektion mit pDsRed2-Mito
markiert.

Das Mitochondrium oben rechts teilt sich in drei Fragmente, die Zerteilungspositionen sind durch weile Pfeile
hervorgehoben.
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3.1.2 Dynamik der mitochondrialen Zerteilung

Die morphologische Veranderung der Mitochondrien wahrend der Apoptose ist ein
dynamischer Prozess, der in Zeitreihenaufnahmen von Neuronen (siehe Kapitel 2.4.5) ana-
lysiert wurde. Die Methode der Zeitreihenaufnahme ermaglicht es in einzelnen lebenden
Zellen Vorgénge wie die mitochondriale Formveranderung wéhrend der Apoptose direkt
Uber einen langeren Zeitraum zu untersuchen.

Nach Apoptoseinduktion setzten morphologische Verdnderungen der Mitochondrien ein, die
immer alle Mitochondrien einer Zelle betrafen (siehe Abbildung 15). Die Mitochondrien ver-
anderten ihre Morphologie von einer elongierten zu einer fragmentierten Form. Ungeféahr
eine Stunde nach Apoptoseinduktion wurden ausschlieBlich Mitochondrien von Kleiner

runder Form gefunden (siehe Abbildung 15).

MPP* Inkubation:
0 min 30 min 60 min 90 min

Abbildung 15: Morphologische Veranderung der Mitochondrien wahrend der Apoptose.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufhahmen der Mitochondrien einer pDsRed2-Mito transfizierten
dCSM14.1 Zelle. Die Zeitangaben geben die Beobachtungsdauer einer Zeitreihenaufnahme (siehe Kapitel 2.4.5)
wieder. Nach der ersten Aufnahme (Zeitpunkt 0) wurde durch Zugabe von 1 mM MPP* Apoptose induziert.

Das linke Bild zeigt Mitochondrien (unbehandelt) mit einer elongierten Morphologie. Schon nach halb stindiger
Inkubation mit MPP* &ndern die Mitochondrien inre Morphologie von einer elongierten zu einer fragmentierten
Form. Nach 90 min MPP" Inkubation sind alle Mitochondrien des Neurons kleine runde Strukturen.

Das Zellvolumen, in dem sich die Mitochondrien verteilen verringert sich im Verlauf der MPP* Inkubation, so
dass sich die Mitochondrienfragmente zum Zellkern hin verlagern (rechts).

Da die morphologischen Verédnderungen der Mitochondrien wahrend der Apoptose durch
Fragmentation dominiert waren, konnte die Mitochondrienlange als Parameter fiir die
Formverénderung genutzt werden. Direkt nach der Apoptoseinduktion setzte eine Abnahme
der durchschnittlichen mitochondrialen Lénge ein (siehe Abbildung 16). Der Abfall &hnelt
einem exponentiellen Zeitverlauf, dies deutet darauf hin, dass alle Mitochondrien einer kon-

stanten Zerfallswahrscheinlichkeit unterliegen.
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Abbildung 16: Reduktion der mitochondrialen Lange nach Apoptoseinduktion.

Dargestellt ist die durchschnittliche Mitochondrienldnge in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer Apoptose
induzierender Substanzen. Auf der Abszisse ist die Messdauer aufgetragen. Zum Zeitpunkt 0 wurde die Apop-
tose induzierende Substanz (rot: 1 pM Staurosporin (STS), blau: 100 nM A23187 oder griin: 1 mM MPP")
appliziert. Die Mitochondrien waren durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Die Messwerte und Standard-
fehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn Mitochondrien aus je drei einzelnen dCSM14.1 Neuronen.
Die Messwerte wurden auf die entsprechende L&ngenmessung einer Kontrollgruppe ohne Apoptoseinduktion
normiert (siehe Abbildung 12). Neben den Messpunkten ist in gleicher Farbe eine exponentielle Ausgleichs-
kurve dargestellt (durchgezogene Linie, siehe Kapitel 2.4.5). Die optimierten Parameter (1, : Halbwertszeit in
Minuten und Lenq: relative Endlange, r*: Regressionskoeffizient) aller Ausgleichskurven sind der rechts darge-
stellten Tabelle zu entnehmen.

Nach Zugabe der Apoptose induzierenden Substanz ist eine Verkiirzung der Mitochondrienlénge sichtbar. Dieser
Effekt ist unabhé&ngig von der Apoptose induzierenden Substanz. Alle Regressionskoeffizienten sind groRer als
0,95 (siehe Tabelle), daher kann hier ein Zerfallsprozess angenommen werden. Die Zerfallsgeschwindigkeiten
haben bei allen Apoptose induzierenden Substanzen die gleiche GréRenordnung. In dCSM 14.1 Neuronen liegt
die Halbwertszeit der mitochondrialen Fragmentation wéahrend der Apoptose somit durchschnittlich bei 23 min.
Dies deutet daraufhin, dass die Geschwindigkeit der mitochondrialen Fragmentation wahrend der Apoptose nicht
von der Apoptose induzierenden Substanz abhangt, sondern einmal induziert mit konstanter Geschwindigkeit
ablauft.

3.1.3 Bedeutung von Fisl und Drpl in der neuronalen Apoptose

3.1.3.1 Regulation der mitochondrialen Morphologie

Die Mechanismen der mitochondrialen Zerteilung wahrend der neuronalen Apoptose sind
weitgehend unbekannt und in den hier verwendeten neuronalen Zellen noch nicht untersucht.
Daher wurde zundchst die Funktion der Drpl und Fisl Proteine (siehe Kapitel 1.1.5.1), die
bekanntermallen die mitochondriale Fragmentation ausfuhren, in dopaminergen Neuronen

untersucht.
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Abbildung 17: Fisl und Mitochondrien.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer pDsRed2-mito (links) und Fisl-GFP (Mitte)
kotransfizierten dCSM14.1 Zelle. Die Mitochondrien waren durch Transfektion mit pDsRed2-mito markiert, die
Uberexpression von Fis1 resultiert in einer kolokalisierten Markierung nach Doppeltransfektion (rechts). Fis1 ist
spezifisch in den Mitochondrien lokalisiert. Die Mitochondrien sind teilweise deutlich vergroRert und weisen
eine alternierende gelb/griin Streifung auf.

Abbildung 18: Fis1 Uberexprimierung.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fis1-GFP transfizierten dCSM14.1 Zellen. Rechts
ist eine DetailvergroBerung des mittlern Bildes (weier Rahmen) dargestellt. Im Gegensatz zu diesem Neuron
(Fluoreszenzmikroskopie) wurde das Neuron in Bild links durch konfokale Lasermikroskopie abgetastet.

Fis1 ist in den Mitochondrien lokalisiert, dies zeigen auch obige Abbildungen. Bei Uberexpression von Fisl
bilden sich komplexe Mitochondrien, die vorwiegend um den Zellkern angeordnet sind (Mitte). Diese Komplexe
besitzen einen deutlich grofReren Durchmesser als unbehandelte Mitochondrien. In ihren Proportionen sind sie
gestaucht. Die Struktur dieser mitochondrialen Gebilde weist eine auffallige Querstreifung auf, die auf umlau-
fende Fisl-Ringe hindeutet. Neben diesen anomalen Mitochondrien existieren auch wenige elongierte Mito-
chondrien in der Zelle. Diese scheinen in ihrer Morphologie den Mitochondrien nicht apoptotischer Zellen zu
&hneln.

Fisl ist ein mitochondriales Transmembranprotein (siehe Kapitel 1.1.5.1), die Transfek-
tionen mit Fis1-GFP resultieren in einer spezifischen Markierung der Mitochondrien (siehe
Abbildung 17). Nach Uberexpression von Fisl besitzen die Mitochondrien eine abnormale
Form und Lokalisation (siehe Abbildung 18). Fisl ist an der Formgestaltung der Mitochond-
rien in dopaminergen Zellen beteiligt, es verandert die mitochondriale Morphologie bereits
ohne Apoptose Induktion wesentlich. Es bilden sich grofiere Konglomerate, die mit umlau-
fenden Fis1 Ringen (Streifen) ausgestattet sind (siehe Abbildung 18). Die Anomalie ist nicht
identisch mit den ansonsten wahrend der Apoptose stattfindenden Verénderungen der
Mitochondrien. Es kommt nicht zu einer typischen Fragmentation und die Zellen begeben

sich durch die abnormalen Mitochondrien nicht in die Apoptose (siehe Abbildung 29). Diese
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Konglomerate zeigten sich lediglich nach Fisl Uberexpression und nie im physiologisch

unmodifizierten Zustand bzw. wahrend der Apoptose.

Abbildung 19: Endogen exprimiertes Drpl.

Dargestellt ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer dCSM14.1 Zelle. Drpl wurde immunzyto-
chemisch angefarbt, der Sekundarantikérper ist Cy3 markiert (siehe Tabelle 7).

Drp1l ist endogen im Zytoplasma vorhanden (wei3e, punktférmige Strukturen), wobei das Protein nicht frei im
Zytoplasma diffundiert. Es ist in kleinen spezifischen Einheiten organisiert, die im gesamten Zytoplasma vor-
handen sind. Es ist unklar was die Ursache dieser Verteilung ist und ob die Einheiten an zellulare Strukturen
gekoppelt sind.

10pm

Abbildung 20: Drpl Lokalisation.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von dCSM14.1 Zellen ohne (links) und mit zwei-
stlindiger Staurosporinbehandlung (1uM, rechts). Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit mt-GFP (griin)
markiert. Endogenes Drpl wurde immunzytochemisch angefarbt, der Sekundéarantikorper ist Cy3 (rot) markiert.
In nicht apoptotischen Zellen (links) ist das endogene Drpl im Zytoplasma lokalisiert und es scheint selten
Kolokalisation mit Mitochondrien zu geben. Wéhrend der Apoptose (rechts) ist hingegen haufig Kolokalisation
mit Mitochondrien beobachtbar. Dies betrifft insbesondere die meist noch geringer fragmentierten Mitochond-
rien in der Zellperipherie. Haufig ist keine Uberlagerung, sondern eine direkte Nachbarschaft zu beobachten
(siehe Detailvergréfierung).
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Durch immunzytochemische Farbung konnte gezeigt werden, dass dCSM14.1 Neurone Drpl
endogen exprimieren und dieses nicht diffus im Zytoplasma vorliegt, sondern in engbe-
grenzten Strukturen (siehe Abbildung 19). Da Drpl rdumlich von Fisl und den Mitochond-
rien separiert ist, muss es tber noch unbekannte Mechanismen wéhrend der Apoptose zu den
Mitochondrien transportiert werden (siehe Abbildung 20 und Abbildung 32), um dort mit
Fisl einen an ein Mitochondrium gekoppelten Komplex zu bilden, der die Zerteilung des

Mitochondriums verursacht (siehe Kapitel 1.1.5.1).
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Abbildung 21: Durchschnittliche Mitochondrienlange.

Dargestellt ist die Mitochondrienldnge (Ordinate) in Abhdangigkeit von verschiedenen Uberexprimierenden
Plasmiden (Abszisse). Die Messwerte und Standardfehler ermitteln sich aus der Vermessung von je zehn Mito-
chondrien flinf einzelner fixierter dCSM14.1 Neurone. Die Mitochondrien waren durch pDsRed2-Mito Trans-
fektion markiert (Kontrolle), zusatzlich exprimierten die Neurone Drpl, Drplkaga 0der CDK5yya.

Nach der Markierungstransfektion wurde die durchschnittlich Lange der Mitochondrien zu 4,9 um + 1,1 um
bestimmt, auf eine Aussage bezliglich des Mitochondriendurchmessers wird bewusst verzichtet, da diese GroRe
nahe an der Auflésungsgrenze eines Lichtmikroskops lag. Die durchschnittliche Lange der Mitochondrien wird
im Vergleich zur Kontrolle nicht durch Uberexpression von Drpl oder Drplgsga Signifikant beeinflusst, sie lag
weiter bei 5,1 ym = 1,1 um bzw. 5,0 um + 1,0 um. Die Uberexpression von CDK5y4, filhrt zu geringfiigig
kiirzeren Mitochondrien mit einer L&nge von 4,5 um £ 0,4 um.

Die Uberexpression von Drpl iibt im Gegensatz zu der Fisl Uberexpression keine ersicht-
liche Wirkung auf die Mitochondrien aus. Die Mitochondrien zeigen annéhernd die gleiche
elongierte Form und Léange (siehe Abbildung 21). Wenn Drpl fiir die mitochondriale Zertei-
lung notwendig ist, sind weitere Faktoren oder Proteine wahrend der Apoptose notwendig,
um die Zerteilung der Mitochondrien zu veranlassen. Drpl misste zundchst aktiviert
und/oder zu den Mitochondrien transportiert werden. Auch wahrend der Apoptose gab es
keine signifikant unterschiedliche Reduktion der durchschnittlichen Mitochondrienldnge in
Kontrollzellen und Drpl Uberexprimierenden Zellen (siehe Abbildung 22). Die

mitochondrialen Zerfallsgeschwindigkeiten der Kontrollzellen und Drpl tberexprimierenden
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Zellen wiesen unabhangig von der Apoptose induzierenden Substanz keine bedeutsamen
Abweichungen auf.

Ebenso zeigen die Mitochondrien wenig Verdnderungen bei Hemmung des Drpl Proteins
(siehe Abbildung 21). Hierzu wurde die Drpl Funktionalitdt durch Uberexpression der
dominant negativen Mutante Drplgssa (Siehe Tabelle 3) gehemmt. Dominant negative
Mutanten werden in der Zelle exprimiert und nehmen die Position des nicht mutierten
Proteins ein, sind jedoch durch die Mutation nicht mehr funktionsfahig. Drplkssa kann auf

Grund der Punktmutation in der GTPase Domaéne kein GTP mehr binden.
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Abbildung 22: Drpl und mitochondriale Fragmentation.

Dargestellt ist die durchschnittliche Mitochondrienldange in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer Apoptose
induzierender Substanzen. Auf der Abszisse ist die Messdauer aufgetragen, zum Zeitpunkt 0 wurde die Apoptose
induzierende Substanz (rot/magenta: STS, blau/cyan: A23187 oder griin/schwarz: MPP") appliziert. Weitere
Erlduterungen zur Darstellung siehe Abbildung 16. Die mit Standardfehler eingezeichneten Messpunkte
(magenta, cyan und schwarz) wurden an Neuronen ermittelt die mit Drpl transient kotransfiziert waren. Die
gleichfarbigen gestrichelten Linien geben den angenaherten Zeitverlauf dieser Messungen wieder, wahrend die
durchgezogenen Linien als Vergleich die gendherte Reaktion auf den Apoptose Stimulus allein wiedergeben
(vergleiche Abbildung 16).

Die Uberexpression von Drpl (gestrichelt) beeinflusst unabhéngig vom Apoptosestimulus die Verkiirzung der
Mitochondrien nur unwesentlich. Die Messwerte zeigen wiederum einen anndhernd exponentiellen Zerfall
(Regressionskoeffizienten > 0,95, siehe Tabelle) auf ca. ein flinftel ihrer Ursprungslange, die Halbwertszeiten
fallen bei Drp1 Uberexpression tendenziell (MPP* und STS) geringfiigig kiirzer aus.
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Die Uberexpression von Drplkssa zeigte jedoch einen beachtenswerten Effekt auf die Mor-
phologie der Mitochondrien wahrend der Apoptose (siehe Abbildung 23). Sie fuhrte zur
einer VVerzogerung der mitochondrialen Fragmentation (siehe Abbildung 24). Der Effekt der

Hemmung ist unabhangig von der Apoptoseinduktion.

Abbildung 23: Drplissa Uberexpression und mitochondriale Fragmentation.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zweier dCSM14.1 Neurone. Die Mitochondrien sind
durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert, zusatzlich exprimierten die Zellen Drplyzga.

Unbehandelt (links) besitzen die Mitochondrien eine elongierte Form. Nach zweistiindiger Behandlung mit 1uM
Staurosporin (STS, rechts) zeigen die Mitochondrien trotz der Apoptoseinduktion eine elongierte Form und
gleichen somit den Mitochondrien der unbehandelten Zelle. Die ublichen apoptotischen Merkmale treten nur
abgeschwécht in Erscheinung (vergleiche mit Abbildung 13 nach Staurosporinbehandlung).

Die bisher vorgestellten Daten basieren auf Zeitreihenaufnahmen, bei denen maximal vier
Neurone parallel ausgewertet werden konnten. Somit war es moglich, das zeitliche Verhalten
einzelner Zellen nicht jedoch die mittlere Reaktion einer grofen Neuronenpopulation der
selben Transfektionsreihe zu bestimmen. Ein weiterer Nachteil der Zeitreihenaufnahme ist
die relativ kurze Beobachtungsdauer der Neurone, bedingt durch nicht optimale
Bedingungen in der Klimakammer (siehe Kapitel 2.4.5). Daher wurden Untersuchungen zu
Drpl und Fisl auch an fixierten dCSM14.1 Zellen ausgewertet. Mit diesen Messungen ist es
moglich grolRe Neuronenpopulationen unter gleichen Versuchsbedingungen zu bewerten,
allerdings konnen zeitliche Verénderungen einzelner Mitochondrien nicht untersucht
werden.

Bei der Klassifizierung der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien ist auffallig, dass
bereits ohne Apoptoseinduktion ein nennenswerter Anteil an Neuronen fragmentierte Mito-
chondrien zeigt (siehe Abbildung 25). Dies ist vermutlich auf die leichte Toxizitét der Trans-

fektion bzw. die weitere Behandlung der Zellen bedingt, konnte aber auch das normale
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Gleichgewicht von Zerteilung und Verschmelzung wiederspiegeln. Uberexpression von Fisl

fuhrt, wie bereits erlautert, zu einem hohen Anteil abnormaler Mitochondrien.
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Abbildung 24: Drplksga Verzdgert die mitochondriale Fragmentation innerhalb der Apoptose.

Dargestellt ist die durchschnittliche Mitochondrienlange in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer Apoptose
induzierender Substanzen, zur genaueren Erlauterung siehe Abbildung 16. Die Messpunkte geben mit Standard-
fehlern die mittlere Mitochondrienldnge in Drplksga transfizierten Neuronen unter Einwirkung unterschiedlicher
Apoptose induzierender Substanzen (magenta, cyan, schwarz, siehe Legende) an. Die Linien geben die ange-
néherten Zerfallskurven der Messwerte bzw. Vergleichsmessungen an Drpl transfizierten Neuronen (aus
Abbildung 22) wieder.

Bei Uberexpression von Drplgssa zeigen die Mitochondrien keinen deutlichen exponentiellen Zerfall (kleinere r?
Werte in der Tabelle). Im Vergleich zu den Messungen mit Uberexpression von Drpl (durchgezogen) wird
unabhangig vom Apoptosestimulus die Verkiirzung der Mitochondrien durch Uberexpression von Drplgssa
deutlich verzdgert (gestrichelt). Halbwertszeiten erreichen selbst bei STS Behandlung mehr als 118 min. Die
Mitochondrien bleiben langer.

Es bestétigte sich, dass die Formveranderung der Mitochondrien durch Apoptoseinduktion
unmittelbar einsetzt. Der Anteil an Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien nimmt
generell mit andauernder Staurosporininkubation zu. Ebenso liel sich bestétigen, dass die
Formveranderung der Mitochondrien unabhangig vom Drpl Expressionslevel ist, die
Hemmung von Drpl durch Drplkssa Uberexpression jedoch zu einer Verminderung der
mitochondrialen Fragmentation fuhrt. Es scheint hierbei nicht nur eine verminderte
Zerfallsgeschwindigkeit vorzuliegen, sondern Drplkssa konnte die Mitochondrien dauerhaft

vor Fragmentation schiitzen. Dies zeigt, dass Drpl fur den Ablauf der mitochondrialen
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Zerteilung wahrend der Apoptose notwendig, aber fiir die Induktion der Teilung nicht

ausreichend ist.
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Abbildung 25: Beeinflussung der mitochondrialen Fragmentation durch die bekannten Fissionsproteine.

Die Anzahl der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien (Abszisse) wurde nach unterschiedlichen
Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin durch Klassifizierung von 384 Neuronen (100 %) aus drei
unabhéngigen fixierten Kulturen fir jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller Neurone waren durch
pDsRed2-Mito Transfektion markiert. AuBer der Kontrollbedingung (hellgrau) wurden Kotransfektionen mit
Fisl (weiR), Drpl (dunkelgrau) und Drplgssa (SChwarz) untersucht.

