Aus der Abteilung Molekulare Neurobiologie
(Prof. Dr. rer. nat. Nils Brose)

des Max-Planck-Instituts fur experimentelle Medizin

Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen SUMO2/3-Konjugaten und

Zellstress in einem In-vitro-Modell

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der

Georg-August-Universitat zu Goéttingen

vorgelegt von

Julius Marcus Klaus Eh
aus

Hannover

Géttingen 2020



Dekan:

Betreuungsausschuss
Betreuer/in

Ko-Betreuer/in:

Prufungskommission
Referent/in
Ko-Referent/in:

Drittreferent/in:

Datum der mindlichen Priifung:

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

med. W. Briick

rer. nat. N. Brose

med. D. Katschinski

rer. nat. N. Brose
Dorthe Katschinski

Margarete Schon

13.01.2021



Hiermit erkldre ich, die Dissertation mit dem Titel
"Untersuchung des Zusammenhangs zwischen SUMO2/3-
Konjugaten und Zellstress in einem in-vitro-Modell"
eigenstandig angefertigt und keine anderen als die von mir
angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

Gottingen, den ...............

(Unterschrift)



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAIRSVEIZEICNNIS ... I
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ... I
TabelleNVerZEICNNIS. ... e e \%
ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ...ovviiiiii it e e e e e e e e e e e aaaa s Vi
1 BINIEIUNG coeeeiiiiieeeeeeeeeeeee et 1
1.1 Zerebrale ISChAMIE ......uuuiiiii e e e e e et e e e e e e eeennnes 1
1.2 Small ubiquitin-like MOAIfIErs ..o 2
1.3 SUMOZ2/3 als neuroprotektive FaKtoren ..........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiii e 3
R R S U1V (@ 2 A S V- T 1 - 4
1.5 Ischamie-Modelle iN VIVO DZW. IN VITFO .......uuuueuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeieeenennennennnnne 5
1.6 ZEIKUITUL ...t 6
1.7  Ziel dieSEr ArDEIL ..ot aaane 7
2 Materialien Und MEtNOUEN .......i i e e e et a e e e e e e e eennne 8
P2 A 1= - TR 8
A C 1= - 1 PP P PP PPPPPTT 8
2.3 COMPULEIPIOGIAMIMIE .. .. eeeteeetitee e e e e ettt e e e e et e eeeb e e e e et eeesbbeaa e e e e eeeeennnnaes 8
2.4 Verbrauchsmaterialien ........ccoooeiiiiiiieeee 9
2.5 CheMIKAIIEN ... 9
2.6  Chemikalien flr die ZellKUITUN .........cccooiiiiieecee e e e e e eaaeees 10
2.7 [ £ TR SPUPPRRRPPIN 10
S T Y 0111 o] 1= S POP R URPPPPRRPP 11
2.9  MedieN UNA LOSUNGEN......ccoiiiieeiiiee e e e s e e e e et e e e e e e e e e eaa it e e e e eaaeaannnes 11
2.10 Hippocampus-Neuronen-KURUT ...........ooooriiii i, 12
2.11  KorteX-Neuronen-KUITUF .........ooouiii e e e e e e e e e eeeeees 13
FZ I 1Y/ 0T ) (= U USPPPRRPR 13
2.13 Oxygen glucose deprivation (OGD)........ccooeiiieiiiiieeeeeeeeee e 14
2. 14 ZEI-LYSE ..o 14
2.15 Proteinkonzentrationsbestimmung ..........ooouiiii i 15
2.16  WESLEIN BIOt ... .o e e e e e e et aaaaaaaane 15
2.17  StatiStiSCNe AUSWEITUNG .....coeieeeeeeeee e 16
2.18 Zell-TOA-NACRWEIS .......iiie e e e e e eeeeees 17
3 EIQEDNISSE .. 19
3.1  Hypoxie fuhrt in Hippocampus-Neuronen-Kulturen zu einer Verminderung der

SUMO2Z/3-KONJUGALE.....ceeeeiiiiiee et e e e e e e e e e ettt a s e e e e e e eeastta e e aaeaaeeennees 19



Inhaltsverzeichnis 1

3.2 1 h Reoxygenierung fuhrt zu keiner Verdnderung der SUMO2/3-Konjugate im
Vergleich zur reiNeN HYPOXIE. ... ....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeieeeeeeeeeeeeneeeeeeeennennne 22
3.3  OGD fuhrt zu einem Abfall der SUMO2/3-Konjugat-Level in Hippocampus-
NEUIONEN-KUIUIEN ... 26
3.4 SUMOZ2/3-Konjugate verhalten sich in Kortex-Neuronen-Kulturen fast identisch
zu den Hippocampus-Neuronen-KUtUFEN.........ccooeeeiiiiiiiiiiei e e e 28
3.5 E18-Kortex-Neuronen-Kulturen zeigten eine Abnahme der SUMO2/3-Konjugat-
Intensitaten unter OGD-StMUIAtION..........ccooiiiiiii e 34
3.6 Die SUMO3-Konjugate der SUMO3-HA-KI-M&ause zeigen ein @hnliches Muster
WIE DEI WT-IMAUSEIN ...ttt 35
3.7 Die Zell-Mortalitat in den Neuronen-Kulturen kann nicht den gesamten Abfall der
SUMO2/3-Konjugate erkIAren ............coevviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 37
A DISKUSSION. ...ttt 40
4.1 EINFUNIUNG.....coe e e e e e e e e e e a s 40
4.2  Diskussion der in der SUMO2/3-Forschung verwendeten Methoden................. 41
42.1 Die Heterogenitat der verwendeten Zellkultursysteme .............cccoeeeeeeeee. 41
4.2.2 Die Variabilitdt der gewahlten OGD- und Reoxygenierungszeiten und O-
KONZENIFALIONEN ... 42
4.2.3 Die unterschiedlichen OGD-Medien .........cccoooeiviiiiiiiiiiiie e e e 42
4.2.4  Die verwendeten Antikorper variieren in ihrer Qualitat und sind nicht
universal Verflghar.............oii e 43
4.2.5  Uberblick liber die bisherigen ArgumMente.............ccouevvveeeeeceeecee e eeree e 43
4.3  Diskussion veroffentlichter Studien zum Thema: SUMO2/3 nach OGD und
REOXYGENIEIUNG ... 44
4.4  Reslmee der DISKUSSION ........ccoiiiiiiiiiiiii e 45
45 AUSDICK oo 45
5 ZUSAMIMENTASSUNG . ..tttttttttiiiiiitttitieeteeeeeeeeeeeeee bbbt s ettt 47
B ANNIANG. ¢ttt 48

A | (=1 = L0 (VA= A=Y (o] 0] 1T 61



Abbildungsverzeichnis 1l

Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Western Blots zu Normoxie, 4 h Hypoxie und 24 h Hypoxie (1% O,) 20
Abbildung 2: Western Blots zu Normoxie, 1 h Hypoxie und 2 h Hypoxie (1% O) 21

Abbildung 3: Quantitative Auswertung der Western Blots von HIF1a und SUMO2/3 fir
Normoxie, 1 h, 2 h, 4 h und 24 h Hypoxie 22

Abbildung 4: Western Blot zu Normoxie und 24 h Hypoxie (1% O2) mit anschlieRend 1 h
Reoxygenierung 23

Abbildung 5: Western Blot zu Normoxie und 4 h Hypoxie (1% O2) mit anschlie@end 1 h
Reoxygenierung 24

Abbildung 6: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMO2/3 fiir Normoxie 4 h
und 24 h Hypoxie mit anschlieend 1 h Reoxygenierung 25

Abbildung 7: Western Blot zu Normoxie und 4 h OGD (1% O;) mit oder ohne anschliel3end
1 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen 27

Abbildung 8: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMOZ2/3 fiir Normoxie und
4 h OGD mit oder ohne anschlieBend 1 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-
Kulturen 28

Abbildung 9: Western Blot zu Normoxie und 4 h OGD (1% O;) mit oder ohne anschliel3end
1 h Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen 30

Abbildung 10: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMOZ2/3 fiir Normoxie und
4 h OGD mit oder ohne anschlielBend 1 h Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen
31

Abbildung 11: Western Blot zu Normoxie und 45 min OGD (0,3% O_) mit anschlie3end 3 h
Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen und Kortex-Neuronen-Kulturen 32

Abbildung 12: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMOZ2/3 fiir Normoxie und
45 min OGD mit anschlieBend 3 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen
und Kortex-Neuronen-Kulturen 33



Abbildungsverzeichnis v

Abbildung 13: Western Blot zu Normoxie und 2,5 min OGD (0,3% O2) mit anschliel3end
4,5 h Reoxygenierung von E18-Kortex-Neuronen-Kulturen 34

Abbildung 14: Western Blot zu Normoxie und 1 h, 2 h, 4 h Hypoxie (1% O) von His6-
SUMO3-HA-KI-Hippocampus-Neuronen-Kulturen 35

Abbildung 15: Western Blot zu Normoxie und 24 h Hypoxie (1% O2) mit und ohne 1 h
Reoxygenierung von His6-SUMO3-HA-KI-Hippocampus-Neuronen-Kulturen 36

Abbildung 16: Western Blot zu Normoxie und 4 h OGD (1% O2) mit und ohne 1 h
Reoxygenierung von His6-SUMO3-HA-KI-Hippocampus-Neuronen-Kulturen 37

Abbildung 17: Bilder von Hippocampus-Neuronen-Kulturen, die Normoxie und 4 h OGD mit
und ohne 1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden 38