Im Verlauf der Apoptose induzierenden Staurosporininkubation nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit
fragmentierten Mitochondrien zu. Bei Uberexpression von Fisl besitzen die Mitochondrien eine abnormale
Form (siehe Abbildung 18) und werden als fragmentiert gewertet, so dass nahezu alle Zellen bereits ohne Apop-
toseinduktion fragmentierte Mitochondrien aufweisen (weie Balken), wodurch allerdings nicht der program-
mierte Zelltod eintritt (Abbildung 29). Die Uberexpression von Drp1 fiihrt dagegen nicht zu einer signifikanten
Verénderung in Relation zur Kontrolle. Die Hemmung der Drpl Aktivitat durch Expression von Drplgssa zeigt
allerdings eine signifikant verminderte Fragmentation der Mitochondrien (Zeitverlaufe durch Linien her-
vorgehoben, *: p<0,05, studentischer t-Test). Es scheint sich ein dauerhafter Schutz in 53 % der Neurone gegen
mitochondriale Fragmentation einzustellen.

3.1.3.2 Einfluss von Drpl und Fisl auf den neuronalen Zelltod

Es ist bekannt, dass die mitochondriale Fragmentation wahrend des Apoptoseprozesses statt-
findet (Bossy-Wetzel et al. 2003), so wie es in den vorangehenden Experimenten beschrie-
ben wurde. Es ist jedoch ungeklart in welchem Zusammenhang die mitochondriale Frag-
mentation zur Apoptosekaskade steht. Insbesondere ist nicht bekannt, ob bei Apoptose die
Mitochondrien notwendigerweise fragmentieren oder ob umgekehrt der Zerfall der Mito-
chondrien zur Apoptose der Zelle flihren muss. Aus den vorangegangen Resultaten stellt sich
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sogar die Frage, ob die Apoptose durch Hemmung der mitochondrialen Fragmentation
blockiert werden kann oder ob es sich lediglich um zwei parallel ablaufende Prozesse
handelt.

Die Apoptose resultiert aus einer Verkettung vieler verschiedener zelluldrer Ereignisse,
bekannt sind zum Beispiel die Cytochrom c Freisetzung, die Aktivierung der Caspasen
sowie schlielflich das Schrumpfen des Zellkerns und Kondensation des Chromatins (siehe
Kapitel 1.1.2.2). Die Freisetzung des Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytoplasma
ist ein fruhes Ereignis lange vor der Kondensation des Chromatins wahrend der
Apoptosekaskade (siehe Abbildung 2). Das freigewordene Cytochrom c¢ bildet zusammen
mit Apafl und Procaspase 9 das Apoptosom, welches weitere Caspasen aktiviert. Am Ende
der Apoptosekaskade steht die Kondensation des Chromatins (apoptotische Korperchen) im
Zellkern. Apoptotische Korperchen lieBen sich in neuronalen dCSM14.1 Zellen nach
Apoptoseinduktion feststellen (siehe Abbildung 26) und wurden daher als endgiiltiger

Apoptosemarker genutzt.

Abbildung 26: Kernmorphologie.

Dargestellt sind die DAPI gefarbten Kerne einer normalen (links) und einer apoptotischen Zelle (rechts). Die
Induktion der Apoptose erfolgte 2 h Stunden vor Bildaufnahme durch Staurosporininkubation (1puM).
Der Zellkern der apoptotischen Zelle ist in viele apoptotische Kdrperchen zerfallen. Apoptotische Zellkerne
zeigten eine wesentlich stiarkere DAPI-Fluoreszenz, so dass im Kern keine Struktur mehr sichtbar ist.

Um zu Uberprifen, ob Drplkssa neben der hemmenden Wirkung auf die mitochondriale
Fragmentation auch einen Einfluss auf die Apoptose ausibt, wurde die Cytochrom ¢ Frei-
setzung aus den Mitochondrien als Apoptosemarker unter Drplkssa Uberexpression ana-
lysiert. Die Neurone wurden immunzytochemisch gegen Cytochrom c gefarbt (siehe
Abbildung 27, Abbildung 28). Das Cytochrom ¢ Verteilungsmuster ist in nicht apoptotischen
Neuronen durch abgrenzbare Strukturen charakterisiert (siehe Abbildung 28). Dies resultiert
aus der Lokalisation des Cytochromc im Intermembranraum der Mitochondrien. Nach

Apoptoseinduktion konnte die Ausschittung des Cytochrom ¢ durch das daraus resultierende
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diffuse Cytochrom ¢ Verteilungsmuster im Zytoplasma (siehe Abbildung 27, Abbildung 28)
nachgewiesen werden. Die Zerstérung der mitochondrialen Organisation geht mit der Frei-

setzung des Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytoplasma einher.

Kontrolle Staurosporin [1uM]
GFP DrleggA

M keine Apoptoseinduktion

O Staurosporin (1M, 2h) *
I I

T

D
o
1

a
o
1

w
o
1

N
o
1

=
o
1

Zellen mit Cytochrom c Freisetzung [%]
N
o

Kontrolle Drplysga

o

Abbildung 27: Cytochrom c Verteilungsmuster.

Links sind drei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (CLSM) von Cytochrom ¢ Antikorperfarbungen an
dCSM14.1 Zellen dargestelit.

Bei nicht apoptotischen Zellen ist das Cytochrom c in abgrenzbaren Strukturen lokalisiert (links). Wéhrend der
Apoptose (2 Stunden, 1uM Staurosporin) kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c und einer daraus resultie-
renden diffusen Farbung des Zytoplasmas (Mitte). Die Ausschittung von Cytochrom ¢ wird durch Drplgasa
Uberexpression verhindert (rechts).

Im unten dargestellten Diagramm wurde die Anzahl der Neurone mit diffusem Cytochrom ¢ Verteilungsmuster
(Abszisse) mit und ohne Apoptoseinduktion durch Klassifizierung von jeweils 384 Neuronen (100 %) aus drei
unabhangigen Kulturen fiir jeden Messpunkt ermittelt.

Neben unbehandelten Neuronenpopulationen (Kontrolle) wurde die Wirkung Apoptose induzierender
Substanzen (grau) unter Drplgssa Uberexpression untersucht. Die Apoptoseinduktion (grau) resultiert in einem
vermehrten Anteil an Neuronen mit diffusem Cytochrom ¢ Verteilungsmuster. Durch Expression von Drplgssa
ist dieser Anstieg allerdings signifikant reduziert (*: p<0,05), so dass nicht mehr 56 % der Neurone, sondern nur
noch 27 % eine Cytochrom c Freisetzung aus ihren Mitochondrien erfahren. Ohne Apoptoseinduktion (schwarz)
hat die Transfektion mit Drplxsga keinen Einfluss auf das Cytochrom c Verteilungsmuster, der Anteil an Neu-
ronen mit diffusem Cytochrom ¢ Verteilungsmuster ist in beiden Bedingungen anndhernd gleich niedrig.
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Die Hemmung der mitochondrialen Fragmentation durch Drplgssa Verhindert die Cyto-
chromc Freisetzung ins Zytoplasma nach Apoptoseinduktion. Somit scheint die
Fragmentation der Mitochondrien die Cytochrom c Freisetzung zu fordern. Dies konnte auch
durch Kilassifizierung einer grofen Neuronenpopulation auf Grund ihres Cytochrom c
Verteilungsmuster bestétigt werden (siehe Abbildung 27). Bei der Klassifizierung der
Cytochrom c Freisetzung in groRen Neuronenpopulationen wurde der Anteil dieser Neurone

durch Uberexpression von Drplgssa halbiert.

Abbildung 28: Drplksga und Cytochrom c Freisetzung.

Links (a) ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Drplgssa transfizierten dCSM14.1 Neuronen darge-
stellt (Pfeile). Das Drplkssa-ECFP Plasmid wurde durch transiente Transfektion in die Zelle eingebracht. Da die
Transfektionseffizienz begrenzt ist, exprimieren nicht alle Neurone des Sichtfeldes Drplgssa (Dreiecke). Die
sichtbaren und mit Pfeilen markierten Zellen exprimieren Drplgssa. Das Protein liegt diffus verteilt im ge-
samtem Zytoplasma und den Zellfortsatzen vor.

Rechts (b) ist im gleichen Sichtfeld die immunzytochemische Farbung gegen Cytochrom ¢ nach zweistiindiger
Behandlung mit Staurosporin (1uM) abgebildet. Da die Cytochrom ¢ Farbung alle Neurone erfasst sind zwei
weitere Neurone, die kein Drplgsga exprimieren, sichtbar (Dreiecke).

Drplksga Uberexprimierende Neurone (Pfeile) zeigen Cytochrom c¢ in abgrenzbaren intrazellularen Strukturen
(Mitochondrien), wohingegen die nicht transfizierten Neurone (Dreiecke) unter Staurosporinbehandlung ein
diffuses Verteilungsmuster aufweisen.

Um zu verifizieren, dass die Hemmung der Cytochrom c Freisetzung aus den Mitochondrien
auch einen neuroprotektiven Effekt hat, wurde ebenfalls die Wirkung von Drplksga Uber-
expression auf die Kernmorphologie nach Apoptoseinduktion untersucht.

Bereits ohne Apoptoseinduktion wurde ein geringer Anteil an Neuronen mit fragmentierten
Kernen ermittelt (siehe Abbildung 29), der wie der leicht erh6hte Anteil an Neuronen mit
fragmentierten Mitochondrien (siehe Abbildung 25) auf die geringfligige Toxizitat der
Transfektion zuriick zufiihren sein kdnnte. Die Transfektion mit Drpl oder ihrer dominant
negativen Mutante zeigt keinen Einfluss auf den spontanen Zelltod. Im Gegensatz hierzu
fiihrte die Fis1 Uberexpression zu einer geringfiigig erhdhten spontanen Todesrate. Aller-
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dings sind bemerkenswerter Weise trotz der anormalen Mitochondrienmorphologie (siehe
Kapitel 3.1.3.1) 88 % der Zellen nicht apoptotisch.
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Abbildung 29: Einfluss der bekannten mitochondrialen Fissionsproteine auf die Apoptose.

Die Anzahl der apoptotischen Neurone (fragmentierte Nuclei, Abszisse) wurde nach unterschiedlichen Inkuba-
tionsdauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin durch Klassifizierung von 384 Neuronen (100 %) aus drei unab-
héngigen Kulturen fur jeden Messpunkt ermittelt. Alle dCSM14.1 Neurone wurden einer Transfektion mit
pDsRed2-Mito unterzogen, je nach Versuchsbedingung erfolgten Kotransfektionen mit Fisl (weiR), Drpl
(dunkelgrau) oder Drplyssa (schwarz).

Staurosporin induziert Apoptose (Kontrolle), diese Induktion wird durch Uberexpression von Fisl oder Drpl
kaum beeinflusst. Fisl verstarkt dennoch in diesen Neuronen die Morphologiednderung der Mitochondrien be-
trachtlich (vergleiche Abbildung 25). Im Gegensatz zur Uberexpression von Drp1, die keinen deutlichen Einfluss
auf die Apoptoserate austbte, fiihrt eine Unterdriickung durch Expression von Drplgsga in den Neuronen signi-
fikant (t-Test, *: p<0,05) zu deutlich verringerten Apoptoseraten (Zeitverldufe durch Linien hervorgehoben).

Die Induktion der Apoptose flhrte zu einem Anstieg an Neuronen mit fragmentierten Zell-
kernen. Der Anstieg der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien wahrend der Apoptose
(siehe Abbildung 25) erfolgte schneller und friher als der Anstieg der Neurone mit apop-
totischen Zellkernen (siehe Abbildung 29). Wéhrend die mitochondriale Fragmentation nach
ca. einer Stunde Staurosporininkubation nahezu alle Neurone erfasste sind die meisten
Zellkerne erst nach ca. vier Stunden zerfallen. Die Uberexpression von Drplgssa zeigte
einen neuroprotektiven Effekt. Die mitochondriale Fragmentation unter Drplkssa Uber-
expression setzt erst nach ca. 30 min ein, die Fragmentation der Kerne wird sogar fir vier
Stunden fast ganzlich unterdruckt. Bei ca. 50 % der Neurone wird die Fragmentation beider
Zellorganellen selbst durch 24 h Staurosporininkubation komplett unterbunden. Die Hem-

mung von Drp1l scheint neuroprotektiv zu wirken.
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Die vermehrte Zerteilung der Mitochondrien ist ein friih stattfindender Prozess innerhalb der

Apoptose, der flr den ungestdrten Ablauf der Apoptosekaskade notwendig ist.

3.1.4 Mitochondriale Fragmentation unter Tat Bcl-xL

Die Hemmung von Drp1 durch die Uberexpression von Drplgssa Verzégert die mitochondri-
ale Zerteilung (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25) wéhrend der Apoptose wie auch die
Apoptose selbst (siehe Abbildung 28 und Abbildung 29). Es ist unklar, ob die beiden Pro-
zesse kausal nacheinander bzw. zeitlich gleichzeitig stattfinden mussen. Ebenso ist der Zer-
fall der Mitochondrien nicht selbstverstandlich unabhangig von dem unumkehrbaren Ablauf
der Apoptose. Somit ist zu priifen, ob die beiden Zerfallsprozesse unabhéngig voneinander

stimuliert bzw. unterdriickt werden kdnnen.
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Abbildung 30: Effekte von Tat-Bcl-xL.

In obigen Diagrammen wurden je Messpunkt 384 Neurone (100 %) aus drei unabhangigen Kulturen nach ihrer
Fragmentation der Mitochondrien (a), Cytochrom ¢ Freisetzung (b) bzw. dem Apoptosestatus (c) klassifiziert.
Die Mitochondrien waren durch Transfektion mit pDsRed2-Mito markiert. Der Anteil apoptotischer Neurone
oder fragmentierter Mitochondrien (Abszissen) wurde mit (grau) und ohne (schwarz) Apoptoseinduktion
ermittelt. Neben dem Effekt einer Behandlung mit Tat-Bcl-xL sind als Referenz die Resultate unbehandelter
Neurone dargestellt, Artefakte des Tat-Bcl-xL Losungspuffers konnen durch die entsprechende Messungen
ausgeschlossen werden.

Staurosporin induziert einen Anstieg der Kontrollneurone mit zellularer Cytochrom ¢ Freisetzung (b), fragmen-
tierten Nuclei (c) und Mitochondrien (a). Die Behandlung mit Tat-Bcl-xL hat eine signifikante neuroprotektive
Wirkung (b und c, t-test, *: p<0,05), jedoch kaum Einfluss auf die mitochondriale Zerteilung wéhrend der
Apoptose.

Die Proteine der Bcl-2- Familie nehmen eine herausragende Bedeutung innerhalb der Steue-
rung der mitochondrial vermittelten Apoptose ein. Durch sie erfolgt eine Integration
verschiedener auf die Zelle einwirkender Uberlebens- und Todessignale (Adams und Cory
2001). Somit sind sie mogliche Kandidaten fir die Regulation der Mitochondrienform. Die

Familie teilt sich in zwei Unterklassen, die anti- apoptotischen Proteine, welche die Zelle vor

63



Ergebnisse

der Apoptose schiitzen, und die pro-apoptotischen, die den Ablauf der Apoptose férdern
(Antonsson 2001). Eine wichtige Funktion der Mitglieder der Bcl-2 Familie ist die Kontrolle
der mitochondrialen Membranpermeabilitét.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde das anti- apoptotische Bcl-xL Protein genutzt,
welches die mitochondriale Permeabilitdt blockiert (Adams und Cory 2001, Antonsson
2001). Es war mit einer Tat-Protein Transduktionsdomane (Tat-Doméne) fusioniert, die es
Proteinen fast jeglicher Grof3e und biochemischer Eigenschaften ermdglicht Zellmembranen
zu passieren (Dietz und Bahr 2004). Der anti- apototische Effekt von Tat-Bcl-xL ist bekannt
(Dietz et al. 2002). Er wurde in dieser Arbeit mittels Klassifizierung der verwendeten
dopaminergen Neurone an Hand ihrer Kernmorphologie und Cytochrom c Verteilungs-
muster erneut verifiziert (siehe Abbildung 30).

Nach Apoptoseinduktion steigt der Anteil an Neurone mit fragmentierten Mitochondrien in
Tat-Bcl-xL behandelten Neuronen an. Obwohl die Apoptosekaskade zumindest ab der
Freisetzung des Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien gehemmt oder unterbunden ist, wird
die Zerteilung der Mitochondrien von Tat-Bcl-xL nicht beeinflusst (siehe Abbildung 30).
Somit ist der neuroprotektive Effekt von Tat-Bcl-xL nicht Gber Beeinflussung der mito-
chondrialen Zerteilungsvorgéngen innerhalb der Apoptose vermittelt.

Bel-xL interferiert auf dem Level der Cytochromc Freisetzung wahrend der
Apoptosekaskade, hat aber keinen Einfluss auf die Zerteilungsvorgénge der Mitochondrien.
Der finale Ablauf der Apoptose und die Cytochrom ¢ Ausschittung aus den Mitochondrien
sind daher nicht notwendige physiologische Grundlage der apoptotischen mitochondrialen

Zerteilung.

3.1.5 Bedeutung des Zytoskeletts flir die mitochondriale Zerteilung

Mitochondrien werden durch Zytoskelettstrukturen innerhalb der Zelle gerichtet transportiert
(siehe Kapitel 1.1.4). Drpl befindet sich wahrend der friihen Apoptose an den Mito-
chondrien und ist dort an der Regulation der mitochondrialen Fragmentation in
dopaminergen Neuronen beteiligt (siehe Kapitel 3.1.3.1). Es ist unklar durch welche
Mechanismen es dorthin transportiert wird und wie der Transport reguliert wird. Es ist
jedoch vorstellbar, dass die Strukturen des Zytoskeletts hierbei eine Funktion bernehmen.
So wurde die Beteiligung der Aktin- und Tubulinstrukturen am Transport von Drpl wéhrend
der Apoptose durch die Behandlung der Neurone mit Cytochalasin D und Nocodazol (ber-
prift. Die beiden Substanzen depolymerisieren das entsprechende Zytoskelett und fuhren zu
einer vollstandigen Zerstérung der entsprechenden Strukturen (siehe Abbildung 31). Die

Behandlung der Zellen mit Cytochalasin D fuhrt zu stark verastelten Aktinstrukturen, die
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spindelformig zum Zellkern ausgerichtet sind, wohingegen die Behandlung mit Nocodazol

in einer Zerteilung der Tubulinstrukturen resultiert.

Abbildung 31: Zerstérung des Zytoskeletts.

Die dargestellten dCSM14.1 Zellen sind immunzytochemisch gegen Aktin (a und b) oder Tubulin (c und d)
gefarbt. Die Neurone rechts wurden vor der Bildaufnahme mit 10 pg/ml Cytochalasin D (b) oder 10 pg/mli
Nocodazol (d) fur eine Stunde inkubiert.

Die unbehandelten Zellen (a und c¢) weisen ein intaktes Zytoskelett auf. Durch die Behandlung mit
Cytochalasin D verschwindet die deutliche Langsstreifung des Aktinskeletts. Die Aktinfilamente depolymeri-
sieren und verlaufen nun zur Zellmitte.

Die Behandlung mit Nocodazol fuhrt zu einer vollstandigen Zerstérung des Tubulinskeletts. Die Tubulin-
strukturen liegen als kleine Bruchstiicke diffus im Zytoplasma vor. Das Zellsoma ist deutlich verkleinert, die
Zelle besitzt keine Fortsatze mehr.

Die Zerstorung des Zytoskeletts verhindert den Transport von Drpl zu den Mitochondrien
(siehe Abbildung 32). Die Drpl Proteine befinden sich nach Depolymerisierung der Zyto-

skelettstrukturen trotz Apoptose diffus verteilt im Zytoplasma und nicht konzentriert bzw.
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transloziert an den Mitochondrien. Dieser Effekt ist sowohl bei Zerstérung der Aktin- wie
auch Tubulinstrukturen sichtbar, was darauf schlieBen lasst, dass der Drpl Transport vom
Zytoplasma zu den Mitochondrien wahrend der Apoptose von einem intakten Zytoskelett
abhdangig ist. Bei zerstértem Zytoskelett ist die Fragmentation der Mitochondrien wéhrend
der Apoptose gestort (siehe Abbildung 34). Dies verdeutlicht abermals, dass Drpl fur die
Regulation der mitochondrialen Zerteilung verantwortlich ist.

Bei der Analyse der durchschnittlichen Mitochondrienldangen im Verlauf der Apoptose zeigt
sich, dass die Fragmentation der Mitochondrien nach Zerstérung des Zytoskeletts verlang-
samt ist im Vergleich zu Neuronen mit intaktem Zytoskelett (siehe Abbildung 33). Die
Reduktion war sowohl bei Zerstérung der Aktin- wie auch Tubulinstrukturen vorhanden. Die
gleichzeitige Zerstorung beider Zytoskelettstrukturen zeigte einen additiven Effekt, so dass

ein Zerfall der Mitochondrien kaum noch nachweisbar ist (siehe Abbildung 33).