Abbildung 18: Quantitative Auswertung der Bilder von Hippocampus-Neuronen-Kulturen,
die Normoxie und 4 h OGD mit und ohne 1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden 39

Abbildung Al: Weitere Western Blots zu Normoxie, 1 h Hypoxie und 2 h Hypoxie (1% O>)
48

Abbildung A2: Weitere Western Blots zu Normoxie, 4 h Hypoxie und 24 h Hypoxie (1%
O2) Kulturen vom 23.1.18 (oben) und 6.2.18 (unten). 49

Abbildung A4: Weitere Western Blots zu Normoxie und 24 h Hypoxie (1% O3) mit
anschliel3end 1 h Reoxygenierung Kulturen vom 2.5.18 (oben) und 3.5.18 (unten) 51

Abbildung A5: Weitere Western Blots zu Normoxie und 4 h OGD (1% O3) mit oder ohne
anschliel3end 1 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen Kulturen vom
14.6.18, 21.6.18, 28.6.18, 11.7.18 (von oben nach unten). 52

Abbildung A6: Weitere Western Blots zu Normoxie und 4 h OGD (1% O>) mit oder ohne
anschlie3end 1 h Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen Kulturen vom 20.8.18
(oben) und 22.8.18 (unten). 56

Abbildung A7: Weitere Western Blots zu Normoxie und 45 min OGD (0,3% O_) mit
anschlie3end 3 h Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen Kortikale-Kulturen vom
14.8.18 (oben) und 16.8.18 (unten). 58

Abbildung A8: Weitere Western Blots zu Normoxie und 45 min OGD (0,3% O_) mit
anschlie3end 3 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen Hippocampus-
Kulturen vom 14.8.18 (oben), 15.8.18 (mitte) und 16.8.18 (unten) 58


https://d.docs.live.net/1ea5198f9954fa13/Dokumente/Studium/Doktorarbeit/Doktorarbeit.docx#_Toc34995331
https://d.docs.live.net/1ea5198f9954fa13/Dokumente/Studium/Doktorarbeit/Doktorarbeit.docx#_Toc34995331

Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: DNS-Labeling-Solution Pipettier-Schema

Tabelle 2: Antikdrper-Lésung Pipettier-Schema .......



Abkirzungsverzeichnis

Vi

Abklrzungsverzeichnis

ATP Adenosin-Triphosphat

BCA Bicinchoninsaure

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DNS Desoxyribonukleinsaure

DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline

DRP1 Dynamin-related protein 1

E16/ E18 Embryonaltag 16/18

ECL Enhanced chemiluminescence

FBS Fetal bovine serum

GTP Guanosintriphosphat

HA Hamagglutinin

HBSS Hank’s balanced salt solution

HelLa Von einem Zervix-Karzinom abstammende Zelllinie
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl-ethansulfonsaure
HIFla Hypoxia-inducible factor 1a

His6 Ein aus sechs Histidin-Aminosauren bestehender Protein-tag
HSF1 Heat shock factor 1

Kl Knock-In

MCAO Middle cerebral artery occlusion

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

NEM N-Ethylmaleimid

OGD Oxygen glucose deprivation

PO (P1/2) Nullter bzw. erster/ zweiter Tag nach Geburt
PFA Paraformaldehyd

PMSF Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid

PTM Posttranslationale Modifikation

RNA Ribonukleinséure

ROS Reactive oxygen species

SAE1/2 SUMO-activating enzyme 1/2

SDS Sodium dodecyl sulfate

SENP SUMO-specific proteases

SH-SY5Y Von Neuroblastom-Zellen abstammende Zelllinie
SUMO Small ubiquitin-like modifiers

TdT Terminale Desoxynukleodityl-Transferase



Abkirzungsverzeichnis VII

TIV Tage in vitro
Ubc9 Ubiquitin carrier protein 9
WT Wildtyp



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zerebrale Ischamie

Schlaganfalle sind die zweithaufigste Todesursache weltweit (Murray und Lopez 1997) und
der haufigste Ausléser fur Behinderungen bei Erwachsenen. So sind etwa ein Drittel der
Betroffenen, die langer als sechs Monate nach dem Schlaganfall noch leben, auf Hilfe
Dritter angewiesen (Warlow 1998). Die durch die Erkrankung entstehenden Kosten sind
weltweit fur die Gesundheitssysteme eine Belastung, da sie 6% des gesamten
Gesundheitsbudgets (USA) in Anspruch nehmen. In einer alternden Gesellschaft wie der
unseren werden Schlaganféalle in Zukunft eine immer grof3ere gesundheitliche und
soziodkonomische Rolle spielen (Durukan und Tatlisumak 2007).