Abbildung 32: Drpl Lokalisation wahrend der Apoptose bei zerstortem Zytoskelett.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von fixierten dCSM14.1 Zellen nach zweistiindiger
Staurosporinbehandlung (1uM). Das Zytoskelett der Neurone wurde durch Behandlung mit Cytochalasin D
(Aktinskelett, 10 pg/ml, rechts) oder Nocodazol (Tubulinskelett, 10 pg/ml, links) zerstért. Die Mitochondrien
sind durch Transfektion mit mt-GFP markiert. Endogenes Drpl wurde immunzytochemisch angefarbt, der
Sekundérantikorper ist mit Cy3 (rot) markiert.

Nach Zerstérung des Zytoskeletts befindet sich das Drpl trotz Apoptoseinduktion nicht an den Mitochondrien
(vergleiche Abbildung 20). Der Effekt ist unabh&ngig davon, welche Strukturen des Zytoskeletts zerstort
wurden. Der Transport der Drp1-Cluster erfolgt Zytoskelett-abhéangig.

Im Gegensatz zu dem drastischen Einfluss auf die Fragmentation der Mitochondrien scheint
das Zytoskelett fir den erfolgreichen Abschluss der Apoptose nicht von Bedeutung zu sein.
Die Zellen zeigen nach Depolymerisation ihrer Zytoskelettstrukturen zwar eine deutlich
abnormale Morphologie, dennoch wird durch diese Behandlung der programmierte Zelltod
nicht oder nur mit mehr als zwei stiindiger Verzogerung ausgelést. Nach Inkubation mit
einem Apoptoseinduktor wird der apoptotische Prozess ausgeldst (siehe Abbildung 35). Dies
ist umso erstaunlicher, da wie beschrieben die apoptotische Zerteilung der Mitochondrien
vollig aussetzt. Die Apoptoserate ist ohne Zytoskelett lediglich geringfugig vermindert, so

dass unter Umstanden ein schwacher Effekt der blockierten mitochondrialen Zerteilung
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sichtbar ist. Die Apoptose ist beachtenswerter Weise weiterhin mit einer Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien verbunden. Somit ist eine vollstandige Zerteilung der

Mitochondrien fur die Apoptose nicht notwendig.

5
an
7
w
g
S
=
¥
. L T

= Bedingun end 112 2
N 0.6f gung %] | min| "
z ) STS 32,6%| 21,3]0,954
@ \ Noco+STS 81,8% «]0,829
ﬁ " CytD+STS 80,3% 0,533
o 04r Noco+CytD 5
E +STS 95,7% ©]0,063
=
S || e STS
g 02k | Noco+STS
g o
= CytD+STS

--------- Noco+CytD+STS

0 -20 0 20 40 60 80 100 120

Inkubationszeit [min]

Abbildung 33: Hemmung der mitochondrialen Fragmentation durch die Zerstérung des Zytoskeletts.

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlange in Abhangigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, weitere
Erlauterungen siehe Abbildung 16. Neurone wurden zuvor nicht (rot), mit Cytochalasin D (10 pg/ml, griin), mit
Nocodazol (10 pg/ml, blau) oder mit beiden Substanzen (magenta) behandelt. Die gestrichelte rote Linien gibt
die genaherte Reaktion der unbehandelten Neurone auf den Apoptose Stimulus wieder, wahrend die
andersfarbigen gestrichelten Linien die gendherten Reaktionen der behandelten Neuronen angeben.

Im Vergleich zu den Messungen an unbehandelten Zellen (rot) fiihrte eine Zerstdrung des Zytoskeletts zu
wesentlich geringeren Fragmentationsraten der Mitochondrien (unendliche Halbwertszeiten, siehe Tabelle).
Hierbei war der Einfluss des Aktinskeletts (grin) und der Mikrotubuli (blau) ann&hernd vergleichbar. Die
kleinen Regressionskoeffizienten der gendherten Reaktionen behandelter Zellen lassen vermuten, dass kein
naturlicher Zerfall mehr stattfindet. Die Zerstorung beider Zytoskelettstrukturen zeigt eine Verstarkung des
protektiven Effektes. Trotz Apoptoseinduktion zeigen die Mitochondrien fast das gleiche Verhalten wie die
Kontrollneurone, in denen weder Apoptose induziert noch das Zytoskelett zerstort wurde. Ohne intaktes
Zytoskelett findet praktisch keine mitochondriale Fragmentation statt.

Der Transport von Drpl zu den Mitochondrien scheint fir die Fragmentation der Mitochondrien wahrend der
Apoptose notwendig zu sein. Hierzu sind die beiden Zytoskelettstrukturen Aktin und Tubulin notwendig.
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Abbildung 34: Zerstérung des Zytoskeletts und mitochondriale Fragmentation.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufhahmen von dCSM 14.1 Neuronen vor (links) und nach Apop-
toseinduktion (rechts, 2 h Staurosporininkubation, 1 uM). Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit
pDsRed2-Mito markiert. In den unteren Abbildungen (Mitte und unten) wurde das Zytoskelett durch einstiindige
Inkubation mit den angegebenen Substanzen zerstort.

Im Vergleich zur Kontrolle (oben) werden Neurone bei Zerstérung des Zytoskeletts durch Behandlung mit
Cytochalasin D (10 pg/ml) oder Nocodazol (10 pg/ml) vor apoptotischen mitochondrialen Zerfall geschiitzt. Die
Mitochondrien der behandelten Zellen (Mitte und unten) weisen im Gegensatz zu den Mitochondrien der unbe-
handelten Zellen (Kontrolle) nach Apoptoseinduktion weiterhin eine elongierte Form auf. Die morphologischen
Verénderungen der Mitochondrien wéhrend der Apoptose sind in der Kontrollbedingung (oben rechts) wesent-
lich stérker als nach Zerstérung des Zytoskeletts.

Auch die morphologischen Verdnderungen der Zellen durch Zerstérung des Zytoskeletts sind sichtbar, so sind
die Mitochondrien nach Zerstérung der Tubulinstrukturen auf ein kleineres Zellsoma begrenzt (unten rechts).
Nach Zerstérung der Aktinstrukturen zeigen sich filigrane Zellfortsatze, in denen Mitochondrien lokalisiert sind.
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Abbildung 35: Apoptose ohne Zytoskelett.

Dargestellt ist der Anteil an Zellen mit fragmentierten Mitochondrien (links), Cytochrom c freisetzender
Neurone (Mitte) bzw. die Zelltodrate (rechts) bei Auswertung von je 384 dCSM14.1 Neuronen pro Versuchs-
bedingung. Die Messungen wurden jeweils an drei Versuchsgruppen durchgefihrt, weil ist eine Kontrollgruppe
ohne Apoptoseinduktion, wéhrend schwarze Balken die Wirkung der Apoptoseinduktion durch 2h Staurosporin-
inkubation zeigen. Der jeweils linke schwarze Balken bezieht sich wiederum auf eine Kontrollgruppe, die vor
Apoptoseinduktion lediglich eine Transfektion zur Markierung der Mitochondrien erfuhr. Die rechten Balken
zeigen Resultate von Neuronen, deren Zytoskelettstrukturen kurz vor Apoptoseinduktion zerstdrt wurden. Zum
Abbau des Aktinskelettes diente 10 pg/ml Cytochalasin D, wahrend die Mikrotubuli durch 10 pg/ml Nocodazol
zerstort wurden.

Obwohl die Zerstérung des Zytoskelettes einen heftigen Eingriff in die Zellintegritat darstellt und es individuell
zu starken Schwankungen kommt, zeigen die Zellen dhnliche Apoptoseraten (rechts). Die Zerstérung der
Skelettstrukturen induzierte selbst keinen Zelltod, auch nach kiinstlicher Induktion scheint der Kernzerfall fast
unbeeinflusst zu sein. Die Ausschiittung von Cytochrom c ist unabhéngig von Strukturen des Zytoskelettes. Die
Fragmentation der Mitochondrien wahrend der Apoptose wird allerdings bei Zerstérung des Zytosklettes
signifikant blockiert (t-test, *: p<0,05). In diesem Zustand weisen Neurone mit intakten Mitochondrien dennoch
ein diffuses Cytochrom c Verteilungsmuster auf, wodurch der nachfolgende Zelltod ausgeldst wird.

3.1.6 Einfluss der Cyclin- abhéngigen Kinase 5 auf die Mitochondrien

Fisl und Drpl sind die wichtigsten Proteine, die direkt an der Regulation der mitochondri-
alen Zerteilung bei Sdugetieren beteiligt sind (Chan 2006). Fisl steuert den Zerteilungs-
prozess vermutlich nicht, da es als Transmembranprotein immobil in der Membran verankert
ist und durch Uberexpression eine Anomalie der Mitochondrienform hervorruft (siehe
Abbildung 18). Die mitochondriale Zerteilung wird vermutlich mittels Drpl initiiert. Drpl
wird im Verlauf der Apoptose durch Strukturen des Zytoskeletts zu den Mitochondrien
transportiert (siehe Abbildung 20), wo es an Fisl bindet und die Zerteilung der Mitochond-
rien auslost. Der Transport von Drpl zu den Mitochondrien kénnte durch verschiedene
Regelmechanismen gesteuert werden, z.B. durch Modifikationen des Transportsystems oder
der beteiligten Transportproteine (Strukturen des Zytoskeletts). Weiterhin konnte Drpl
selbst modifiziert werden z.B. durch eine wahrend der Apoptose induzierte Konformations-
anderung. Eine solche Konformationsanderung kénnte durch Aktivierung von Drpl (z.B.
durch Phosphorylierung) oder durch eine Komplexbildung mit weiteren Faktoren verursacht
werden. Eine Phosporylierungsreaktion kénnte auch die bendtigte Energie fur die Zerteilung

bereitstellen.
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Die rezeptorgesteuerte Endocytose ist ein der mitochondrialen Zerteilung &hnelnder zellu-
larer Prozess, da es hier ebenfalls zur Abschnirung von Membranvesikeln kommt. Ein
Regulatorprotein der rezeptorgesteuerten Endocytose ist Dynamin (Takei et al. 2005).
Dynamin erkennt spezifisch das Phosphoinositol der Membran. Die Dynaminmolekiile
liegen wie die Drpl Molekiile bei der mitochondrialen Zerteilung als rechtsgewundene Helix
um die Abschnirstelle der Vesikel. Die Ursache fir die AbstoRung des Vesikels von der
Membran basiert auf einer Konformationsdnderung des Dynamins, welche durch die
Hydrolyse von GTP ermdglicht wird. Dadurch konnte die Ganghthe der Dynaminhelix
ansteigen (Stowell et al. 1999) oder eine Verringerung des Helixdurchmessers (Sweitzer und
Hinshaw 1998) erreicht werden.

Analogien zur mitochondrialen Zerteilung sind neben der generellen Abschnirung und
Komplexbildung eines mobilen und membrangebundenen Proteins, die Ausbildung von
Dynamin Helices (siehe Kapitel 1.1.5.1), die den bekannten Drpl Anordnungen bei der
mitochondrialen Zerteilung dhneln. Des Weiteren nimmt Fisl bei der Fragmentation der
Mitochondrien eine dem Phosphoinositol analoge Funktion ein.

Dynamin besitzt weiterhin eine hohe Sequenzhomologie zu Drpl (siehe Abbildung 64). Die
Dynaminaktivitdt wird in der rezeptorgesteuerten Endocytose durch CDKS5 vermittelte
Phosphorylierung reguliert (Tomizawa et al. 2003). Wegen der hohe Sequenzhomologie und
funktionellen Analogie konnte CDK5 ebenfalls in der Regulation von Drpl beteiligt sein.
Weitere Indizien fur eine moégliche Beteiligung von CDKS5 liefern die Ergebnisse aus Kapitel
3.1.5. Dort wurde der Zusammenhang zwischen einem intakten Zytoskelett und der mito-
chondrialen Zerteilung wahrend der Apoptose aufgezeigt. CDKS5 ist an der Regulierung des
Aktin- und Tubulinzytoskeletts beteiligt (Dhavan und Tsai 2001) und Ubernimmt regulato-
rische Funktionen innerhalb der Membranumstrukturierung bei der Migration von Neuronen
(siehe Kapitel 1.2). Es existieren Hinweise fiir eine mogliche Interaktion von CDK5 mit dem

mitochondrialen Zerteilungsprozess.

3.1.6.1 Einfluss von CDKS5 auf die mitochondriale Morphologie

CDKS5 besitzt zwei spezifische Aktivatorproteine p39 und p35 (siehe Kapitel 1.2.1). p35
kann durch Calpain gespalten werden, so dass unter anderem p25 entsteht. In der vorliegen-
den Arbeit wurde ausschlieRlich das p25 Protein verwendet um CDKS5 zu aktivieren, da der
p25/CDK5 Komplex hochaktiv und langlebiger ist als das p35/CDKS5 oder p39/CDKS5 Dimer
(Dhavan und Tsai 2001). In Abwesenheit der Aktivatorproteine besitzt CDK5 keine enzyma-
tische Aktivitat. Zur Klarung des generellen Einflusses von CDK5 auf die Mito-
chondrienform wurden dCSM14.1 Neurone mit CDK5 und p25 transfiziert.
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Die Uberexpression von p25/CDKS5 resultierte in einer verdnderten Mitochondrienform
(siehe Abbildung 36). Die Mitochondrien waren von Kleiner runder Form und héufig
vermehrt um den Zellkern lokalisiert. Die Mitochondrienmorphologie dhnelte stark der nach
Apoptoseinduktion vorherrschenden mitochondrialen Form (siehe Abbildung 13). Die Mito-
chondrien unterliegen bedingt durch die Uberexpression von p25/CDKS5 einer vermehrten
Zerteilungsrate. Diese Zerteilung geht ebenfalls mit dem Transport von Drpl aus dem
Zytoplasma zu den Mitochondrien einher (siehe Abbildung 37), was auf den gleichen Zertei-

lungsmechanismus hinweist.

Kontrolle p25/CDK5 p25/CDK5/Drplgssa

Abbildung 36: p25/CDK5 und mitochondriale Fragmentation.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien von dCSM 14.1 Neuronen. Die
Mitochondrien sind durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert, zusatzlich exprimieren die Zellen p25/CDK5
(Mitte) oder p25/CDK5/Drplksga (rechts). Die Aufnahmen erfolgten 24 Stunden nach der Transfektion.

Die Mitochondrien des Kontrollneurons (links) weisen eine physiologisch elongierte Form auf, wohingegen die
Uberexpression von p25/CDK5 (Mitte) in spontan fragmentierten Mitochondrien von runder Form resultiert. Die
durch p25/CDKS5 Uberexpression induzierte mitochondriale Zerteilung wird durch gleichzeitige Expression von
Drplkssa Vermindert (rechts).

Um zu prifen, ob der durch p25/CDK5 hervorgerufene und der durch Apoptosestimulus
induzierte mitochondriale Zerfall die gleichen Proteine nutzt, wurde die Wirkung von
Kotransfektionen mit Drplgssa untersucht.

Die Mitochondrien der Neurone, die p25/CDK5/Drplkssa Uberexprimierten behielten ihre
nattrliche elongierte Form und waren weiterhin im gesamten Zytoplasma verteilt (siehe
Abbildung 36). Die durch Uberexpression von p25/CDK5 induzierte mitochondriale
Fragmentation scheint somit genauso wie der Zerfall der Mitochondrien wahrend der
Apoptose durch Drpl vermittelt zu sein. Durch eine noch unbekannte Wechselwirkung ist

p25/CDKS5 in der Lage diesen Mechanismus zu aktivieren.
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Abbildung 37: Drpl Lokalisation bei p25/CDK5 Uberexpression.

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer p25/CDK5 Uberexprimierenden dCSM14.1
Zelle. Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit mt-GFP (griin) markiert, endogenes Drpl wurde immun-
zytochemisch mit einem Cy3 (rot) markiertem Sekundérantikdérper angefarbt. Die Aufnahme erfolgte 24 Stunden
nach Transfektion.

Die durch Uberexpression von p25/CDK5 verursachte Fragmentation der Mitochondrien ist groRteils bereits
abgeschlossen. Bei noch nicht vollstandiger Fragmentation der Mitochondrien liegt eine verstarkte Kolokali-
sation von Drpl und den Mitochondrien vor (siehe DetailvergréRerung), meist scheint sich Drpl an die Mito-
chondrien anzulagern.

Zur Verifizierung der Beobachtung wurden Neuronenpopulationen nach ihrer Mitochond-
rienform klassifiziert (siehe Abbildung 41). Es bestatigte sich, dass die Mitochondrien der
p25/CDKS5 (iberexprimierenden Neurone im Vergleich zu nicht p25/CDKS5 (Uberexpri-
mierenden Zellen vorwiegend in kleine Bruchstiicke fragmentiert waren. Durch gleichzeitige
Uberexpression von Drplgkssa konnte dieser Effekt mehr als halbiert werden (siehe
Abbildung 41). Auch hier resultierte die Zerstérung des Zytoskeletts in einer deutlich
verminderten Fragmentation der Mitochondrien durch den p25/CDK5 Komplex. Die durch
den p25/CDK5 Komplex induzierte mitochondriale Zerteilung bendtigt ebenfalls den
Zytoskelett abhangigen Drpl Transport zu den Mitochondrien.

3.1.6.2 Regulation der CDK5- Aktivitat bei Apoptoseinduktion

Mit Hilfe der Western Blot Analyse war es mdglich nachzuweisen, dass dCSM14.1 Neurone
CDKS5 endogen exprimieren (siehe Abbildung 38, Oh Staurosporin). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass die verwendeten Zellen kein endogenes p35 besallen, sondern p39 (siehe
Abbildung 39). Die Expression von p35 wurde auch nicht durch Apoptoseinduktion ange-
schaltet.
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Abbildung 38: CDKS5 Expression.

Abgebildet ist die Western Blot Analyse der CDKS5 Proteinexpression nach unterschiedlichen Staurosporininku-
bationszeiten (1 puM). Je Versuchsbedingung wurden 20 pg Zelllysat von dCSM14.1 Neuronen eingesetzt. Zur
Detektion wurde ein polyklonaler Antikérper gegen CDK5 (siehe Tabelle 6) verwendet, welcher eine Bande bei
35 kDa erkennt (GroRenstandard nicht dargestellt).

Die Zellen exprimieren endogen CDK5 (Zeitpunkt 0). Wahrend der durch Staurosporin induzierten Apoptose
variiert die CDK5 Expression kaum.

p35 Uberexpression unbehandelt p35 Uberexpression unbehandelt
p35 a— ——— P p39
(35 kDa) : (39 kDa)
R3- R-
Tubulin h co— " A Tubulin
(55 kDa) (55 kDa)

Abbildung 39: Endogene Aktivatoren von CDKS5.

In den beiden oberen Zeilen ist die Western Blot Analyse der p35 (links) und der p39 Proteinexpression (rechts)
sowie die zugehorigen Ladekontrollen (B-Tubulin) dargestellt. Vor der Lyse wurden die Kontrollkulturen mit
p35 transient transfiziert, um eine entsprechende Kontrolle zu generieren. Zur Detektion wurde ein polyklonaler
Antikérper gegen p35 bzw. p39 (siehe Tabelle 6) verwendet, welcher eine Bande bei 35 kDa bzw. 39 kDa
erkennt (GroéBenstandard nicht dargestellt). Je Versuchsbedingung wurden 20ug Zelllysat verwendet.

Das p35 Protein war nur bei kiinstlich erzeugter Uberexpression nachweisbar, was daraufhin deutet, dass die
Neurone p35 nicht endogen exprimieren.

CDKS5 induziert mitochondriale Fragmentation, da es tber unbekannte Mechanismen den
Transport von Drpl zu den Mitochondrien beeinflusst. Die rezeptorvermittelnde Endocytose
wird durch die CDK5 abhangige Aktivierung von Dynamin induziert (Takei et al. 2005).
Madglicherweise wird Drpl ebenfalls durch CDKS5 aktiviert, wodurch der Transport zu den
Mitochondrien beglinstigt werden kdnnte oder aber analog zu Dynamin die notige Energie,
um die Mitochondrien durchzuschniren. Wenn Drpl Aktivierung ein limitierender Faktor
ware musste die Aktivierungsrate wahrend der Apoptose erhoht sein. Dies kdnnte durch ein
héheres Expressionslevel erreicht werden. Die Western Blot Analyse ergab allerdings, dass
sich das CDK5 Expressionslevel wahrend der Apoptose nicht verandert (siehe
Abbildung 38). Sogar 12 Stunden nach Apoptoseinduktion war das Expressionslevel von
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gleicher Grolie wie in nicht apoptotischen Zellen. Die CDKS5 Protein Expression reguliert
somit nicht die Aktivierung von Drpl, daher kdnnte eine veranderte CDK5 Enzymaktivitét
als Regulator fungieren.