Pathologisch basieren 80% der Schlaganfalle auf einer Minderperfusion des Gehirns,
welche zu einer zerebralen Ischamie fiihrt (Durukan und Tatlisumak 2007). Die zerebrale
Ischamie ist definiert als Blutfluss zum Gehirn, der nicht ausreicht, um dem metabolischen
Bedarf an z. B. Sauerstoff und Nahrstoffen des Gehirns gerecht zu werden. Daraus
resultieren der Funktionsverlust und das Absterben der Neurone, Glia-Zellen etc.
(Schreihofer 2015). Dabei reagiert das Gehirn besonders empfindlich auf eine Sauerstoff-
Minderversorgung, weil es keine Speicherkapazitat fur Sauerstoff und gleichzeitig einen
hohen Sauerstoffverbrauch hat. So hat das Gehirn nur einen Anteil von ca. 2% am
Gesamtkorpergewicht, erhalt aber 12% des Herzminutenvolumens (Zhou et al. 2016).
Ursachlich fir den ischamischen Schlaganfall sind zumeist thrombotische oder embolische
Verschliisse einer der groRen zerebralen Arterien oder ihrer Aste (Durukan und Tatlisumak
2007).

Auf molekularem Level fiihrt die Ischdmie zu einem Energie-Defizit der Zellen. Daraus
resultieren eine Dysregulierung des intrazellularen lonenhaushalts mit einem Einstrom von
Calcium-lonen Uber glutamatgesteuerte lonenkanale. Dies fuhrt zur Bildung reaktiver
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoff-Spezies, mitochondrialem Versagen und der Aktivierung
intrazellularer Proteasen, Lipasen und Ribonucleasen, die zu einem schnellen Abbau der
Zellstruktur-Elemente und einem Verlust der Zell-Integritat fihren (Patel 2008; Schreihofer
2015; Anrather und ladecola 2016).

Die Therapie der zerebralen Ischamie stitzt sich auf zwei Hauptpfeiler: der schnellen
Rekanalisation und der Neuroprotektion. Das meistverwendete Medikament zur
Rekanalisation ist dabei Alteplase oder rt-PA. Dabei handelt es sich um einen
gewebespezifischen Plasminogenaktivator, der den verstopfenden Thrombus auflésen soll.

Eine weitere Moglichkeit der Rekanalisation stellt die endovaskulare Revaskularisation dar,
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wobei der Thrombus mechanisch Uber einen Katheter entfernt wird (Durukan und
Tatlisumak 2007).

Fur die medikamentdse Induktion der Neuroprotektion gibt es mittlerweile mehrere gute
Ansatze und klinische Studien, aber bislang hat noch kein Medikament den Durchbruch
geschafft (Durukan und Tatlisumak 2007; Neuhaus et al. 2017).

Auch der Sumoylierung mit small ubiquitin-like modifiers (SUMO) 2/3 werden
neuroprotektive Effekte zugeschrieben (siehe Einleitung 1.3). So ist ein langfristiges Ziel
der SUMOZ2/3-Forschung Uber eine medikamentése Manipulation der SUMOZ2/3-
Konjugation eine Neuroprotektion bei Schlaganfall-Patienten zu bewirken und so
maglicherweise zu einer Verbesserung der Behandlungsmadglichkeiten beizutragen.

1.2 Small ubiquitin-like modifiers

Die SUMO-Konjugation gehdrt zu den Posttranslationalen Modifikationen (PTM). Dabei
wird ein Protein nach seiner Biosynthese kovalent und normalerweise enzymatisch
modifiziert. Zu den PTMs z&ahlen unter anderem Phosphorylierung, Acetylierung,
Glykosylierung, Ubiquitinierung und eben Sumoylierung (Kessler und Edelmann 2011).
Durch PTMs kann die funktionale Diversitat des Proteoms noch weiter erhoht werden. So
beeinflussen PTMs unter anderem die zellulare Differenzierung, Protein-Degradation,
Protein-Protein-Interaktionen und die Regulation der Gen-Expression (Silva et al. 2013).
Die Ahnlichkeit zwischen Ubiquitin und SUMO wird besonders deutlich im Konjugations-
prozess. So werden fir die Konjugation von SUMO an das Ziel-Protein genau wie bei
Ubiquitin E1-, E2- und E3-Enzyme bendétigt. Am Anfang des Zyklus steht eine spezifische
proteolytische Spaltung von SUMO, um das Doppel-Glycin-Motif am C-Terminus
freizulegen. Danach bindet SUMO Adenosin-Triphosphat(ATP)-abhangig mit dem freien
Glycin an ein aktivierendes E1-Enzym. Im Anschluss wird SUMO auf das Konjugations-
Enzym E2 transferiert und zusammen mit einer E3-Ligase wird SUMO an ein Lysin auf dem
jeweiligen Ziel-Protein gebunden. Wie Ubiquitin kénnen auch SUMOZ2/3 durch
Multimerisierung Ketten formen (Vertegaal 2007). Im Unterschied zu Ubiquitin ist die Anzahl
der beteiligten Enzym-Unterformen fur SUMO aber sehr begrenzt. So gibt es nur ein E2-
Enzym, das Ubiquitin carrier protein 9 (Ubc9) und wenige E3-Ligasen. Die Desumoylierung
sowie die spezifische proteolytische Spaltung werden von SUMO-specific Proteases
(SENP) Ubernommen. Das E1-Enzym besteht aus einem Heterodimer mit den Unterformen
SAE1 und SAE2 (SUMO-activating enzyme 1/2) (Dohmen 2004; Yang et al. 2008a; Gareau
und Lima 2010).