Die enzymatische Aktivitat von CDK5 kann (ber den Phosporylierungsgrad eines geeig-
neten Substrates bestimmt werden. Die Aktivitdt von CDK5 wurde durch Verwendung eines
etablierten in vitro Aktivitats-Tests bestimmt (siehe Kapitel 2.3.4). Dabei wird Histon H1
durch CDKS5 phosphoryliert. Die Phosphorylierungsmessungen nach Staurosporininkubation
zeigen eine deutlich verstarkte Phosphorylierung des Histon H1 durch CDKS5 bereits kurz
nach Apoptoseinduktion (sieheAbbildung 40). Durch Bestimmung der CDK5 Proteinmenge
ist sichergestellt, dass dieser Effekt auf einer Aktivitatsanderung der CDK5’s beruht und
nicht auf die CDK5 Konzentration selbst zuriick zufihren ist.

Der schnelle Anstieg der CDK5 Aktivierungspotenz zu Beginn der Apoptose sowie der
darauffolgende Abfall auf das Grundaktivitatslevel erfolgt analog zu der schnell einsetzen-
den Fragmentation der Mitochondrien nach Apoptoseinduktion. Somit kann CDK5 wéhrend
der Apoptose die verstirkte Aktivitat von Drpl und folglich auch den mitochondrialen

Zerfall steuern.

Staurosporinbehandlung [min]
0 1 ) 10 30
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Abbildung 40: CDK5- Aktivitat.

Das obere rechte Bild zeigt eine Autoradiographie von phosphoryliertem Histon H1. Fiir jede Probe wurde
500 ng Proteinlysat von mit 1uM Staurosporin behandelten Neuronen (Inkubationsdauer siehe Bild) eingesetzt.
Nachdem in Kapitel 2.3.4 beschriebenen Verfahren wurde aufgereinigtes Histon H1 zugegeben, welches durch
das im Zelllysat befindliche CDK5 mit radioaktiv markierten ATP phosphoryliert wurde. Unter der Autoradio-
graphie ist die Coomassiekontrollfarbung des SDS-Gels dargestellt.

Das Diagramm links gibt die gesamte Phosphorylierung der Histon H1 Banden der Proben in Abhéngigkeit von
der Staurosporininkubationsdauer wieder (Analyseverfahren siehe Kapitel 2.3.4).

Staurosporinbehandlung induziert mittelbar einen Anstieg der CDK5 gesteuerten Phosphorylierung des
Histons H1. Da in jeder Versuchsbedingung die Menge an CDKS5 konstant ist (Ladekontrolle), kann ausge-
schlossen werden, dass die verschiedenen Phosphorylierungsstarken des Histons auf ungleicher CDK5 Konzen-
tration beruhen. Zu Beginn der Apoptose wird somit die Aktivitdt von CDKS5 erhoht.
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3.1.6.3 Toxische Wirkung von CDKS5 auf Mitochondrien und Zellkerne
Uberexpression von p25/CDKS5 fiihrt zu einer verstarkten Fragmentation der Mitochondrien,
der dem Effekt des mitochondrialen Zerfalls bei der Apoptose dhnelt. Der Zerfall der Mito-

chondrien konnte wiederum ausldsend fur den programmierten Zelltod sein.
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Abbildung 41: p25/CDKS5 und Zerfall der Zellorganelle.

Links ist der Anteil der Neurone dargestellt, die bei p25/CDK5 Uberexpression (weifl) und mit kotransfizierten
Drplkssa (hellgrau) bzw. Caspaseinhibitor (grau) oder zerstortem Zytoskelett (dunkelgrau) zerfallene
Mitochondrien aufzeigen. Rechts ist der Anteil der Neurone dargestellt, die unter gleichen Bedingungen apop-
totische Nuclei aufweisen. Beide Diagramme zeigen zur Beurteilung der Effekte eine Kontrollmessung unbe-
handelter Neurone (schwarz).

p25/CDK5 Uberexpression induziert einen deutlichen Anstieg an Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien
und apoptotischen Zellkernen. Durch die parallele Uberexpression von Drplgssa konnen diese Effekte signifi-
kant in ca. 2/3 der betroffenen Neurone (t-Test, *: p<0,05) eliminiert werden. Die durch p25/CDKS5 induzierte
mitochondriale Fragmentation ist caspaseunabhéngig.

Bei Uberexpression von p25/CDK5 konnte ein vermehrter Anteil an Neuronen mit apop-
totischen Kernen festgestellt werden (siehe Abbildung 41). Die Wirkung von p25/CDK5
ahnelt in vielen Aspekten der Zellreaktion bei Apoptoseinduktion, so ist der Zerfall der Zell-
kerne wiederum nicht vom Zytoskelett abhéngig, wohl aber von einer nicht gehemmten
Drpl Aktivitat. Die durch p25/CDK5 Uberexpression induzierte mitochondriale Fragmen-
tation ist Caspase unabhéngig (siehe Abbildung 41). Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus

Kapitel 3.1.4, in dem sich bereits heraus kristallisierte, dass die mitochondriale Zerteilung

75



Ergebnisse

unabhéngig von oder ursachlich fur die Apoptose ist und somit nicht selbst durch apop-
totische Proteine reguliert wird.

Der neurotoxische Effekt der p25/CDK5 Uberexpression konnte durch die gleichzeitige
Uberexpression von Drplgssa vermindert werden. Dies ist wiederum ein Indiz fiir eine
apoptotische Wirkung der mitochondrialen Fragmentation selbst. Die Daten weisen darauf
hin, dass der Mitochondrienzerfall durch p25/CDK5 das bekannte mitochondriale Zertei-
lungsprotein Drpl verwendet und fir die apoptotische Wirkung von p25/CDK5 notwendig

ist.

3.1.6.4 Bedeutung des endogenen CDKS5 flr die mitochondriale Zerteilung

Bei den vorherigen Kapitel wurde CDK5 exogen Uberexprimiert. Daher ist es nicht klar, ob
endogenes CDKS5 ebenso die Mitochondrienzerteilung beeinflusst. Die Bedeutung von
CDKS5 fir die mitochondriale Zerteilung bzw. den Ablauf der Apoptose wurde durch Inhibi-
tion des endogenen CDKS5’s untersucht. Hierbei kamen unterschiedliche Hemmungsver-

fahren zum Einsatz.

3.1.6.4.1 Hemmung von CDKS5 durch CDK5y144

CDKS5 wurde zunachst durch Uberexpression einer dominant negativen Mutante (CDK5y144)
gehemmt. Die Uberexpression von CDK5p144 hatte keinen Einfluss auf die Form der Mito-
chondrien nicht apoptotischer Zellen (Abbildung 42). Sie besalen weiterhin eine elongierte
Form und wiesen keine nennenswert veranderte Lange auf.

Wurde dagegen Apoptose induziert verminderte die Expression von CDKb5yi44 die
Fragmentation der Mitochondrien (siehe Abbildung 43). Die Inhibition von CDKS5 scheint
allerdings nicht zu einem dauerhaften Schutz der Mitochondrien zu flhren, wie es z.B. bei
Zerstorung der Zytoskelettstrukturen vorzufinden war. Die gleichzeitige Uberexpression von
Drpl hebt den Effekt der CDK5 Hemmung auf (siehe Abbildung 43). Die mitochondriale
Langenreduktion der mit CDK5y144 und Drpl kotransfizierten Neurone glich der wahrend
der Apoptose stattfindenden Léangenreduktion unter Kontrollbedingung (ohne CDK5
Inhibition).
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Abbildung 42: Uberexpression von CDK5y;44.

Dargestellt ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zweier dCSM14.1 Neurone, die pDsRed2-Mito und
CDKG5y144-GFP (iberexprimieren. Die Uberexpression von pDsRed2-Mito resultiert in einer spezifischen Markie-
rung der Mitochondrien, wohingegen die Uberexpression von CDK5y14. durch diffuse griine Fluoreszenz im
Zytoplasma charakterisiert ist.

Die Uberexpression von CDK5y4, hat keinen offensichtlichen Einfluss auf die Form der Mitochondrien, sie
weisen eine natirlich elongierte Morphologie auf. Auch der Gesamteindruck der transfizierten Neurone zeigt
keine Anomalien.
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Abbildung 43: Mitochondriale Fragmentation bei CDK5y4, Uberexpression.

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienlange in Abhangigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, nahere
Beschreibungen siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern stammen von Neuronen, die mit
CDKb5py44 alleine (blau) oder mit CDK5y144 und Drpl (griin) kotransfiziert sind. Die durchgezogene rote Linie
gibt die genédherte Reaktion der ausschliellich mit pDsRed2-Mito transfizierten Neurone auf den Apoptose-
stimulus wieder, wahrend die gestrichelten Linien den Zeitverlauf aus den dargestellten Messwerten nahern.

Die Uberexpression von CDKb5y44 vermindert die Abnahme der mitochondrialen Lénge auf die achtfache
Halbwertszeit (siehe Tabelle rechts). Allerdings scheint der Zerfall der Mitochondrien letztendlich nicht vollig
verhindert zu werden.

Der schiitzende Effekt kann allerdings durch die gleichzeitige Uberexpression von Drpl aufgehoben werden,
was sich in einer deutlich verringerten Halbwertszeit wiederspiegelt.
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Abbildung 44: Drpl Lokalisation und CDK5 Hemmung.

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer CDK5y144 Uberexprimierenden dCSM14.1 Zelle
nach zweistiindiger Behandlung mit Stauosporine [1uM]. Die Mitochondrien sind durch Transfektion mit
mt-GFP markiert (griin), das endogene Drpl ist immunzytochemisch angefarbt (rot).

Die Apoptoseinduktion fiihrt zu einer verstarkten Kolokalisation von Drpl mit den Mitochondrien (siehe Detail-
vergroferung, vergleiche Abbildung 20 ohne Apoptoseinduktion).

Der Effekt der CDK5 Hemmung lieB sich durch Kilassifizierung des mitochondrialen
Fragmentierungszustandes von Neuronenpopulationen verifizieren (siehe Abbildung 45).
Der innerhalb der Apoptose stattfindende Anstieg an Neuronen mit fragmentierten Mito-
chondrien konnte durch die Hemmung von CDKS5 reduziert werden. Da bei Uberexpression
von Drpl wieder der wahrend der Apoptose Ubliche Zerfall der Mitochondrien auftritt
scheint das endogene Drpl durch CDK5y144 an einer Aktivierung gehindert zu werden, so
dass es zwar mit Fisl an den Mitochondrien in Kontakt kommt, jedoch nicht die
Abschniirung ausfiihren kann (siehe Abbildung 44). Uberschiissiges Drp1 ist zwar auf Grund
von CDKy1s Uberexpression weniger aktiv, jedoch scheint der Uberschuss an Drpl die
gehemmte Funktion von CDKS5 auszugleichen.

Die an Neuronenpopulationen gewonnen Daten deuten allerdings im Gegensatz zu den
Messungen an einzelnen Mitochondrien auf einen starkern protektiven Effekt der CDK5
Hemmung hin, wenn auch der Anteil der Neurone mit fragmententierten Mitochondrien nur

zu ca. 25 % verringert bleibt.
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Abbildung 45: CDKb5y144 und mitochondriale Fragmentation.

Die Anzahl der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien (Abszisse) wurde nach unterschiedlichen
Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin durch Klassifizierung von 384 Neuronen (100 %) aus drei
unabhéngigen Kulturen fir jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller Neurone waren durch
pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Auf3er der Kontrollbedingung (weiR) wurden Kotransfektionen mit Drpl
(dunkelgrau), CDK5y144 (schwarz) und Drpl und CDKb5y144 (hellgrau) untersucht.

Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit fragmentierten Mitochondrien zu. Die Uber-
expression von Drpl resultiert nicht in einer signifikanten Veranderung in Relation zur Kontrolle. Uberexpres-
sion von CDKb5yys dagegen fuhrt zu einer signifikanten Verminderung der mitochondrialen Fragmentation
(Zeitverlaufe durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t-Test), welche durch die gleichzeitige Expression von
Drp1 allerdings aufgehoben wird. Die Expression von CDK5y144 SCheint bei langer Staurosporininkubation 34 %
der Neurone vor Zerfall der Mitochondrien zu schiitzen. Ohne Hemmung von CDKS5 besitzen lediglich 10 % der
Neurone intakte Mitochondrien.

Die Expression von CDKS5 fordert neben der mitochondrialen Fragmentation auch den
Ablauf des programmierten Zelltodes. Bisher wurde gezeigt, dass im Apoptoseprozess die
Hemmung der CDK5- Aktivitat zu einer verminderten Zerfallsrate der Mitochondrien fihrt.
Die Auswirkungen einer CDK5 Hemmung auf den Statuts der gesamten Zelle wurde
wiederum durch Bestimmung der Cytochrom ¢ Freisetzung und dem Anteil apoptotischer
Kerne untersucht.

Uberexpression von CDKS5 fiihrt neben der beschriebenen verminderten Zerteilungsrate der
Mitochondrien auch zu einer verminderten Cytochrom c Freisetzung aus den Mitochondrien
(siehe Abbildung 46). Dies fuhrt vermutlich zu einer geringeren Effektivitat der Apoptose-
kaskade was sich in der verminderten Zellkernfragmentation &ufert (siehe Abbildung 47).
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Die durch Uberexpression von CDK5 nachgewiesenen Effekte konnen bei Apoptose-

induktion durch Expression der dominant negativen Mutante gehemmt werden.
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Abbildung 46: Cytochrom c Freisetzung unter CDK5y14s Uberexpression.

Dargestellt ist der Anteil der Neurone die ein diffuses Cytochrom c¢ Verteilungsmuster (Abszisse) mit (grau) und
ohne Apoptoseinduktion (schwarz) zeigen. Jeder Messwert resultiert aus der Klassifizierung von 384 Neuronen
(100 %) aus drei unabh&ngigen Kulturen. Die Neurone exprimierten pDsRed2-Mito (Kontrolle) und zusatzlich
CDKb5yj144 bzw. CDK5yy44 und Drpl.

Ohne Apoptoseinduktion (schwarz) ist der Anteil an Neuronen mit diffusem Cytochrom ¢ Verteilungsmuster
durch CDK5y144/Drpl Uberexpression nicht beeinflussbar. Diese Cytochrom ¢ Freisetzung betrifft weniger als
10 % der Neurone und ist vermutlich durch die nicht optimalen Kulturbedingungen im Experiment verursacht.
Die zweistiindige Staurosporininkubation (grau) induziert einen Anstieg der Kontrollneurone mit zellularer
Cytochrom ¢ Freisetzung. Dieser Anstieg wird durch Uberexpression von CDK5yias signifikant (t-Test,
*: p<0,05) vermindert. Bei gleichzeitiger Expression von Drpl zeigt sich wieder der Cytochrom ¢ Freisetzungs-
grad der unbehandelten Neurone.

Die Apoptoserate kann somit durch die Uberexpression von CDK5y144 reduziert werden,
was CDKS5 als notwendiges Protein fiir die Apoptose bestétigen. CDK5 scheint Gber Modifi-
kationen an den Mitochondrien mit der Apoptosekaskade zu interagieren, da die Hemmung
von CDKS5 bereits in einer verminderten Cytochrom c Freisetzung resultiert, die verminderte
Zellkernfragmentation kann als Folgeresultat der verminderten Cytochrom c Freisetzung
interpretiert werden. Die vermehrte Zerteilung der Mitochondrien ist wie die Cytochrom c
Freisetzung ein dem Zerfall der Kerne zeitlich vorgelagerter Prozess innerhalb der Apoptose
(vergleiche Abbildung 45 und Abbildung 47). Ebenso wie fiir die Mitochondrien wird auch
der neuroprotektive Effekt von CDK5yy44 auf die nucledre Fragmentation durch Uberex-
pression von Drpl aufgehoben (siehe Abbildung 47). Der wieder verstarkte mitochondriale
Zerfall bei Drpl Expression geht ebenfalls mit einer fast volligen Anhebung der

Cytochrom c Freisetzung auf das normal apoptotische Niveau einher (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 47: Neuroprotektiver Effekt von CDK5y4.

Im obigen Diagramm wurden nach unterschiedlichen Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin je
Messpunkt 384 Neurone (100 %) aus drei unabhéngigen Kulturen nach ihrem Apoptosestatus (apoptotische
Zellkerne, Abszisse) klassifiziert. Alle dCSM14.1 Neurone wurden einer Transfektion (pDsRed2-Mito) unter-
zogen, je nach Versuchsbedingung erfolgten Kotransfektionen mit Drpl (dunkelgrau), CDK5y144 (SChwarz) oder
CDK5p144/Drpl (hellgrau). Im Verlauf der induzierten Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone (weil)
mit apoptotischen Nuclei zu. Uberexpression von CDK5y4, filhrt zu einer signifikanten Verminderung der
apoptotischen Neurone (Zeitverlaufe durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t-Test). Der Anteil apoptotischer
Neurone scheint ein Plateau bei 29 % der Neurone zu erreichen. Dieser neuroprotektive Effekt von CDK5y144
wird durch die parallele Uberexpression von Drpl eliminiert. Die Expression von Drp1 alleine fiihrt nicht zu
einer vermehrten Apoptose, so dass die Aufhebung nicht auf die alleinige Expression von Drpl zuriickzufiihren
ist.

3.1.6.4.2 Hemmung von CDKS5 durch Indolinon A

Zur Bestétigung der mit CDK5y144 erhobenen Effekte wurde CDKS5 zusatzlich pharmako-
logisch inhibiert. Dafiir wurde die Substanz Indolinon A (ICso: 5nM) verwendet, die sehr
spezifisch fir CDKS5 ist und erst ab hohen Konzentrationen tber 1 uM andere Zelltod
fordernde Kinasen wie z.B. JNK beeinflusst (Weishaupt et al. 2003). Indolinon A wurde von
Boeringer Ingelheim KG produziert. Es ist bekannt, dass Indolinon A mit ATP um die
Bindungsstelle von CDKS5 konkurriert (Weishaupt et al. 2003). Durch Indolinon A kénnen
die Resultate bei Verwendung einer dominant negativen Mutante verifiziert und unter
Umsténden prézisiert werden. Die Hemmung von CDKS5 durch die Behandlung der Neurone
mit Indolinon A resultierte in einer verminderten mitochondrialen Fragmentation (siehe
Abbildung 48). Es handelt sich wiederum um eine Verminderung der mitochondrialen
Zerteilungsrate.
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Abbildung 48: Apoptotische Fragmentation der Mitochondrien bei Indolinon A Behandlung.

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienldnge in Abhéngigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, nahere
Details siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern geben die mitochondriale L&nge von Neuronen,
die mit Drpl kotransfiziert (grin) oder nur mit pDsRed2-mito transfiziert (blau) sind. Die Neurone wurden 12
Stunden vor Aufnahmebeginn mit Indolinon A behandelt. Die durchgezogene rote Linie gibt die genaherte
Reaktion unbehandelter Neurone, die gestrichelten Linien Indolinon A behandelter Zellen wieder.

Die Behandlung mit dem chemischen CDK5 Inhibitor Indolinon A vergroRert die Halbwertszeit der mito-
chondrialen Fragmentationsgeschwindigkeit stark (vergleiche Tabelle). Der Effekt der Hemmung von CDK5
kann durch die gleichzeitige Uberexpression von Drpl aufgehoben werden (griin). Durch die gleichzeitige
Expression von Drpl stellt sich wieder ein exponentieller Zerfall der Mitochondrien ein (vergleiche Tabelle).

Die Klassifizierung nach dem Fragmentationsgrad zeigt eine Plateaubildung, so dass von
einem langanhaltenden neuroprotektiven Effekt ausgegangen werden kann (siehe
Abbildung 49). In beiden Experimenten wird der Indolinon A induzierte Effekt durch
Uberexpression von Drp1 vermindert. Beachtenswert ist allerdings, dass Uberexpression von
Drpl in apoptotischen Neuronen zu keiner verstarkten mitochondrialen Zerteilung flhrt
(siehe Abbildung 25 und Abbildung 49).
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Abbildung 49: Indolinon A und Fragmentation der Mitochondrien.

Der Anteil der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien (Abszisse) wurde nach unterschiedlichen Inkubations-
dauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin durch Klassifizierung von je 384 Neuronen (100 %) aus drei unabhén-
gigen Kulturen fir jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller Neurone waren durch pDsRed2-Mito
Transfektion markiert. Neben unbehandelten (weil3, Kontrolle) und Drpl transfizierten Neuronen (dunkelgrau)
wurde der Effekt der Indolinon A Behandlung (siehe Kapitel 2.4.1) mit (hellgrau) und ohne (schwarz) Drpl
Kotransfektion untersucht.

Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit fragmentierten Mitochondrien zu. Die Uber-
expression von Drpl resultiert nicht in einer signifikanten Veranderung dieses Verhaltens.

Die Behandlung mit Indolinon A fiihrt zu einem signifikant niedrigeren Fragmentationsanteil (38 % statt 97 %)
(Zeitverlaufe durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t- Test), welcher durch die gleichzeitige Expression von
Drpl aufgehoben wird.

Die bekannten Effekte der CDK5nw4 Uberexpression auf die Apoptose konnen mit
Indolinon A verifiziert werden (siehe Abbildung 50 und Abbildung 51). Die Behandlung der
Neurone mit Indolinon A zeigt einen vergleichbaren neuroprotektiven Effekt. Bei
gleichzeitiger Uberexpression von Drpl konnte der neuroprotektive Effekt ebenfalls nicht
aufrecht erhalten werden, die Neurone waren nicht mehr vor der Apoptose geschutzt.

Die starke Ahnlichkeit der Ergebnisse bei unterschiedlicher Beeinflussung von CDK5
(Indolinon A und CDKb5p;44) bestétigt die Funktion von CDKS5 als ein regulatorisches
Protein wahrend der apoptotischen mitochondrialen Zerteilung und neuronalen Apoptose.
Allerdings ist beachtenswert, dass Indolinon A, obwohl es nach Herstellerangaben spezifisch

CDKG5 direkt inaktiviert, ebenfalls durch Drpl Uberexpression abgeschwacht werden kann.
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Abbildung 50: Cytochrom c Freisetzung unter Indolinon A Behandlung.

Dargestellt ist der Anteil der Neurone die ein diffuses Cytochrom c Verteilungsmuster (Abszisse) mit (grau) und
ohne Apoptoseinduktion (schwarz) zeigen. Jeder Messwert resultiert aus der Klassifizierung von 384 Neuronen
(100 %) aus drei unabhéngigen Kulturen. Die Neurone exprimierten pDsRed2-Mito (Kontrolle) und zusatzlich
Drpl. Der Effekt der Indolinon A Behandlung wurde sowohl in Drpl exprimierenden Zellen wie auch nicht
Drpl exprimierenden Zellen untersucht.

Ohne Apoptoseinduktion (schwarz) ist der Anteil an Neuronen mit diffusem Cytochrom ¢ Verteilungsmuster
durch Indolinon A Behandlung bzw. zusétzlicher Drpl Uberexpression nicht beeinflusshar. Diese Cytochrom ¢
Freisetzung betrifft weniger als 9 % der Neurone und ist vermutlich durch die nicht optimalen Kulturbedingun-
gen im Experiment verursacht. Die zweistiindige Staurosporininkubation (grau) induziert einen Anstieg der
Kontrollneurone mit zelluldrer Cytochrom ¢ Freisetzung. Dieser Anstieg wird durch die Behandlung mit
Indolinon A signifikant (t-Test, *: p<0,05) vermindert. Bei gleichzeitiger Expression von Drpl wird der Effekt
der CDKS5 Inhibition auf die Cytochrom c Freisetzung teilweise aufgehoben.
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Abbildung 51: Indolinon A und Apoptose.

Im obigen Diagramm wurden nach unterschiedlichen Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin je
Messpunkt 384 Neurone (100 %) aus drei unabhéngigen Kulturen nach ihrem Apoptosestatus (apoptotische
Zellkerne, Abszisse) klassifiziert. Alle dCSM14.1 Neurone wurden einer Transfektion (pDsRed2-Mito) unter-
zogen. Als Kontrollen wurden Neurone genutzt, die entweder pDsRed2-Mito (weill) oder zusatzlich Drpl
(dunkelgrau) exprimierten. Der Effekt der Indolinon A Behandlung wurde fir beide Bedingungen untersucht
(schwarz und hellgrau). Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone (weil) mit
apoptotischen Nuclei zu. Die Uberexpression von Drp1 veranderte die Apoptoserate nicht signifikant. Inkubation
mit Indolinon A fiihrt dagegen zu einer signifikanten Verminderung der apoptotischen Neurone (Zeitverlaufe
durch Linien hervorgehoben, *: p<0,05, t-Test). Die durch die Behandlung mit Indolinon A verringerte
Apoptoserate wird durch die parallele Uberexpression von Drpl wieder etwas erhoht, erreicht allerdings nicht
ganz das Ausgangsniveau (Kontrolle). Drpl exprimierende Neurone zeigen geringe Verénderungen der
Apoptosereaktion bei Zugabe von Indolinon A.

3.1.6.4.3 Herabregulation von CDKS5 durch siRNS
Die CDK5 Hemmung erfolgte bisher durch eine dominant negative Mutante von CDK5 und

einen pharmakologischen CDK5 Inhibitor. Um mogliche Artefakte auszuschliel3en, die bei
Hemmung der endogenen CDKS5’s auftreten konnten (z.B. Co-Hemmung anderer Kinasen),
wurde das CDKS5 Proteinexpressionslevel zusatzlich durch siRNS Transfektionen herabre-
guliert (siehe Abbildung 52). Das Verfahren der siRNS Transfektion ist wesentlich spezi-
fischer fir CDK5 und schliel3t weitere CDK5 beeinflusste Effekte ganzlich aus, da CDK5
bereits endogen in geringeren Malen translatiert wird. Weder die Morphologie der Zelle
noch der Mitochondrien wurde durch Transfektion mit siRNS gegen CDKS5 veréandert (siehe
Abbildung 52), so dass die Neurone ohne Apoptoseinduktion eine natiirliche Morphologie

zeigten.
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Abbildung 52: siRNS Transfektionen.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Zelle, deren Mitochondrien durch mt-GFP
markiert sind (links, griin). Die siRNS gegen CDKS5 ist mit Cy3 markiert (Mitte, rot). Rechts ist die Uberlager-
ung der beiden Aufnahmen dargestelit.

Nicht alle Neurone sind mit mt-GFP und siRNS kotransfiziert (Pfeil). Die transfizierten Neurone zeigen keine
morphologischen Anomalien. Die Fluoreszenz-markierte siRNS war im gesamten Zytoplasma punktiert und
diffus nachweisbar. Allerdings war die Transfektionseffizienz gering, fur die weiteren Experimente wurden
ausschlielich Neurone verwendet, die sowohl mt-GFP und siRNS exprimierten.

Die Transfektion mit siRNS gegen CDK5 erwies sich als erfolgreich. Densiometrische
Auswertungen von Western Blot Analysen ergaben eine Reduktion des CDK5 Expressions-
levels um 62 % (siehe Abbildung 53). Die Herabregulierung von CDK5 auf mRNS Ebene
resultierte ebenso wie die anderen CDKS5 Inhibitionsformen in einer verminderten
Fragmentation der Mitochondrien und Zellkerne (siehe Abbildung 54 und Abbildung 55)
wahrend der Apoptose. Der Effekt ist mit sSiRNS sogar deutlich starker als bei den vorange-
gangenen Experimenten. Die Daten der siRNS Transfektionen bestatigen, dass CDKS5 ein
Regulator der mitochondrialen Zerteilung ist.

siRNS (anti EGFP) siENS (anti CDK.5)

CDK5 (35kDx) | WS

e e —

Abbildung 53: CDKS5 Proteinexpression bei siRNS.

Abgebildet ist eine Western Blot Analyse der CDK5 Expression nach siRNS Transfektionen sowie die dazuge-
horige Ladekontrolle (B-Tubulin). Pro Versuchsbedingung wurden 20ug Zelllysat genutzt. Zur Detektion wurde
ein polyklonaler Antikdrper gegen CDKS5 (siehe Tabelle 6) verwendet, welcher eine CDK5-Bande wie erwartet
bei 35 kDa erkennt.

Die Transfektion mit siRNS (anti CDKS5) regulierte das CDK5 Proteinlevel auf 38 % der Kontrolltransfektion
(anti EGFP) herab (densiometrische Auswertung, siehe Kapitel 2.3.4).
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Abbildung 54: Apoptotische mitochondriale Fragmentation in Abwesenheit von CDKS5.

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienldnge in Abhangigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, weitere
Erlduterung siehe Abbildung 16. Die Neurone wurden mit 33nM anti GFP siRNS (griin) oder mit 33nM anti
CDKS5 siRNS (blau) transfiziert. Die durchgezogene rote Linie gibt die gendherte Reaktion der unbehandelten
Neurone auf den Apoptosestimulus, die gestrichelten Linien geben die genadherten Reaktionen der siRNS
transfizierten Neurone wieder.

Die Expression der anti CDK5 siRNS erhoht die Halbwertzeit der mitochondrialen Fragmentation auf das
17-fache, wohingegen die Halbwertszeit bei Expression von anti GFP siRNS nur unwesentlich beeinflusst wird
(siehe Tabelle).
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Abbildung 55: siRNS und der Zerfall der Zellorganelle.

Rechts ist der Anteil apoptotischer Neurone bei siRNS (anti-CDKS5) Transfektion mit (hellgrau) und ohne (weil)
kotransfiziertem Drpl dargestellt. Links ist der Anteil der Neurone dargestellt, die unter gleichen Bedingungen
zerfallene Mitochondrien aufzeigen. Beide Diagramme haben zur Beurteilung der Effekte eine Kontrollmessung
nicht siRNS exprimierender Neurone mit (schwarz) und ohne Apoptoseinduktion (dunkelgrau).

Die Herabregulation von CDKS5 durch siRNS weist einen signifikant verminderten Anstieg an Neuronen mit
fragmentierten Mitochondrien und apoptotischen Zellkernen auf (t-Test, *: p<0,05), der durch die parallele
Uberexpression von Drpl nicht aufgehoben wird.
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3.2 Primare Mittelhirnneurone

Die bisher vorgestellten Daten wurden an einer immortalen Zelllinie (dCSM14.1 Neurone)
erhoben. Diese Neurone sind auf Grund ihres groRen Zytoplasmas und der hohen Transfek-
tionseffizienz préadestiniert flr Beobachtung intrazellul&rer Prozesse mit hoher raumlicher
Auflésung. Um mogliche Artefakte auszuschlieBen, wurden die grundlegendsten
Experimente jedoch an Kulturen primérer Mittelhirnneurone wiederholt und verifiziert.

Die Mittelhirnneurone entsprechen weitgehend den Neuronen im intakten Organismus und
sind im Gegensatz zu den Neuronen der dCSM14.1 Zelllinie direkt aus dem Gehirn isoliert
(siehe Kapitel 2.1.2) und genetisch nicht modifiziert, sie unterliegen allerdings auch Einflis-
sen aus ihrer Kultivierung. dCSM14.1 Neurone und primére Mittelhirnneurone gehdéren zu
den dopaminergen Neuronen. Diese Neurone sind besonders relevant, um Ruckschlisse auf

verschiedene Krankheitshilder zu ziehen.

Abbildung 56: Priméare Mittelhirnneurone vor und nach Apoptoseinduktion.

Dargestellt sind zwei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien von einem pDsRed2-Mito
transfizierten Neuron. Das Neuron stammt aus dem Mittelhirn einer embryonalen Ratte (E14) und war zum Zeit-
punkt der Aufnahme zwei Tage in Kultur (siehe Kapitel 2.1.2). Nach der Bildaufnahme links wurde die Zelle fur
2 h mit 1 pM Staurosporin inkubiert, die apoptotischen Veranderungen der Mitochondrien sind rechts sichtbar.
Die Mitochondrien der unbehandelten Zelle (links) besitzen eine elongierte Form mit einer durchschnittlichen
Lé&nge von 5,7 um +1,8 um. Die Messwerte und Standardfehler ermitteln sich aus der VVermessung von je zehn
Mitochondrien flnf einzelner fixierter primérer Mittelhirnneurone. Nach Apoptoseinduktion (rechts) sind die
Mitochondrien von kleiner runder Form und das Zellvolumen ist verringert.

Die Mitochondrien der primaren Mittelhirnneurone wiesen eine elongierte Form auf, die sich
wéhrend der Apoptose analog zu den Mitochondrien der dCSM14.1 Neurone verénderte
(siehe Abbildung 56). Im Gegensatz zu den Mitochondrien der dCSM14.1 Neurone befan-
den sich die Mitochondrienfragmente der priméren Mittelhirnneurone wéhrend der Apoptose

auch in den Fortsatzen.
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3.2.1 Zeitverlauf des mitochondrialen Zerfalls

Die Formveranderung der Mitochondrien nach Apoptoseinduktion basierte ebenfalls auf
einer erhohten Zerteilungsrate (siehe Abbildung 57). Infolgedessen wurde wiederum die
Mitochondrienlédnge als Parameter fur die mitochondriale Formveranderung genutzt. Die
Vermessung der Mitochondrienlange zu verschiedenen Zeitpunkten der Apoptose ergab ein
den dCSM14.1 Neuronen dhnlichen exponentiellen Zerfall (siehe Abbildung 58), der anna-
hernd die gleiche Zerfallsgeschwindigkeit aufweist. Die Extrapolation des Zerfalls in
primaren Mittelhirnneuronen zeigt eine kurzere Endldnge der Mitochondrien als in
dCSM14.1 Neuronen.

0 min 30 min

60 min 90 min

Abbildung 57: Morphologische Veranderung der Mitochondrien wahrend der Apoptose.

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Mitochondrien eines pDsRed2-Mito transfizierten
primaren Mittelhirnneurons, welches sich seit zwei Tagen in Kultur befand. Die Zeitangaben geben die Beob-
achtungsdauer einer Zeitreihenaufnahme (siehe Kapitel 2.4.5) an, nach der ersten Aufnahme (Zeitpunkt 0) wurde
durch Zugabe von 1 uM Staurosporin Apoptose induziert. Der Bildausschnitt (oben rechts) zeigt die vergroRerte
Darstellung eines Mitochondriums im Verlauf der Apoptose.

Das obere linke Bild zeigt Mitochondrien (unbehandelt) von elongierter Form. Schon nach halb stiindiger
Staurosporininkubation dndern die Mitochondrien des Neurons ihre Morphologie von einer elongierten zu einer
fragmentierten Form. Die Ausschnittsvergroferung zeigt exemplarisch die Zerteilung eines Mitochondriums in
zwei Fragmente. Nach 90 min Staurosporininkubation sind die Mitochondrien des Neurons kleine, runde
Strukturen (rechts unten). Im Gegensatz zu den dCSM14.1 Zellen (siehe Abbildung 15) sammeln sich die
fragmentierten Mitochondrien nicht vorwiegend um den Zellkern, sondern verbleiben auch in den Fortsatzen des
priméren Mittelhirnneurons.
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Abbildung 58: Kinetik der mitochondrialen Fragmentation in Mittelhirnneuronen.

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienldnge in Abhangigkeit von der Staurosporininkubationsdauer. Nahere
Beschreibung siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern stammen von je zehn Mitochondrien aus
je drei einzelnen primaren Mittelhirnneuronen (blau) und dCSM Zellen (rot). Die durchgezogenen Linien geben
die genaherten Reaktionen der Neurone auf die Staurosporininduktion (STS) durch einen exponentiellen Abfall
wieder.

Die Mitochondrienlange beider Neuronentypen reagiert auf den Apoptosestimulus ahnlich. Die Zerfallsge-
schwindigkeit ist bei den priméren Mittelhirnneuronen annahernd gleich zu den dCSM 14.1 Zellen (vergleiche
rechte Tabelle).

3.2.2 Drplin Mittelhirnneuronen

Drpl konnte als notwendiger Faktor fiir die mitochondriale Fragmentation in dCSM14.1
Neuronen identifiziert werden. Durch Drpl Hemmung wurde die mitochondriale Fragmen-
tation wahrend der Apoptose vermindert (siehe Abbildung 24). Analog dazu resultierte die
Uberexpression von Drplgaga in primaren Mittelhirnneuronen auch in einer verminderten
mitochondrialen Fragmentation (siehe Abbildung 59). Durch Klassifizierung der Neurone
nach ihrer Mitochondrienform konnte dies quantifiziert werden (siehe Abbildung 60). Unbe-
handelte Neurone zeigen in beiden Neuronentypen einen sehr ahnlichen Anstieg der
Neurone mit fragmentierten Mitochondrien. Diese Ahnlichkeit ist auch in den Messungen
des Anteils apoptotischer Neurone erkennbar, allerdings scheinen primare Neurone auf
Staurosporinbehandlung etwas spater als dCSM Neurone zu reagieren. Der Anteil an
Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien erhdhte sich unter Drplkssa Einwirkung nach
einer Stunde Staurosporinbehandlung bei dCSM14.1 Zellen schneller als bei primaren
Mittelhirnneuronen. So erhoht sich der Anteil in dCSM14.1 Neuronen von 11,9 auf 43,2 %,
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in Primérzellen jedoch nur von 14,7 auf 18,24 %. Wahrend dCSM14.1 Neurone nach dieser
schnellen Fragmentation nur noch langsame Anderungen zeigen, steigt der Anteil an
Neuronen mit fragmentierten Mitochondrien in den primdren Mittelhirnneuronen stark an
(73,4 % nach zwei Stunden Apoptoseinduktion). Dieser hohe Messwert l&sst auf einen
verzogerten und nicht dauerhaft unterdriickten Zerfall der Mitochondrien in primaren
Mittelhirnneuronen schlieRen.

Die mitochondriale Fragmentation wahrend der Apoptose scheint in dopaminergen

Neuronen generell von Drpl abhéngig zu sein.

Abbildung 59: Drplgssa Uberexpression und mitochondriale Fragmentation.

Abgebildet sind zwei fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines primaren Mittelhirnneurons. Die Mitochond-
rien sind durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert, zusétzlich exprimiert die Zelle Drplgsga.

Unbehandelt (links) besitzen die Mitochondrien eine elongierte Form. Nach zweistiindiger Behandlung mit 1 uM
Staurosporin (rechts) zeigen die Mitochondrien weiterhin eine elongierte Form und &hneln den Mitochondrien
der Zelle vor Apoptoseinduktion. Wie bei den dCSM14.1 Neuronen hemmt die Uberexpression von Drplgsga
die Fragmentation der Mitochondrien wahrend der Apoptose.

Neben der Funktion fur die mitochondriale Zerteilung besitzt Drplgkssa in dCSM14.1 Zellen
einen neuroprotektiven Effekt (siehe Abbildung 29). Dieser Effekt war in priméren
Mittelhirnkulturen ebenfalls vorhanden. Neurone besitzen bei Drplkssa Uberexpression
weitaus weniger apoptotische Zellkerne als nicht Drplkssa Uberexprimierende Neurone
(siehe Abbildung 60). Der schiitzende Effekt der Drplkssa Uberexpression auf die Morpho-
logie der Zellkerne ist bei dCSM14.1 Neuronen (vergleiche Abbildung 29) und primaren
Mittelhirnneuronen nach einer Stunde Apoptoseinduktion anndhernd gleich grof3 (10,4 % vs.
14,1 %), nach zwei Stunden Apoptoseinduktion ist der hohere Apoptoseanteil der Mittel-
hirnneurone etwas deutlicher (9,3 % vs. 17,1 %). Der geringe Anstieg des Anteils apop-
totischer Neurone nach einer bzw. zwei Stunden Apoptoseinduktion ist analog zu Mess-
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werten an dCSM14.1 Neuronen. Dort sind die Messwerte in Drplkssa Uberexprimierenden
Neuronen bei kurzen Staurosporininkubationszeiten anndhernd konstant und erst ab einer
Inkubationszeit von ca. vier Stunden ist ein deutlicher Anstieg des Anteils mit apoptotischer
Zellkerne zu verzeichnen (siehe Abbildung 29). Die priméren Mittelhirnneurone wiesen
bereits ohne Apoptoseinduktion einen gréReren Anteil von Neuronen mit apoptotischen Zell-
kernen auf, was durch deren Empfindlichkeit auf die Transfektion bedingt sein kdnnte.

Die Funktion von Drpl in dCSM14.1 Zellen und priméaren Mittelhirnneuronen zeigt Paral-
lelen, was die Funktion des Drpl bei der mitochondrialen Zerteilung wie auch innerhalb der
Apoptosekaskade in dopaminergen Neuronen bestatigte.
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Abbildung 60: Drplgsga und Zerfall der Zellorganelle.