Die SUMO-Familie ist eine im Vergleich zu anderen Proteinen noch relativ unbekannte

Gruppe an Proteinen. Es wird zwischen den drei Hauptformen SUMO1 und SUMO2/3



Einleitung 3

unterschieden, die in allen Geweben vorkommen. Dabei werden SUMO2/3 in der Regel in
einer Unterfamilie zusammengefasst, weil sich beide Formen in ihrer Aminoséuresequenz
Zu 95% gleichen. Die Aminosauresequenz von SUMOL1 zeigt eine Homologie von 50% mit
der von SUMOZ2/3 (Datwyler et al. 2011; Xiao et al. 2015). SUMO2/3 kommen in der Zelle
haufiger vor als SUMOL1 und werden besonders unter Zellstress, wie erhéhte Temperatur
oder Ischamie, vermehrt an Ziel-Proteine gebunden (Dohmen 2004; Hendriks et al. 2015).
Zu den bisher bekannten Ziel-Proteinen von SUMO z&hlen vor allem nukleére Proteine,
Transkriptionsfaktoren und Proteine, die fur die Stabilitat und Integritat des Genoms
verantwortlich sind (Dohmen 2004; Yang et al. 2008a; Wang et al. 2013). Die SUMO-
Konjugation ist dabei sehr dynamisch. Es kommt also zu einer sehr hochfrequenten
Konjugation und Dekonjugation. Trotzdem scheint SUMO Einfluss auf das Langzeit-
.ochicksal* der Ziel-Proteine zu haben (Hay 2005). Dabei kann SUMO sowohl
reprimierende (Hay 2005; Yang et al. 2008a) als auch aktivierende Effekte, wie fur den
hypoxia-inducible factor 1a (HIF1a) und heat shock factor 1 (HSF1), ausiben (Abe et al.
1995; Bae et al. 2004; Carbia-Nagashima et al. 2007). Es zeigt sich also, dass SUMO durch
seine Langzeitwirkung auf entscheidende Proteine einen starken Einfluss auf die

Bestimmung der jeweiligen Zelle austiben kann.

1.3 SUMO2/3 als neuroprotektive Faktoren

Diesen entscheidenden Einfluss auf die Bestimmung der Zelle kann man insbesondere
auch bei Neuronen beobachten. So kann durch SUMOZ2/3 ein Absterben der Neurone unter
Stress-Konditionen verhindert werden (Datwyler et al. 2011).

Die erste Idee, dass SUMO2/3 neuroprotektive Aktivitat haben kdénnten, wurde von Lee et
al. (2007) entwickelt. In ihrem Experiment wollten sie SUMO2/3 unter verschiedenen
metabolischen Gesichtspunkten betrachten und nutzten daftir Erdhérnchen. Diesen wurde
bei Aktivitat und wéhrend des Winterschlafs das Gehirn entnommen und auf SUMO2/3
untersucht. Im Western Blot fiel auf, dass die Intensitat der SUMO2/3-Konjugat-Banden in
der Winterschlafphase im Vergleich zu aktiven Erdhérnchen erhdht waren. Im Winterschlaf
werden die Kdrpertemperatur, der Blutfluss und die Proteinbiosynthese auf normalerweise
lethale Level reduziert. Die Wissenschaftler vermuteten, dass die erhdhten SUMO2/3-
Konjugate einen protektiven Effekt bewirken, der dazu beitragt, dass die Tiere den
Winterschlaf Gberhaupt tolerieren. Diese Vermutung wurde zusatzlich dadurch unterstitzt,
dass bei Uberexpression von Ubc9 in Neuroblastom-SH-SY5Y-Zellen deren Toleranz
gegenlber oxygen glucose deprivation (OGD) deutlich steigt, wohingegen es bei
Expression einer dominant negativen Ubc9-Form zu einem ausgepragten Zellsterben bei
OGD kommt.