Der Anteil der Neurone mit fragmentierten Mitochondrien und apoptotischen Zellkernen (Abszisse) wurde nach
unterschiedlichen Inkubationsdauern (Ordinate) mit 1uM Staurosporin durch Klassifizierung von jeweils 210
Neuronen (100 %) aus je drei unabhangigen Kulturen fiir jeden Messpunkt ermittelt. Die Mitochondrien aller
Neurone waren durch pDsRed2-Mito Transfektion markiert. Neben den unbehandelten Kulturen (schwarz)
wurden Kotransfektionen mit Drplgsga (grau) untersucht.

Im Verlauf der Apoptose nimmt der Anteil der Kontrollneurone mit fragmentierten Mitochondrien und Zell-
kernen zu. Die Uberexpression von Drplgssa zeigt eine signifikant verminderte Fragmentationsrate der Mito-
chondrien und Zellkerne (*: p<0,05, t-Test).

3.2.3 CDKS5 in Mittelhirnneuronen

Die Ergebnisse der dCSM14.1 Neurone zeigen die Beteiligung von CDK5 an der mito-
chondrialen Zerteilung (siene Kapitel 3.2.3). Der Drpl Effekt scheint zumindest teilweise
durch Drpl vermittelt zu werden. Primére Mittelhirnneurone zeigen wie die Zelllinien-
neuronen eine spontane Fragmentation der Mitochondrien bei Uberexpression von
p25/CDK5 (siehe Abbildung 61). Ebenfalls fihrt die Uberexpression von p25/CDK5 zu
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einem vermehrten Anteil an Neuronen mit apoptotischen Nuclei (siehe Abbildung 62), die
priméaren Neurone weisen eine grofere Sensibilitdt als dCSM Neurone auf (siehe
Abbildung 41). Die gleichzeitige Uberexpression von Drpl verminderte den Effekt der
p25/CDKS5 Uberexpression, eine Interaktion zwischen CDK5 und Drpl existierte ebenfalls
in priméren Mittelhirnneuronen, wobei die Minderung der mitochondrialen Fragmentation in

Primarzellen schwécher ist.
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Abbildung 61: CDKS5 und Apoptose.

In obigen Diagrammen wurden je Messpunkt 210 Neurone (100 %) aus drei jeweils unabhangigen Kulturen nach
ihrer Mitochondrienform (rechts) bzw. ihrem Apoptosestatus (links) klassifiziert. Die Mitochondrien waren
durch Transfektion mit pDsRed2-Mito markiert. Neben unbehandelten Zellen (Kontrolle) wurden p25/CDK5
(weil’) oder p25/CDK5/Drplyssa Uberexprimierenden Zellen untersucht (hellgrau).

p25/CDKS5 Uberexpression induziert in primaren Mittelhirnneuronen einen Anstieg der Neuronen mit fragmen-
tierten Mitochondrien und apoptotischen Zellkernen. Der Anstieg der beiden MessgréfRen wird durch die paral-
lele Uberexpression von Drplgsgsa signifikant (*: p<0,05, t-Test) vermindert, so dass der Anteil der Neurone mit
fragmentierten Mitochondrien auf 46 % der mit apoptotischen Kernen auf 23 % sinkt.

Um den Einfluss von endogenem CDKS5 auf den mitochondrialen Zerteilungsapparat exem-
plarisch in priméren Mittelhirnneuronen zu verifizieren, wurde das endogene CDKS5 durch
die Uberexpression von CDK5y144 inhibiert. Die Hemmung resultierte in einer verminderten
Langenreduktion der Mitochondrien wahrend der Apoptose (siehe Abbildung 62), die sogar
starker gehemmt ist als bei den Zelllinienneuronen. Die Halbwertszeit des mitochondrialen
Zerfalls ist mehr als doppelt so grof? im Vergleich zu dCSM14.1 Neuronen (Halbwertszeit:
dCSM14.1=81 min, PZ=224 min).
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Abbildung 62: Dynamik des mitochondrialen Zerfalls bei CDK5 Hemmung.

Dargestellt ist die normierte Mitochondrienldnge in Abhéngigkeit von der Staurosporininkubationsdauer, nahere
Beschreibung siehe Abbildung 16. Die Messwerte mit Standardfehlern stammen von priméren Mittelhirn-
neuronen, die entweder mit pDsRed2-mito (blau) oder zusatzlich mit CDK5y44 (rot) transfiziert sind.
Zum direkten Vergleich ist der genaherte exponentielle Zerfall der CDKy144 Uberexprimierenden dCSM14.1
Neuronen dargestellt (griin). Die durchgezogene blaue Linie zeigt die gendherte exponentielle Zerfallskurve der

unbehandelten priméaren Mittelhirnneurone bei Staurosporinbehandlung.

Die Abnahme der mitochondrialen Lénge bei CDK5y144 Uberexpression erfolgt bei achtfacher Halbwertszeit
(siehe Tabelle). Die Zerfallsgeschwindigkeit ist somit durch CDK5y44 Uberexpression bei den primaren Mittel-
hirnneuronen noch starker vermindert als bei dCSM14.1 Zellen (siehe Abbildung 43). Wie bei den Zelllinien-
neuronen scheint CDK5y44 Uberexpression in priméaren Neuronen keinen dauerhaften protektiven Effekt auf die

Mitochondrien auszutiben.

Die Ahnlichkeit der Reaktionen beider Zelltypen (dCSM14.1 Neurone und primére Mittel-

hirnneurone) verdeutlicht eine allgemeine Funktion von CDK5 in dopaminergen Neuronen

und zeigt, dass die an dCSM14.1 Neuronen gewonnenen Daten ebenso auf Kulturen

primarer Mittelhirnneurone (bertragen werden kdnnen.
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4 Diskussion

4.1 Mitochondriale Morphologie
Die natiirliche Morphologie der Mitochondrien beruht auf einem Gleichgewicht zwischen
Zerteilungs- und Verschmelzungsvorgéngen (Bossy-Wetzel et al. 2003). In dieser Arbeit
wurden elongierte Mitochondrien in dCSM14.1 Neuronen sowie in primdren Mittelhirn-
neuronen nachgewiesen. Mitochondrien mit vergleichbarer Morphologie sind auch in
anderen Zelltypen Gblich. So konnten unter anderem in kortikalen Neuronen (Yuan et al.
2006), Cos-7 Zellen, HeLa Zellen und humanen Fibroblasten (Karbowski et al. 2002) sowie
in Hefen (Messerschmitt et al. 2003) elongierte Mitochondrien nachgewiesen werden. Die
durchschnittliche Lange der Mitochondrien konnte in dopaminergen dCSM 14.1 und Mittel-
hirnneuronen mit ca. 5 um (siehe Abbildung 13 und Abbildung 56) bestimmt werden. In
anderen Zelltypen wurden meist &hnliche Mitochondrienldangen ermittelt. So betrégt die
durchschnittliche Mitochondrienlédnge in priméaren kortikalen Neuronen 2-4 um (Rintoul et
al. 2003).
Die Morphologie der Mitochondrien anderte sich auffallig durch Apoptoseinduktion. In der
vorliegenden Studie wurden drei unterschiedliche Apoptosestimuli eingesetzt. Alle drei Sub-
stanzen induzieren den intrinsischen Apoptoseweg, wenn sie dem Kulturmedium in geeig-
neter Konzentration zugesetzt werden. A23187 ist ein Calciumionophor, welches die
Calciumkonzentration im Zytosol erhoht (Petersen et al. 2000). Es kommt dabei zur Ausbil-
dung einer mitochondrialen Permeabilititspore, die zu einer Offnung der inneren und
aueren Membran fiihrt (Green und Kroemer 2004). Durch die Permeabilisierung der
Membran werden apoptotische Proteine wie z.B. Cytochrom ¢ ins Zytosol freigesetzt und
der Apoptoseprozess aktiviert. Auch Staurosporin induziert den Apoptoseweg, indem es
Caspase-3 aktiviert (Ceccatelli et al. 2004). MPP" ein nigrostriales Toxin, hemmt den
Komplex-1 der Elektronentransportkette der Atmungskette (Kotake und Ohta 2003). Die
Hemmung ist auf dopaminerge Neurone beschréankt und resultiert in einer verminderten
ATP-Produktion. Ein zweiter Effekt der Komplex-l1 Blockade ist die erhohte Produktion
reaktiver Sauerstoffverbindungen, die zur DNS Schadigungen fuhren. Es kommt zur
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien und zur intrinsischen Aktivierung der
Apoptosekaskade (Fiskum et al. 2003).
Morphologische Veranderungen der Mitochondrien konnten auch mit anderen Apoptose-
stimuli in einer Vielzahl anderer Zelltypen beobachtet werden. Als weitere apoptoseinduzie-
rende Substanzen die morphologische Veranderungen der Mitochondrien verursachen sind
zum Beispiel Ceramide (Pinton et al. 2001), NO (Barsoum et al. 2006), Etoposid (Sugioka et
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al. 2004) und Glutamat (Rintoul et al. 2003) bekannt. Ebenso induziert die Uberexpression
von pro- apoptotischen Proteinen wie z.B. Bax und Bid (Arnoult et al. 2005) und auch mito-
chondrialen Influenza A Proteinen (Chen et al. 2001) sowie humanen mitochondrialen Cyto-
megalviren Proteinen (Chen et al. 2001, McCormick et al. 2003) mitochondriale
Fragmentation. Die Vielzahl der beschriebenen Apoptose fordernden Substanzen, die zu
einer Fragmentation der Mitochondrien beitragen, deuten darauf hin, dass ein genereller
Zusammenhang zwischen mitochondrialer Zerteilung und Apoptose vorliegt, der nicht vom
Stimulus abhangt. Die in dieser Arbeit genutzte Hemmung der ATP Synthese durch MPP*
fihrte in kortikalen Neuronen nicht zu einer veranderten mitochondrialen Morphologie,
sondern lediglich zu einer Hemmung der Mitochondrienbewegung (Rintoul et al. 2003).
Dies kdnnte auf eine Besonderheit der dopaminergen Neurone hindeuten.

In der vorliegenden Studie zeigten dopaminerge Neurone unter Einfluss von drei unter-
schiedlichen Apoptoseinduktoren eine deutliche Verklrzung der durchschnittlichen Mito-
chondrienlange. Alle drei Stimuli Uberfuhrten die elongierte Form der Mitochondrien zu
kleinen runden Strukturen, deren L&nge um mindestens 60 % vermindert ist (siehe
Abbildung 16). Die mitochondriale Fragmentation wéhrend der Apoptose ist fur verschie-
dene Zelltypen innerhalb der Literatur beschrieben. In COS-7 Zellen zeigt sich eine Verédn-
derung der Mitochondrienmorphologie wahrend der Apoptose (Frank et al. 2001). Auch in
priméren kortikalen Neuronen (Barsoum et al. 2006) und in primaren Neuronen des basalen
Vorderhirns (Rintoul et al. 2003) wurden solche morphologischen Verénderungen der Mito-
chondrien wahrend der Apoptose beobachtet. In Myoblasten, Astrocyten und HelLa Zellen
wurde eine mitochondriale Fragmentation nach erhdhter Calciumkonzentration beschrieben
(Duncan et al. 1980, Pinton et al. 2001). Neben den Beobachtungen in vitro beschreibt die
Literatur sogar in niederen Lebewesen wie Caenorhabditis elegans eine Zerteilung der
Mitochondrien wahrend der in der Entwicklung stattfindenden Apoptose (Jagasia et al.
2005). Die in dieser Studie bei Apoptose beschriebene Verlagerung der
Mitochondrienfragmente zum Zellkern bestétigten die Experimente anderer Autoren (De
Vos et al. 1998). Die beobachteten Verdnderungen der Mitochondrienmorphologie innerhalb
der Apoptose sind vom Apoptosestimulus unabhangig. Die drei genutzten Stimuli fiihren zu
ahnlichen Zerfallskurven (siehe Abbildung 16). In allen drei Féllen zeigt sich ein
exponentieller Zerfall mit fast gleicher Halbwertszeit auf einen dhnlichen Endwert. Wenn die
Schwelle zur Apoptoseinduktion (berschritten ist, scheint ein stereotyper Prozess
stattzufinden, vergleichbar mit der Cytochrom c Freisetzung. Die hohen Regressionswerte an
einen exponentiellen Zerfall sind durch eine konstante Zerteilungswahrscheinlichkeit und

begrenzte Anzahl an Zerteilungsstellen erklarbar. So ist auch erklarbar warum die
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Mitochondrien selbst nach vollzogenen Zelltod eine minimale GréRe nicht unterschreiten.
Die Zerteilungsstellen  koénnten mit den in Kapitel 1.1.5.1 beschriebenen
Matrixkonstriktionen bzw. Ansammlungen des Fisl Proteins identisch sein.

In den verwendeten dopaminergen dCSM14.1 Zellen konnte die mitochondriale Fragmenta-
tion bei Apoptoseinduktion bereits nach einer Minute nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 14). Diese schnelle Reduktion der Mitochondrienldange nach Apoptoseinduktion
deckt sich mit Angaben aus der Literatur. In kortikalen Neuronen wurde ein Zerfall der
Mitochondrien in den ersten 10 min nach NO-Behandlung beschrieben (Barsoum et al. 2006,
Yuan et al. 2006). In Kulturen von basalen Vorderhirnneuronen wurde sogar bereits nach
funfmindtiger Glutamatbehandlung von einer drastischen morphologischen Veranderung
berichtet (Rintoul et al. 2003).

Die morphologische Veranderung der Mitochondrien wahrend der Apoptose ist somit in ver-
schiedenen Zelltypen bzw. Lebewesen ein weit verbreitetes Phanomen. Eine mogliche Erkla-
rung fur den Ursprung und die Bedeutung der starken morphologischen Verénderungen der
Mitochondrien wéhrend der Apoptose kénnte die Sporenbildung bei Bakterien aufzeigen.
Mitochondrien sind mit a-Proteobakterien verwandt, von denen sie evolutionar abstammen
(Endosymbiontentheorie). Bakterien reagieren als Stressantwort auf duRere Signale bzw.
extreme Stérung mit Sporulation, die analog zu der Fragmentation der Mitochondrien ab-
lauft (Frank et al. 2003). Da die Sporulation von Bakterien ein Anpassungsmechanismus auf
die Umwelt darstellt, konnte die vermehrte Teilung der Mitochondrien ebenfalls als eine
Anpassung an verénderte Umgebungsbedingungen angesehen werden. Die Fragmentation
ware somit urspringlich eine Art Schutzfunktion, um auf Defizite im Energiehaushalt mit
erhéhter Mitochondrienzahl zu reagieren. Wahrend der Apoptose kdnnte diese Fahigkeit der
Mitochondrien eine neue funktionelle Bedeutung bekommen haben.

Die Veranderung der Mitochondrienmorphologie konnte auf prinzipiell unterschiedliche
Mechanismen zuriickzufuhren sein. Neben einer erhOhten Zerteilungsrate koénnte das
Gleichgewicht zwischen Zerteilung und Verschmelzung durch eine verminderte Fusionsrate
gestort sein. Weiterhin ist es denkbar, dass Mitochondrien durch Stoffwechselprozesse
abgebaut werden oder ihre elongierte Form durch Anschwellen verlieren.

Das Prinzip der morphologischen Verdnderung der Mitochondrien ist aktuell in der Literatur
umstritten. Viele Studien gehen ebenfalls von einer Erhéhung der Zerteilungsrate wéhrend
der Apoptose aus. So wurden beispielsweise in primaren kortikalen Neuronen nach
Glutamatbehandlung von einer Abnahme der durchschnittlichen Lange berichtet (Rintoul et
al. 2003). Im Gegensatz hierzu stehen Beobachtungen, dass die Verschmelzung der
Mitochondrien innerhalb der Apoptose blockiert ist (Karbowski et al. 2004).
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Formveranderungen von Mitochondrien ohne Volumenédnderung konnten bisher nicht
nachgewiesen werden. In einzelnen Untersuchungen konnte ein Anschwellen der
Mitochondrien zwar nachgewiesen werden (Rintoul et al. 2003), hierauf folgt allerdings
meist ein Zerteilungsvorgang. Einzelne Studien weisen darauf hin, dass Mitochondrien im
Verlauf der Apoptose aufgel6st werden, wobei dieser Abbauprozess selbst Caspase
unabhéngig verlauft (Skulachev 2002, Tolkovsky et al. 2002). Diese Autophagie scheint
allerdings, ein der mitochondrialen Zerteilung nachgelagerter Prozess zu sein, da er durch
bekannte Zerteilungsproteine beeinflussbar ist (Xue et al. 2001). Obwohl die
mitochondrialen Veranderungen auf vielen Mechanismen beruhen kdénnten, scheint eine
Storung des Gleichgewichtes von Zerteilungs- und Verschmelzungsraten der vorherrschende
Ausloser zu sein.

In den Untersuchungen dieser Studie konnte eine Haufung von Zerteilungsvorgangen nach
Apoptoseinduktion beobachtet werden. Eine gleichzeitig verminderte Fusionsrate kann nicht
vollig ausgeschlossen werden. Dieser Mechanismus ist allerdings weniger wahrscheinlich,
da die morphologischen Veranderungen durch die Uberexpression von Drplgaga fast voll-

stdndig unterdriickt wurden.

4.2 Funktion von Drpl und Fisl

Es existiert eine Modellvorstellung des molekularen Ablaufes der mitochondrialen Zertei-
lung (Bossy-Wetzel et al. 2003). Vermutlich nehmen Drpl und Fisl eine Schlisselrolle ein
(siehe Abbildung 5). Der Zerfall der Mitochondrien ist ein sehr schnell ablaufender Prozess
der sofort nach Induktion der Apoptose einsetzt. Daher miissen die bei der Fragmentation
beteiligten Proteine stetig in der Zelle vorhanden und jederzeit aktivierbar sein.

In dieser Studie konnte belegt werden, dass Drpl endogen in dopaminergen Neuronen
vorhanden ist (siehe Abbildung 20). Dabei wurde gezeigt, dass Drpl (ohne Apoptose-
induktion) in einem spezifischen Verteilungsmuster vorliegt und nicht kolokalisiert mit den
Mitochondrien ist. Der Lokalisationsort konnte allerdings keiner zelluldren Struktur zuge-
ordnet werden. Andere Studien konnten eine Kolokalisation mit dem endoplasmatischen
Retikulum (Yoon et al. 1998) oder aber den Peroxisomen (Li und Gould 2003) zeigen. Eine
solche Assoziation ist in dopaminergen Neuronen ebenso vorstellbar, da sie mit dem
endogenen Drpl Verteilungsmuster vereinbar ist (siehe Abbildung 19).

Das andere postulierte Hauptprotein der mitochondrialen Zerteilung (Fisl) ist selbst bei
Uberexpression ausschlieRlich mit den Mitochondrien kolokalisiert (James et al. 2003). Die
Position von Fisl in der duBeren Mitochondrienmembran wurde durch Experimente in HeLa

Zellen gezeigt (James et al. 2003). Durch Fis1 Mutanten konnte nachgewiesen werden, dass
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das Protein mit seinem C-Terminus in den Mitochondrien verankert ist (James et al. 2003).
Die Uberexpression von Fisl resultierte in Mitochondrien mit abnormalen Formen (siehe
Abbildung 17 und Abbildung 18). Solche abnormalen Mitochondrienformen wurden eben-
falls in Cos-7 Zellen nach Expression von Fisl beobachtet (James et al. 2003, Stojanovski et
al. 2004) und stellenweise als Aggregate von Mitochondrien beschrieben (Koch et al. 2005).
Der optische Eindruck l&sst allerdings eher auf eine Vereinigung oder Anschwellung der
Mitochondrien schlielRen, insbesondere da ringférmige Anordnungen von Fisl sichtbar sind
(siehe Abbildung 17). Diese ringférmigen Strukturen kdnnten potentielle Zerteilungsstellen
der Mitochondrien darstellen.

Die Uberexpression von Drpl zeigt keinen Effekt auf die Mitochondrienmorphologie bzw.
auf ihren Zerfall wahrend der Apoptose (Abbildung 22 und Abbildung 59). Die Mitochond-
rien besaBen bei Drpl Uberexpression die gleiche elongierte Form und Linge wie die Mito-
chondrien nicht Drpl tUberexprimierender Neurone. In der Literatur werden meist &hnliche
Beobachtungen beschriebenen (Mozdy et al. 2000, Smirnova et al. 1998), im Gegensatz
hierzu zeigen einige Studien eine vermehrte Zerteilung bei Drp1 Uberexpression (Szabadkai
et al. 2004). Innerhalb der Apoptose &dndert die Uberexpression von Drpl weder die
Zerfallsgeschwindigkeit noch die bis zum Zelltod verbleibende Restgrélie der Mitochondrien
(siehe Abbildung 22). Im Gegensatz hierzu bt die Inhibition von Drpl eine starke Wirkung
auf die Mitochondrien innerhalb der Apoptose aus. Ohne Apoptoseinduktion zeigten die
Mitochondrien keine morphologischen Verdnderung bei Drpl Hemmung (siehe
Abbildung 21). Bei Apoptoseinduktion allerdings behielten die Mitochondrien der Drplkssa
transfizierten Neuronen ihre elongierte Form bei (siehe Abbildung 23 und Abbildung 59).
Die verminderte mitochondriale Fragmentation wahrend der Apoptose durch Inhibition von
Drpl konnte sowohl in den Zelllinienneuronen wie in Kulturen primarer Mittelhirnneuronen
gezeigt werden (siehe Abbildung 24 und Abbildung 60). Ebenfalls wurde in Cos-7 Zellen
(Frank et al. 2001, Smirnova et al. 2001), Fibroblasten (Breckenridge et al. 2003) und
kortikalen Neuronen (Barsoum et al. 2006) eine Verminderung der mitochondrialen
Fragmentation nach Drplgssa Uberexpression beschrieben. Der Effekt der Drplgssa Uber-
expression in dCSM14.1 Neuronen ist durch eine langanhaltende Blockierung der Fisl
Bindungsstellen durch die dominant negative Mutante erkldrbar. Die dominant negative
Mutante ist auf Grund der Punktmutation nicht funktional. Da eine Bindung mit funktio-
nalem Drpl nicht mehr moglich ist, teilen sich die Mitochondrien nicht. Somit konnte
gezeigt werden, dass Drpl flr die Fragmentation der Mitochondrien zwingend erforderlich
ist. Da seine Uberexpression jedoch nicht zu einer Fragmentation der Mitochondrien fiihrte,

ist eine Regulation des Vorgangs mittels Erhohung des Expressionslevels wéhrend der
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Apoptose unwahrscheinlich. Drpl scheint standig in so hoher Konzentration vorzuliegen,
dass es kein limitierender Faktor fur die mitochondriale Zerteilung ist. Dies steht in Einklang
mit dem gemessenen schnellen Zerfall. Weiterhin konnte die bereits endogen hohe
Konzentration die Voraussetzung fir eine konstante Zerfallswahrscheinlichkeit der
Mitochondrien darstellen, wie im Kapitel 4.1 auf Grund des exponentiellen Abfalls
postuliert. Als regulatorische Mechanismen kommen ein Transport des Drpl zu den Mito-
chondrien oder eine Aktivitatserhohung bzw. eine Aktivierung durch weitere Kofaktoren in
Betracht. Die regulierenden Mechanismen dieser Prozesse sind noch nicht bekannt, und
wurden unter anderem in dieser Arbeit erforscht.

Drpl steht in nicht apoptotischen Zellen mit den Mitochondrien nicht unmittelbar in
Kontakt. Es konnte gezeigt werden, dass Drpl Proteine nach Apoptoseinduktion mit den
Mitochondrien kolokalisieren (siehe Abbildung 20), wo sie mit dem zweiten Protein Fisl
einen Komplex bilden kénnen, der die Zerteilung der Mitochondrien verursacht. Haufig
scheinen sich die Drpl Cluster wie eine Perlenschnur an die Mitochondrien anzulagern
(siehe Abbildung 20), was den eingangs erwéahnten Modellvorstellung zur mitochondrialen
Fragmentation entspricht. Eine &hnliche Verschiebung von Drpl zu den Mitochondrien nach
Apoptoseinduktion wurde in HeLa Zellen beschrieben (Sugioka et al. 2004).

Mitochondrien nutzen zur Aufrechterhaltung einer heterogenen Verteilung die Strukturen
des Zytoskeletts (Anesti und Scorrano 2006). Aufgrund der ungleichen GrolRenverhéltnisse
und der schnellen apoptotischen Reaktion kann jedoch eher ein Transport von Drpl bei der
mitochondrialen Zerteilung postuliert werden. Der Transport von Drpl zu den Mitochond-
rien ist abhéngig von intakten Zytoskelettstrukturen (Abbildung 32). Er war in der vorliegen-
den Studie sowohl von den Aktin- wie Tubulinstrukturen abhangig und stellt ein méglichen
Regelmechanismus der mitochondrialen Fragmentation dar. Die Messungen stehen im Ein-
klang zu anderen Untersuchungen, in denen eine Assoziation zwischen Drpl und den
Mikrotubuli beschrieben ist (Yoon et al. 1998). In HeLa Zellen konnte nachgewiesen
werden, dass die Rekrutierung von Drpl zu den Mitochondrien auf dem Tubulinskelett
sowie den Motorproteinen Dynein und Dynaktin basiert (Varadi et al. 2004). Des Weiteren
ist aus Versuchen mit nichtneuronalen Sdugetierzellen bekannt, dass die Zerstérung des
Aktinzytoskeletts zu einer verminderten Zerteilung der Mitochondrien flihrt (De Vos et al.
2005). In dieser Studien wurde gezeigt, dass Drpl mit den Aktinstrukturen des Zytoskeletts
kolokalisiert und das die Zerstérung von Aktin die Rekrutierung von Drpl zu den Mito-
chondrien inhibiert. Im Gegensatz zu den hiesigen Beobachtung konnte teilweise kein Ein-
fluss des Tubulinzytoskeletts auf die mitochondriale Zerteilung wahrend der Apoptose

beobachtet werden (De Vos et al. 2005). De Vos et al. erklarten ihre Beobachtungen
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dadurch, dass die mitochondriale Zerteilung bei Abwesenheit eines intakten Tubulin-
zytoskeletts durch die bereits wéhrend der Zerstorung rekrutierten Drpl Proteine vollzogen

wird.

4.3 Einfluss von Drpl und Fisl auf die Apoptose

Die mitochondriale Fragmentation wurde durch Apoptose induzierende Substanzen ausge-
I6st. Wahrend bereits nach halbstiindiger apoptoseinduzierender Staurosporininkubation die
Hélfte der Neurone fragmentierte Mitochondrien aufwiesen, zeigten erst nach ca. einer
Stunde die Halfte der Neurone apoptotische Kerne (siehe Abbildung 25, Abbildung 29).
Somit wird die mitochondriale Fragmentation durch Apoptoseinduktion schneller induziert
als der Zerfall der Kerne. Dies lasst die Deutung des mitochondrialen Zerfalls als friihes
Ereignis der Apoptosekaskade zu.

Auch bei Uberexpression und Hemmung der direkt beteiligten Protein zeigte sich immer
eine verzogerte apoptotische Reaktion. Die Uberexpression der beiden wichtigsten Proteine
(Fis1 und Drpl) beeinflusste den Verlauf der Apoptose nur marginal. Die Uberexpression
von Fisl fiihrte trotz der abnormalen Mitochondrien nicht zu einem vermehrten Auftreten
von apoptotischen Zellkernen (siehe Abbildung 29). Fisl beeinflusst somit zwar die
Morphologie der Mitochondrien sehr deutlich, dies ist jedoch nicht hinreichend fir die
Induktion der Apoptose. Die Funktion von Fisl innerhalb der Apoptose wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Im Gegensatz zu den Messwerten der vorliegenden Arbeit konnte z.B.
in HeLa, HEK 293 und Cos-7 Zellen (James et al. 2003) Apoptose durch Uberexpression
von Fisl induziert werden. In HeLa Zellen wurde eine Hemmung des Zelltod durch
Herabregulierung von Fisl beschrieben (Lee et al. 2004). In der selben Zelllinie konnte
jedoch gezeigt werden, dass eine Herabregulierung von Fis1 den Verlauf der Apoptose (UV-
Strahlen induziert) nicht verzogert (Parone et al. 2006). Daher ergibt sich kein eindeutiges
Bild, welche Auswirkungen Fisl auf die Apoptose ausibt, in unterschiedlichen Zelltypen
werden kontrére Wirkungen beschrieben.

Das zweite Hauptprotein des mitochondrialen Zerfalls (Drpl) zeigte in dieser Studie bei
Uberexpression keinen Einfluss auf den Verlauf der Apoptose. Drpl Uberexpression zeigte
ebenso keinen Einfluss auf den apoptoseinduzierten Zerfall der Mitochondrien. Dies deckt
sich mit der im vorangehenden Kapitel dargelegten Vermutung, dass Drpl bereits endogen
in so hoher Konzentration vorliegt, dass es flr die betrachteten Vorgange kein limitierenden
Faktor darstellt (siehe Kapitel 4.2). Drpl scheint bei einigen Zelltypen dennoch eine
Sensibilisierung fir Apoptoseinduktion durch Staurosporin zu bewirken (Karbowski et al.
2002). Dieser apoptotische Effekt kann jedoch nicht immer belegt werden (Szabadkai et al.

101



Diskussion

2004). Apoptose kann durch Hemmung der mitochondrialen Fragmentation beeinflusst
werden. Drplkssa Uberexprimierende Neurone zeigen eine verminderte Ausbildung von
apoptotischen Zellkernen (sieheAbbildung 29 und Abbildung 60). Der neuroprotektive
Effekt der Inhibition von Drpl deckt sich mit dem, der in anderen Zelltypen beschrieben ist.
In HeLa und Cos-7 Zellen konnte bei Hemmung von Drpl ebenso eine Blockade des
Zelltodes nach Staurosporinbehandlung gefunden werden (Frank et al. 2001), in priméren
kortikalen Neuronen nach NO Behandlung (Barsoum et al. 2006). Die Resultate dieser
Studie deuten daraufhin, dass durch das Verdrdngen des Drpl mittels der dominant
negativen Mutante in ca. der Hélfte der Neurone die Apoptose verhindert wird. In diesen
Neuronen zerfallen weder die Mitochondrien noch die Kerne. Bei Neuronen die trotz
Drplkssa Uberexpression Apoptose erfahren ist der Verlauf wesentlich langsamer, der
Zerfall setzt erst nach ca. vier Stunden ein (siehe Abbildung 29). Eine solche Verzbégerung
des Verlaufs der Apoptose kann auch durch direkte Herabregulation von Drpl mittels siRNS
erreicht werden (Sugioka et al. 2004). Dies deutet darauf hin, dass die morphologischen
Veranderungen der Mitochondrien nicht bloR ein Epiphdnomen wéhrend der Apoptose sind,
sondern elementarer Bestandteil der initialen Apoptosekaskade.

Bei Hemmung des mitochondrialen Zerfalls durch Uberexpression von Drplgasa konnte eine
vermindert Cytochrom ¢ Freisetzung nachgewiesen werden (Abbildung 28). Diese Befunde
deuten daraufhin, dass die Cytochrom c Freisetzung zumindest anteilig eine Folge des
mitochondrialen Zerfalls sein kdnnte. Beide Prozesse sind von &hnlicher Dauer und weisen
eine invariante Zeitdynamik auf (Goldstein et al. 2000, Goldstein et al. 2005). In Drplkassa
Uberexprimierenden HelLa und Cos-7 Zellen ist ebenso eine verminderte Cytochrom c
Freisetzung innerhalb der Apoptose beschrieben (Frank et al. 2001). Ebenfalls fuhrt die
Hemmung von Drpl durch siRNS in den gleichen Zelltypen zu einer verminderten
Freisetzung von Cytochrom ¢ nach Apoptoseinduktion (Parone et al. 2006). Da Cytochrom ¢
Freisetzung notwendigerweise die Apoptosekaskade aktiviert (Polster und Fiskum 2004)
konnte dies der Grund fur die anti- apoptotische Wirkung von verminderter mitochondrialer
Zerteilung sein.

Tat-Bcl-xL zahlt zu den anti- apoptotischen Proteinen der Bcl2 Familie (Kilic et al. 2006).
Die Hemmung der Apoptose wird durch eine verminderte Cytochrom ¢ Ausschittung verur-
sacht (Frieden et al. 2004), die wiederum auf einer Interaktion mit dem pro-apoptotischen
Protein Bax beruht (Danial und Korsmeyer 2004). Auch in dopaminergen Neuronen flhrt
die Behandlung mit Tat-Bcl-xL erwartungsgemal zu einer deutlich verminderten Cyto-
chrom ¢ Freisetzung aus den Mitochondrien und verminderten Ausbildung apoptotischer

Zellkerne nach Staurosporinbehandlung (siehe Abbildung 30). Die Behandlung der Neurone
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mit Tat-Bcl-xL besal allerdings keinen schiitzenden Effekt fur die Fragmentation der
Mitochondrien wéhrend der Apoptose (siehe Abbildung 30). Dies bestatigen Experimente
aus HelLa Zellen und priméren kortikalen Neuronen, in denen die Expression von Bcl-xL
ebenfalls die Apoptose hemmt ohne die mitochondriale Zerteilung zu vermindern (James et
al. 2003, Sugioka et al. 2004, Yuan et al. 2006). Die beschriebene Wirkung von Bcl-xL ist
allerdings nicht allen anti- apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie gemein, da beispiels-
weise Bcl-2 die mitochondriale Zerteilung blockiert (Kong et al. 2005). Mitochondrien
konnen somit zerfallen ohne gleichzeitig Cytochrom c freizusetzen, aber eine Hemmung des
Zerfalls vermindert umgekehrt die Cytochrom ¢ Freisetzung in den bekannten Féllen (siehe
Abbildung 27).

Die Notwendigkeit des mitochondrialen Zerfalls fur den Ablauf des Apoptoseprozesses wird
von Experimenten bei zerstorten Zytoskelett in Frage gestellt. Wie bereits dargelegt ver-
schiebt sich das Drpl Verteilungsmuster zu Begin der neuronalen Apoptose zu den Mito-
chondrien hin (Abbildung 20, De Vos et al. 2005, Karbowski et al. 2002). Fur diesen Trans-
port sind intakte Zytoskelettstrukturen notwendig. Fur den Zerfall der Zellkerne selbst ist das
Zytoskelett allerdings nicht von Bedeutung. Wahrend der mitochondriale Zerfall sowohl bei
Zerstorung des Aktinskelettes, also auch der Mikrotubuli vermindert ist (siehe
Abbildung 33), zeigt sich kein vergleichbarer Einfluss auf die Apoptose selbst
(Abbildung 35). Bei Zerstorung der beiden Skelettstrukturen geben die Mitochondrien Cyto-
chrom ¢ ab (Abbildung 35), obwohl sie nicht durch einen Drpl-Fisl-Komplex zerteilt
werden und ihre elongierte Form beibehalten. Die Zerstdrung des Zytoskeletts stellt einen
aulerstes unphysiologischen Zustand der Zelle dar. Nach Zerstérung des Zytoskeletts konnte
die Apoptose durch unphysiologische Effekte bzw. andere Zelltodkaskaden, welche keine
Zerteilung der Mitochondrien bendtigen ermdglicht werden. Aktiviertes Drpl kénnte auch in
geringem Umfang trotz Depolymerisierung des Zytoskeletts durch Diffusionsprozesse zu
den Fisl Bindungsstellen der Mitochondrien gelangen. Da die Zufuhr von Drpl vermindert
ist, ist die Ausbildung einer geschlossenen Struktur um das Mitochondrium nicht méglich,
so dass eine Abschnurung unwahrscheinlich ist. Die Lokalisation geringer Mengen von Drpl
kdnnte jedoch ausreichen, um die Freisetzung von Cytochrom c¢ zu ermdglichen.

In dem klassischen Apoptosemodell (Apoptoseinduktion durch Staurosporin), welches in der
vorliegenden Arbeit berwiegend verwendet wurde, lasst sich jedoch feststellen, dass die
mitochondriale Zerteilung zwar nicht hinreichend, aber notwendig fur die neuronale Apo-

ptose ist .

103



Diskussion

4.4 Mitochondrialer Zerfall und Apoptose

Die Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen, wie Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien
ist von entscheidender Bedeutung fur die Apoptose (Green und Kroemer 2004). Es ist weit-
gehend akzeptiert, dass die Freisetzung pro-apoptotischer Proteine durch eine Permeabilisie-
rung der dufleren Membran der Mitochondrien gesteuert wird (Cory und Adams 2002).
Dieser Effekt wird durch pro-apoptotische Proteine der Bcl2 Familie vermittelt,
insbesondere ist das Protein Bax essentiell (Wei et al. 2001), welches eine Pore in der
mitochondrialen Membran formen kann. Wie Drpl in der vorliegenden Studie liegt Bax
zundchst inaktiv im Zytosol vor. Bei Apoptoseinduktion wird Bax aktiviert (Bouchier-Hayes
et al. 2005, Huang und Strasser 2000) und zu den Mitochondrien transportiert. Die Proteine
Bax und Drpl kolokalisieren dann gemeinsam an den vermutlichen zukinftigen
Teilungsstellen (Karbowski et al. 2002, Neuspiel et al. 2005). Diese Positionen kdénnten
durch Fisl1 definiert sein, da in Abwesenheit von Fisl Bax nicht mehr zu den Mitochondrien
verschoben wird (Lee et al. 2004). Beide Proteine werden vermutlich durch verschiedene
Prozesse zuvor aktiviert. Fir Bax ist eine Aktivierung durch tBit bekannt (Desagher et al.
1999, Sugioka et al. 2004), die Aktivierung von Drpl ist bisher unbekannt.

Derzeit werden drei mdgliche Zusammenhange der mitochondrialen Zerteilung mit der
Apoptosekaskade (Bax Pore) diskutiert (siehe Abbildung 63). Die Apoptose konnte in
kausaler Abhéngigkeit zum Zerfall der Mitochondrien stehen oder auch ein unabhangiger
Prozess mit gleichem Ausloser sein.

Die Befunde dieser Studie legen den Schluss nahe, dass die Zerteilung der Mitochondrien
der Permeabilisierung der Mitochondrienmembran notwendigerweise vorausgeht. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Ausschiittung von Cytochrom ¢ den mitochondrialen Zerfall
erfordert (siehe Abbildung 27). Hemmung von Drpl durch eine dominant negative Mutante
scheint die Bildung einer Bax Pore zu hemmen. Dies erlaubt eine plausible Erklarung der
selektiven Hemmung der Apoptose durch Bcl-xL (siehe Abbildung 30), ohne die Drpl
gesteuerte Rekrutierung von Bax zu behindern. Die Resultate mit Bcl-xL kdnnen nicht aus-
schlielen, dass Drpl und Bax unabh&ngig voneinander wirken. In diesem Fall musste aller-
dings Drplkssa neben Drpl auch die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran
hemmen, was fir eine spezifische dominant negative Mutante ungewdhnlich waére. Beo-
bachtungen bei Zerstérung des Zytoskeletts, scheinen diese Erklarung in Frage zu stellen.
Wie allerdings bereits im Kapitel 4.2 erléutert, ist die Einordnung dieser Resultate problema-
tisch und steht nicht unbedingt im Widerspruch zu den Drp1 Inhibitionsbefunden.

Der Transport von Bax zu den Mitochondrien scheint durch Drpl gesteuert zu sein, da

Drplkssa die Rekrutierung von Bax zu den Mitochondrien verhindert (Yuan et al. 2006).
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Dies unterstiitzen Beobachtungen in Krebszelllinien, bei denen ein Ausschalten des Drpl
Gens zu einer Reduktion von Bax Akkumulationen an den Mitochondrien flihrt (Neuspiel et
al. 2005). Es konnte in einer Vielzahl von Experimenten gezeigt werden, dass die Cyto-
chrom ¢ Freisetzung durch eine Hemmung von Drpl wéhrend der Apoptose vermindert wird
(Neuspiel et al. 2005, Sugioka et al. 2004). Die Freisetzung von Cytochrom c ist von der Bil-
dung einer Bax Pore in der mitochondrialen Membran abhangig. In Einklang dazu stehen
Studien an verschiedenen Zelllinien und C. elegans die zeigen, dass eine vermehrte mito-
chondriale Zerteilung fur die Apoptose notwendig ist (Bossy-Wetzel et al. 2003, Jagasia et
al. 2005, Youle und Karbowski 2005). Dies deckt sich mit dem Befund, dass die Zerteilung
der Mitochondrien der Aktivierung von Bax vorausgeht (Breckenridge et al. 2003). Einige
Studien konnten jedoch eine gegensinnige zeitliche Reihenfolge feststellen (Arnoult et al.
2005, Esseiva et al. 2004, Gao et al. 2001) und teilweise konnte kein Einfluss von Drplgssa
auf die Bax Dynamik festgestellt werden (Frank et al. 2001, Lee und Kim 2004).