Einleitung 4

Dieser Vertffentlichung folgte eine betrachtliche Anzahl Versuche mit dem Ziel, die
Ergebnisse von Lee et al. in anderen Organ- bzw. Kultursystemen zu reproduzieren. So
konnte gezeigt werden, dass es auch in Plazentagewebe zu einem SUMO2/3-Konjugat-
Anstieg kommen kann, wenn die Zellen Hypoxie ausgesetzt werden (Bhattacharjee et al.
2016; Baczyk et al. 2018). Dadurch konnte bewiesen werden, dass nicht nur in Neuronen
bzw. Krebszellen SUMO2/3-Konjugate als Antwort auf Zellstress ansteigen. Auf3erdem
wurde von Datwyler et al. (2011) ein Experiment durchgefiihrt, bei dem Kortikale-Neuronen-
Kulturen am Tag 3 in vitro (TIV 3) mit Kontroll- oder SUMOZ2/3-micro-Ribonukleinséure
(SUMO2/3-knockdown) transfektiert wurden. Die SUMO2/3-knockdown Zellen hatten unter
normalen Bedingungen die gleiche Uberlebensrate wie die Kontroll-Zellen. Nach 45 min
OGD kam es allerdings zu einem massiven Zellsterben in der knockdown-Kultur. Dagegen
lag das Uberleben der Zellen in der Kontroll-Kultur noch fast beim Ausgangswert. Dieses
Ergebnis zeigt sehr deutlich, dass SUMOZ2/3 einen neuroprotektiven Effekt bei Zellstress
hat, weil der knockdown von SUMO2/3 zu einem vielfach schlechteren Uberleben der
Neuronen-Kultur fiihrt als in der Vergleichskultur. Es ist bislang noch unbekannt warum und
wie SUMOZ2/3 diesen Effekt austibt. Allerdings kann eine Korrelation des neuroprotektiven
Effekts mit dem Anstieg der SUMO2/3-Konjugate nachgewiesen werden. Ein Ziel der
SUMOZ2/3-Forschung ist es somit, durch ein besseres Verstandnis des neuroprotektiven
Effektes Medikamente zu entwickeln von dem Patienten mit zerebraler Ischamie eventuell
profitieren (Li et al. 2017; Yang et al. 2008a).

1.4 SUMOZ2/3-KI-Mause

Eines der groBen Probleme in der SUMO-Forschung ist der Mangel an verlasslichen
Antikérpern sowohl bei SUMOL1 als auch bei SUMO2/3. Das erschwert inshesondere die
Identifikation von SUMO-Ziel-Proteinen (Tirard et al. 2012; Rossner und Tirard 2014). Um
dieses Problem zu umgehen, wurden Knock-In-Mauslinien gezichtet, deren SUMO1,2 oder
3 mit einem HA-tag bzw. V5-tag konjugiert sind (Tirard et al. 2012; Tirard und Brose 2016;
Daniel et al. 2017). Durch Verwendung des HA-Tags kann SUMO mit anti-HA-Antikdrpern
nachgewiesen werden, die deutlich spezifischer sind als die konventionellen SUMO-
Antikorper. AuRerdem kdnnen SUMO2 und SUMO3 durch die einzelnen Tags zum ersten
Mal einzeln betrachtet werden, da die konventionellen Antikérper zwischen SUMO2 und 3
nicht differenzieren kénnen. Zusatzlich kann man bei Verwendung der SUMO-KI-Méause
Wildtyp(WT)-Mause als negativ Kontrolle bzw. zur Darstellung des unspezifischen
Hintergrunds einsetzen. Fiur die SUMO1-KI-Mause konnte dabei bereits gezeigt werden,
dass die Expression von SUMO1 gleich der in WT-Mausen ist (Tirard et al. 2012; Tirard
und Brose 2016). Um diesen Effekt auch bei den SUMO2/3-KI-Méausen darzustellen,
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beschaftigt sich ein Teil dieser Arbeit auch damit die SUMO2/3-KI-Mause mit den WT-

Mausen anhand des Konjugationsverhaltens von SUMO2/3 zu vergleichen.

1.5 Ischamie-Modelle in vivo bzw. in vitro

Es existieren verschiedene Moglichkeiten, um die oben beschriebene zerebrale Ischamie
zu simulieren. Die fuhrenden Ischamie-Modelle in der SUMO2/3-Forschung sind Hypoxie
und vor allem OGD fur in-vitro-Experimente sowie middle cerebral artery occlusion (MCAO)
fur in-vivo-Versuche. In Hypoxie-Experimenten in vitro werden Zellkulturen in inrem Medium
in eine Hypoxiekammer gesetzt werden. In dieser Kammer herrscht eine Atmosphéare mit
einem Sauerstoffanteil von 1% und weniger. Bei OGD werden die Kulturen auch fir eine
gewisse Zeit in der Hypoxiekammer inkubiert. Zusatzlich wird direkt vor der Inkubation in
der Hypoxiekammer das normale Medium gegen eine Glukose-freie Losung ausgetauscht,
die lonen in physiologischer Konzentration enthalt (Bruer et al. 1997; Scorziello et al. 2001;
Zhao et al. 2014). Durch Transfer der Kulturen aus der Hypoxiekammer in einen normalen
Inkubator und zusétzlich bei OGD durch Ersatz des OGD-Mediums mit einem Glukose-
haltigen Medium kdnnen die Kulturen reoxygeniert werden (Yang et al. 2012; Zhou et al.
2013).