Der heutige Stand der Literatur vermittelt noch kein eindeutiges Bild (siehe Abbildung 63),
unter Umstanden existieren Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies. In dieser Studie
wurden Hinweise gefunden, dass in dopaminergen Neuronen die Freisetzung von Cyto-

chrom ¢ von Drp1l abhéngig ist.
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Abbildung 63: Mdogliche Aktivierung der mitochondrialen Zerteilung wéhrend der Apoptose
(nach Parone und Martinou 2006).

Zwei parallele Prozesse (A)

Der Apoptosestimulus fiihrt zu einer Anlagerung von Bax und Drpl an die Mitochondrien. Das aktive Bax indu-
ziert die Drpl abhdngige Zerteilung der Mitochondrien und inhibiert gleichzeitig die Verschmelzung der Mito-
chondrien durch eine Interaktion mit Mitofusin 2. Ebenso bildet das aktive Bax eine Pore in der dufleren Mito-
chondrienmembran, wodurch es zur Freisetzung pro-apototischer Proteine kommt.

Apoptose fuhrt zu mitochondrialer Zerteilung (B)

Der Apoptosestimulus fuhrt zu einer Translokalisation von Bax an die Mitochondrien. Die Bildung von Bax
Oligomeren resultiert in einer Freisetzung von Proteinen (u.a. DDP/TIMMS8a und Cytochrom c). Das nun im
Zytosol befindliche DDP/TIMMS8a rekrutiert Drpl zu den Mitochondrien und es kommt zur Zerteilung der
Organellen.

Mitochondriale Zerteilung fihrt zu Apoptose (C)

Pro-apoptotische Signale fuhren zu einer Translokalisation von Drpl zu den Mitochondrien. Als Folge der Drpl
abhangigen mitochondrialen Fragmentierung wird eine Bax Pore gebildet, durch die pro-apototische Proteine
freigesetzt werden.

4.5 Regulation der mitochondrialen Zerteilung durch CDK5

Der Zerfall der Mitochondrien konnte in dieser Arbeit als integraler Bestandteil des pro-
grammierten Zelltodes bestimmt werden. Daruber hinaus war es méglich, die Mechanismen,
welche die Spaltung eines Mitochondriums bewirken weiter aufzuklaren. Um Erkenntnisse
Uber die Regulation der mitochondrialen Morphologie zu erhalten war es in der vorliegenden
Studie hilfreich die Regulation anderer vergleichbarer zellulare Mechanismen zu betrachten.
Besonders deutlich sind Analogien zwischen der Umgestaltung der duReren Mitochondrien-
membran und der Zellmembran. An der Regulation von Umgestaltungsprozessen der Zell-

membran ist haufig die Cyclin-abhéngige Kinase 5 (CDKS5) beteiligt. Innerhalb der Exo-
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cytose ist bekannt, dass die synaptischen Proteine Synapsin 1 (Matsubara et al. 1996) und
Munc 18 (Fletcher et al. 1999) Substrate von CDKS5 sind. Die Phosphorylierung von
Munc 18 durch CDK5 ermdglicht die Abspaltung des Proteins von t-SNARE Syntaxin 1 und
erlaubt somit eine Ausbildung des SNARE Komplex (siehe Kapitel 1.1.5.2).

Die Abschniirung von Vesikeln aus der Zellmembran innerhalb der Endocytose zeigt noch
deutlicher Analogien zu den mitochondrialen Zerteilungsvorgangen. Bei beiden VVorgéngen
handelt es sich um Membranabschniirungen, wahrend das Regulatorprotein der rezeptorge-
steuerten Endocytose Dynamin ist, Gbernimmt Drpl eine analoge Funktion fur die Mito-
chondrienmembran. Beide Proteine gehoren zu der Familie der Dynamin-ahnlichen
GTPasen, deren Mitglieder meist an Membranumstrukturierungen beteiligt sind (siehe
Abbildung 64, De Camilli et al. 1995, van der Bliek 1999). Sie weisen starke Domanen- und
Sequenzhomologien auf (van der Bliek 1999). Die Funktion von Dynamin ist am besten in
Saugetierzellen beschrieben. Bei der Vesikelausbildung wéhrend der Endocytose lagert es
sich an die Clathrin-ummantelten Membraneinstilpungen an und induziert durch die
Hydrolyse von GTP getrieben, die Abschnirung der endozytotischen Vesikel von der
Membran (Sever et al. 2000, Sweitzer und Hinshaw 1998). CDKS5 ist auch in der Regulation
der Endocytose von herausragender Bedeutung. Dynamin wird zur Abschnirung der
Membran durch CDKS5 vermittelte Phosphorylierung aktiviert (Tan et al. 2003, Tomizawa et
al. 2003). Wegen der Ahnlichkeit der Wirkweise und des Aufbaus von Dynamin und Drpl
und der Analogien zwischen den Prozessen in denen sie wirken, beeinflusst CDK5 vermut-

lich auch die mitochondriale Zerteilung durch Interaktion mit Drpl.

GTPase Mittel PH GED PRD
Dyn1 (H. sapiens)

A GTPase Mittel B GED

o ] ) Dm1p (S. cerevisiae)
e ———"m— Drp1 (C. elegans)
T ——] == Drp1 (H. sapiens)

Abbildung 64: Vergleich der Doméanenstruktur einiger Mitglieder der Dynamin- Familie (van der Bliek
1999).

Alle Dynamin Familienmitglieder besitzen eine GTPase-, eine Mittel- und GTPase Effektor Doméne (GED). Bei
dem Dynl Protein des Menschen ist zusétzlich zwischen Mittel- und GTPase Effektor Doméane eine Pleckstrin-
Homologie Doméne beschrieben sowie eine C-terminale Protein reiche Doméne (PRD). Andere Familien-
mitglieder dagegen besitzen abweichende Segmente im N- Terminus in der GTPasen Doméne (A) und zwischen
Mittel- und GTPase Effektor Doméne (B).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass CDK5 auch an der Regu-

lation der mitochondrialen Fragmentation beteiligt ist (siehe Abbildung 41). Es ist bekannt,
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dass CDK5 nur im Komplex mit einem Aktivatorprotein enzymatische Aktivitat besitzt. Ent-
sprechend konnte in dieser Studie keine Wirkung der Uberexpression von CDKS5 alleine
festgestellt werden (unpublizierte Experimente). Ein bekanntes potentes Aktivatorprotein
von CDKS5 ist p25 (Patrick et al. 1999). Die Uberexpression von p25 und CDKS5 resultiert in
einer spontanen Zerteilung der Mitochondrien, die dem apoptotischen Zerfall der Mito-
chondrien gleicht (siehe Abbildung 36, Abbildung 41 und Abbildung 61). Die durch den
p25/CDK5 Komplex induzierte mitochondriale Fragmentation verlduft Caspase unabhéangig
(siehe Abbildung 41).

Der spontane Zerfall der Mitochondrien durch p25/CDK5 Uberexpression ist auf eine
Regulation von Drpl zurlckzufiihren, da bei Hemmung des Drpl Proteins p25/CDK5 den
Zerfall der Mitochondrien nicht mehr induzieren kann (siehe Abbildung 41 und
Abbildung 61). Umgekehrt kann in der Staurosporin induzierten Apoptose eine Hemmung
des CDK5 induzierten mitochondrialen Zerfalls durch Uberexpression von Drpl wieder
abgeschwacht werden (siehe  Abbildung 43, Abbildung 48, Abbildung 54 und
Abbildung 62). Hieraus folgt, dass CDKS5 und Drpl flr den apoptotischen Zerfall der Mito-
chondrien notwendig sind und CDKS5 die Aktivitat von Drpl reguliert.

Da CDKS5 an der Organisation des Zytoskeletts beteiligt ist (Feng und Walsh 2001, Rashid et
al. 2001), ware neben einer direkten Aktivierung von Drpl durch CDK5 auch vorstellbar,
dass der p25/CDK5 Komplex den Transport der Drpl Proteine zu den Mitochondrien regu-
liert (vergleiche Abbildung 20 mit Abbildung 37). Wie der durch Staurosporin induzierte
mitochondriale Zerfall ist auch der p25/CDKS5 induzierte von intakten Zytoskelettstrukturen
abhangig (Abbildung 32), da nach Zerstérung der Aktin- und Tubulinstrukturen nur eine
stark verminderte Fragmentation durch p25/CDK5 Uberexpression eintritt (siehe
Abbildung 41). Bei CDK5 Uberexpression zeigten sich keine abweichende Befunde beziig-
lich des Zytoskeletts im Vergleich zu Staurosporininkubation.

Eine erhdhte Aktivierung von CDKS5 (bt einen toxischen Effekt aus (Patrick et al. 1999),
dieser Effekt konnte auch in der vorliegenden Studie beobachte werden (siehe Abbildung 41,
Abbildung 61). Die Hemmung von CDKS5 vermindert die Cytochrom ¢ Freisetzung (siehe
Abbildung 46, Abbildung 50) und somit die Apoptoserate nach Staurosporininkubation
(Abbildung 47, Abbildung 51, Abbildung 62). CDK5 nimmt in vielen neuronalen Zelltod-
Kaskaden eine wichtige Position ein (Dhavan und Tsai 2001, Nguyen et al. 2001, Osuga et
al. 2000, Smith et al. 2003, Zheng et al. 2005). Es ist jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt
unklar wie CDK5 genau in die intrinsische Zelltodkaskade eingreift. Erstmalig wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Hemmung des p25/CDK5 induzierten Zelltodes durch eine Uber-

expression von Drplgssa beschrieben (siehe Abbildung 41 und Abbildung 61). Diese domi-
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nant negative Mutante verdrangt Drpl und verhindert so den Zerfall der Mitochondrien. Dies
deutet daraufhin, dass CDK5 den neuronalen Zelltod mittels des mitochondrialen Zerfalls
induzieren konnte (siehe Abbildung 65). Dieser Zusammenhang wird auch durch die
antagonistische Wirkung von Drpl Uberexpression auf eine Hemmung von CDKS5 mittels

einer dominant negativen Mutante verdeutlicht (siehe Abbildung 45).

4.6 Einordnung von CDKS5 in die neuronale Apoptosekaskade

Wenn CDKS5 den Zerfall der Mitochondrien reguliert, sollte seine Expression oder Aktivitat
nach Apoptoseinduktion erhoht sein. Ein erhéhtes CDK5 Expressionsniveau konnte nach
Staurosporinbehandlung in dCSM14.1 Zellen nicht nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 38). Das Expressionsmuster von CDKS5 scheint vollig unbeeinflusst vom Verlauf
der Apoptose zu sein. Ein dhnliches Expressionsmuster zeigen auch G108-15 Zellen, die
nach Staurosporinbehandlung weiterhin CDK5 konstant exprimieren (Zhang et al. 2003).
Dieses Verhalten ist allerdings nicht fiir alle Zelltypen charakteristisch, so zeigen hippo-
kampale Neurone (Kerokoski et al. 2001) und auch sympathische Neurone von Hihnern
(Shirvan et al. 1998) nach der Behandlung mit verschiedenen Apoptose induzierenden
Substanzen sogar eine Herabregulierung von CDKS5.

In den Zellkulturen dieser Arbeit konnte die apoptotische Wirkung von CDK5 (ber eine
Aktivitatssteigerung vermittelt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die enzymatische
Aktivitdt von CDK5 innerhalb der Apoptose tatsachlich erhéht ist (siehe Abbildung 40).
Diese Aktivitat ist Gbereinstimmend mit dem schnellen Begin der mitochondrialen Zertei-
lung, bereits eine Minute nach Apoptoseinduktion deutlich erhoht.

Bisher ist weitgehend geklart, dass erhohte CDK5- Aktivitat toxisch wirkt (siehe Kapitel
1.2), es sind jedoch nur wenige Mechanismen bekannt, wie CDK5 in den intrinsischen
Apoptoseweg eingreifen kann. In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Mechanismus
uber die CDKS5 vermittelte Zerteilung der Mitochondrien aufgezeigt.

Es scheint sich um einen hochkonservierten Prozess zu handeln. Neben den Untersuchungen
an dCSM14.1 Neuronen konnte der fast gleiche Effekt in primaren Mittelhirnneuronen der
Ratte nachgewiesen werden. Auch in niederen Eukaryonten wie der Béckerhefe S. cerevisiae
zeigt das CDK5 homologe PHO85 (Huang et al. 1999) Einfluss auf die Mitochondrien-
morphologie (Meuer et al. 2007). Apho85 Hefedeletionsstamme zeigen neben anderen
Anomalien (Nishizawa et al. 1999) auch elongiertere Mitochondrien als der Wildtyp-Stamm
(Meuer et al. 2007).

Der Einfluss einer erhdhten Aktivierungspotenz von CDKS5 auf die Mitochondrien kdnnte
auf direktem Wege vermittelt sein. Wie erldutert besitzen Drp1 und Dynamin hohe Sequenz-
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homologien (siehe Abbildung 64). Da Dynamin von CDK5 direkt phosphoryliert wird
(Tomizawa et al. 2003) ist eine entsprechende Wirkung auf Drpl naheliegend. Diese
Wechselwirkung wirde auch die bereits postulierte Steuerung der mitochondrialen Zertei-
lung durch Aktivierung von Drpl belegen. Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden, dass Drpl ein direktes Substrat von CDKS5 ist. Es konnte allerdings
gezeigt werden, dass der Effekt der p25/CDK5 Uberexpression auf die Mitochondrien-
morphologie durch Hemmung von Drpl vermindert wird (siehe Abbildung 41 und
Abbildung 61). Auf Grund der GroRe des Drpl Proteins (80 kDa) war eine Aufreinigung
nicht mdglich, folglich konnten keine Phospohorylierungsuntersuchungen durchgefiihrt
werden. Versuche diese Experimente mit Drpl Uberexprimierenden Zellen zu wiederholen
misslangen vermutlich wegen der zu geringen Drpl Konzentration im Zelllysat. Wenn eine
direkte Wechselwirkung vorliegt, so scheint diese jedoch nicht langanhaltend und stark zu
sein, da es nicht moglich war die Protein-Protein Interaktion mittels Immunoprazipitation

nachzuweisen, dennoch ist eine Interaktion wahrscheinlich.

p35/39

W ‘ @ Cytochrom ¢
p25/2 (Bax .
N '

CDKS

Mitochondrium

Abbildung 65: Modell zur CDKS5 Interaktion wéhrend der Apoptose.

Dargestellt ist ein Modell zur Wirkweise von CDK5 nach Apoptoseinduktion, das die meisten Resultate der
vorliegenden Studie berlcksichtigt. Ein Apoptosestimulus (Blitz, links) fihrt zur Bildung eines aktiven
CDK5 & p25/p29 Komplexes. Die Komplexbildung kénnte durch die Umwandlung von p35/39 zu p25/29
beglinstigt werden, beispielsweise durch erhdhte Calpain Expression (Smith et al. 2006). Alternativ ware eine
Komplexbildung mit weiteren Proteinen oder Interaktion mit den Reaktionspartnern denkbar. Der CDK5 Kom-
plex aktiviert Drpl, das darauf zu den Mitochondrien transportiert wird. Durch Drpl wird ebenso Bax zu den
Mitochondrien transportiert. Am Mitochondrium bilden sich ein Drpl-Fisl Komplex und eine Bax-Pore.
Ersterer verursacht die Zerteilung des Mitochondriums, zweiterer verursacht einen Cytochrom ¢ Ausstrom der
den Ablauf der Apoptosekaskade fordert.

Weitere indirekte Hinweise fiir eine Wechselwirkung zwischen CDK5 und Drpl liefern
Inhibitionsexperimente. Der mitochondriale Zerfall und die Apoptoserate nach Staurosporin
Inkubation sind deutlich vermindert, wenn die Verfligbarkeit von CDK5 mittels siRNS
herabgesetzt ist (siehe Abbildung 52). Die gleiche Wirkung kann durch Uberexpression
einer dominant negativen Mutante (CDK5nz144) erreicht werden (vergleiche Abbildung 43).
Der Effekt der Hemmung von CDKS5 durch CDKb5y;344 Wird bei Kotransfektion von Drpl
deutlich gemindert (siehe Abbildung 45). Diese Aufhebung der Inhibition ist im Gegensatz
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hierzu bei Einsatz von siRNS nicht mdglich (siehe Abbildung 55). Die Resultate zeigen
mehrere moégliche Inhibitionsmechanismen fir CDK5y144 auf. Erstens konnte der Inhibitor
direkt das endogene CDKS5 inaktivieren und selbst wiederum durch Drpl in hoher
Konzentration aus dieser Interaktion verdrangt werden bzw. koénnte die erhohte Drpl
Konzentration die verminderte CDKS5- Aktivitdt kompensieren. Weiterhin konnte der
Inhibitor die Reaktionspartner (Drpl Proteine) des endogenen CDKS5 blockieren und erst die
Uberexpression von Drpl stellt wieder geniigend Reaktionspartner zu Verfiigung. Diese
Uberlegungen deuten daraufhin, dass CDK5 und Drpl sich beeinflussen. Dies steht im
Einklang zu ersten Indizien, dass Drpl ein Substrat von CDK5 ist (K. Tomizawa,
persdnliche Mitteilung).

Die Kontrolle der mitochondrialen Fragmentation konnte fur viele neurodegenerative
Erkrankungen von besonderer Bedeutung sein. Daher wurde in dieser Arbeit auch versucht
CDKS5 pharmakologisch zu beeinflussen. Erfolgreiche Experimente waren mit dem Wirk-
stoff Indolinon A mdglich. Die Substanz von der Firma Boeringer Ingelheim wurde
urspringlich bei einem Screening-Verfahren nach CDK1-4 Inhibitoren zur Tumorbehand-
lung entdeckt (F. Gillardon, personliche Mitteilung) und erwies sich im Tierversuch als
wirksames Schlaganfalltherapeutikum (Weishaupt et al. 2003). Es wurde festgestellt, dass
Indolinon A ein hochwirksamer CDKS5 Inhibitor ist (Bain et al. 2003). In dieser Arbeit zeigte
sich eine deutliche Hemmung der mitochondrialen Fragmentation bei Apoptose durch
Indolinon A. Indolinon A Gbertrifft hinsichtlich der Hemmung der mitochondrialen
Zerteilung den Effekt von CDKb5y144, zeigt aber tendenziell gleiche Wirkung.

Mit Indolinon A ist ein Substrat identifiziert, welches eine pharmakologische Beeinflussung
der mitochondrialen Zerteilung erlaubt. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die CDK5
regulierte mitochondriale Fragmentation ein Bestandteil der friihe neuronalen Apoptose-
kaskade ist und somit die mitochondrialen Zerteilungsprozesse ein vielversprechendes Ziel

flr therapeutische Beeinflussung neurodegenerativer Krankheiten sein konnten.
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5 Zusammenfassung

Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die Mitochondrien in einem
Gleichgewicht aus Teilungs- und Verschmelzungsvorgédngen. Wahrend der Apoptose ist
dieses Gleichgewicht gestort, die Mitochondrien werden vermehrt zerteilt und liegen als
kleine Fragmente im Zytosol vor.

Die Cyclin- abhédngige Kinase 5 (CDKS5) ubernimmt wichtige regulatorische Funktionen
wahrend der neuronalen Apoptose. Sie greift sehr friih in die neuronale Zelltodkaskade ein,
noch bevor es zur mitochondrialen Dysfunktion kommt (Weishaupt et al. 2003). Ebenso
steuert sie Membranabschnirungen der Zelle, die durch ahnliche Ablaufe wie die Zerteilung
der Mitochondrien erfolgen.

Bisher war sehr wenig uber die Mechanismen bekannt, welche die Morphologie der Mito-
chondrien regulieren. In der vorliegenden Studie wurde daher untersucht, ob CDKS5 als
Regulator der mitochondrialen Morphologie wéhrend der neuronalen Apoptose in Betracht
kommt.

Es konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Fragmentation ein sehr friih statt-
findendes Ereignisse wahrend der neuronalen Apoptose ist, welche eine invariante Zeitdyna-
mik aufweist. Ohne Induktion des mitochondrialen Zerfalls kann Cytochrom c nicht aus den
Mitochondrien freigesetzt werden. Die mitochondriale Fragmentation erwies sich als
notwendig, jedoch nicht hinreichend fiir die neuronale Apoptose.

Die Verwendung eines pharmakologischen CDKS5 Inhibitor, einer dominant negativen
Mutante von CDK5 oder von siRNS gegen CDKS5 charakterisierten CDKS5 als eine regulato-
rische Kinase der mitochondrialen Zerteilung wéhrend der neuronalen Apoptose. Weiter
konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale Fragmentation ein Modulator der CDK5
vermittelte Neurotoxizitat sein kann. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit die regula-
torische Funktion von CDK5 wéhrend der Apoptose in die bereits bekannte neuronale

Apoptosekaskade eingegliedert werden.
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