MCAQO st eine in-vivo-Technik, bei der die Arteriae Carotis von anasthesierten Tieren
freigelegt und okkludiert werden. Nach einer gewissen Zeit werden die Karotiden wieder
deokkludiert und der ischamische Bereich des Gehirns wird dadurch reperfundiert. Nach
definierter Reperfusions-Zeit werden die Mause erneut anasthesiert und durch Dekapitation
euthanasiert (Sheng et al. 2000).

Bei Exposition gegen Hypoxie zeigen vor allem Plazenta-Zellen einen Anstieg von
SUMO2/3 im Nukleus (Bhattacharjee et al. 2016; Baczyk et al. 2018). In HeLa-Zellkultur
wurde im Gegensatz dazu keine Veranderung der SUMO2/3-Konjugate nachgewiesen.
Dafur stieg die SUMO1-Expression besonders nach 24h Hypoxie stark an (Kunz et al.
2016).

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den OGD-Ergebnissen bei Kortikalen-Neuronen-
Kulturen. Dort wurde nach OGD und Reoxygenierung ein Anstieg der SUMO2/3-Konjugate
gefunden, aber keine Veranderung in der SUMO1-Expression (Loftus et al. 2009; Datwyler
et al. 2011; Li et al. 2017). Zusatzlich konnte noch bewiesen werden, dass es auch in
hippocampalen Neuronen-Kulturen bei OGD zu einem Anstieg der SUMO2/3-Konjugate
kommt (Cimarosti et al. 2012). Dadurch ist es wahrscheinlich, dass es sich bei dem
SUMOZ2/3-Konjugat-Anstieg um ein Ereignis handelt, das nicht auf eine bestimmte Gehirn-
Region beschrankt ist. Auf der anderen Seite liegen Studien vor, in denen nach OGD und

Reoxygenierung kein Anstieg in den SUMO2/3-Konjugaten feststellen werden konnte (Lee
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et al. 2009). Daraus ergibt sich eine Datenlage fir in-vitro-Experimente, die abhéangig vom
gewahlten Zellsystem und den benutzten Methoden heterogen ist.

Bei MCAO sind die Ergebnisse homogener. Schon nach 10 min Ischamie mit
anschlieRender Reperfusion kommt es zu signifikanten SUMOZ2/3-Konjugat-Anstiegen
(Yang et al. 2008b; Wang et al. 2013). Bei MCAO ohne Reperfusion findet dagegen keine
vermehrte Konjugation von SUMO2/3 statt (Cimarosti et al. 2008).

Der SUMO2/3-Anstieg scheint also in den reactive oxygen species (ROS) begrindet zu
sein, die vor allem bei Reoxygenierung bzw. Reperfusion durch das plotzliche Sauerstoff-
Uberangebot entstehen. Niedrige ROS-Konzentrationen induzieren die Bildung von
Sulfonséure-Gruppen Diese konnen Disulfid-Bindungen mit E1-Enzymen und Ubc9
eingehen und zu einer Inhibition der SUMO-Konjugation und dadurch zu einer schnellen
Reduktion der SUMO2/3-Konjugate fuhren (Bossis und Melchior 2006). Dagegen scheinen
hohe ROS-Konzentrationen eher die SENP1 durch Disulfid-Bindungen zu inhibieren.
Deshalb kommt es zu einer Hemmung der SUMO-Dekonjugation und einem Anstieg der
SUMOZ2/3-Konjugate (Xu et al. 2007).

1.6 Zellkultur

Es existieren verschiedene Mdoglichkeiten, die fur diese Untersuchungen nétigen primaren
Zellkulturen herzustellen. So ist es moglich aus Material verschiedener Hirnregionen z. B.
dem Hippocampus oder dem Kortex Neuronen-Kulturen anzuziehen. Fir die Nutzung von
Hippocampus-Neuronen-Kulturen spricht neben der relativ leichten Praparation auch der
Fakt, dass hippocampale Kulturen seit 20 Jahren etabliert sind. Au3erdem ist die Neuronen-
Population im Hippocampus sehr homogen. So besteht der Hippocampus an Embryonaltag
17 zu 90% aus Pyramidenneuronen. Somit werden Hippocampus-Kulturen im spaten
Embryonalstadium angefertigt, wenn die Generierung der Pyramidenneurone
abgeschlossen ist, aber die Proliferation der Kérnerzellen des Gyrus dentatus erst beginnt.
Andere Protokolle arbeiten mit neonatalen bzw. adulten Hippocampi, weil man bei der
neonatalen Praparation nicht die Mutter euthanasieren muss (Kaech und Banker 2006;
Hermey et al. 2010). Da die Zahl der Muttertiere der SUMOZ2/3-KI-Méause begrenzt war,
wurden in diesem Projekt auch neonatale Tiere zur Kulturanfertigung verwendet. Aus
Griinden der Ubertragbarkeit galt dies sowohl fiir SUMO2/3-Kl-Tiere als auch fir die WT-
Tiere.

Ein Nachteil der Kortex-Neuronen-Kultur ist, dass sie im Vergleich zur Hippocampus-Kultur
eindeutig heterogener ist. Neben Pyramidenneuronen besteht der Kortex aus Kérnerzellen
und mehr Gliazellen als der Hippocampus. Der Vorteil einer kortikalen Kultur liegt darin,

dass man bei der Préaparation des Kortex pro Gehirn mehr Material bzw. Neurone erhélt als
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bei einer Hippocampus-Praparation. Dadurch ist es moglich, Kulturen mit héherer Zelldichte

anzufertigen, was sich langfristig positiv auf das Uberleben der Neurone auswirkt.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es die Korrelation zwischen Zellstress und den SUMOZ2/3-
Konjugaten in einem in-vitro-Modell genauer zu beleuchten. Das langfristige Ziel ist es, ein
Modell zu etablieren, bei dem es zu einem konstanten Anstieg der SUMO2/3-Konjugate in
WT-Kulturen kommt. Dieses Modell soll letztendlich auf SUMO2/3-KI-Kulturen tbertragen
werden. Mithilfe des Modells sollen dann die SUMO-Substrate bei OGD aufgereinigt und
identifiziert werden, um mdogliche pathogene oder protektive Mechanismen von SUMO

aufzudecken.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Tiere

Die verwendeten Mause stammten aus der Zucht am MPI fir experimentelle Medizin. Bei
den Wildtyp-Méausen handelt es sich um C57Black6N-Mause. Die HA-SUMO2-KI-M&use
sind eine Kreuzung aus C57Black6N- und FVB/N-Mausen.

2.2 Gerate

ApoTome
Chemostar ECL & Fluorescence Imager

COz-Inkubator CB150
Filmentwickcler Curix 60
INVIVO, 400

Mini PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis

Cell
Reinluftwerkbank Heraguard™ ECO

Sicherheitswerkbank Herasafe™ KS 18

pH-Meter
Sonoplus HD 2200 Ultraschall-Homogenisator

Spectrafuge Mini
Sterilwerkbanke
Thermomixer compact
X-Cell ™ Blot Module
X-Cell SureLock™ Mini-Cell

2.3 Computerprogramme
AxioVision
Excel

ImageJ

Zeiss GmbH, Jena

INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Géttingen

Binder GmbH, Tuttlingen
Agfa-Gevaert GmbH, Martsel (Belgien)
Biotrace 1.B.U., Bridgend (UK)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold

Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold

Knick, Schitt GmbH, Géttingen
BANDELIN electronic GmbH & Co.KG,
Berlin

Labnet International Inc.

Eppendorf, Hamburg
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Zeiss GmbH, Jena

Microsoft, Seattle (USA)

National Institute of Health, Bethesda
(USA)
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2.4 Verbrauchsmaterialien

24 Well Cell Culture Plate
Amersham Hyperfiim™ ECL

Amersham Protran™ 0,2um NC

Corning® cell strainer 40pm

Deckglaser @ 12mm

Greiner Cellstar® dish @ 60mm

Millex®-GP 33mm Filter Unit

NuPAGE™ 3-8% Tris-Acetate Protein Gels,

1.0 mm, 12-well

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.5 mm,
10-well

Reaktionsgefalie

Superfrost® Plus Objekttrager

Whatman 3MM Chr

2.5 Chemikalien

Amersham ECL™ Western Blotting Detection
Reagents
Ammonium-Persulfat

Aprotinin

Dimethylsulfoxid
Glycine

Leupeptin

N-Ethylmaleimide

Phenylmethylsulfonyl-fluoride (PMSF)

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire (UK)

GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire (UK)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Gerhard Menzel B.V. & Co. KG,
Braunschweig

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Merck Millipore Ltd., Tullagreen (Irland)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Eppendorf, Hamburg

Gerhard Menzel B.V. & Co. KG,
Braunschweig

Whatman International Ltd, Maidstone
(UK)

GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire (UK)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
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Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for
ProtoGel

Nitrocellulose Membranes

TEMED

Trizma® base

Tween® 20

2.6 Chemikalien fur die Zellkultur
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)
B-27™ Plus Supplement (50x)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagles medium)
(D)PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline)
Fetal Bovine Serum (FBS)

GlutaMAX (100x)

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl
-ethansulfonsaure)

Neurobasal™-A Medium

Papain

Penicillin-Streptomycin (10.000U/ml)
Poly-L-Lysin

Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)

2.7 Kits

In situ BrdU-Red DNAF Fragmentation (TUNEL)
Assay Kit
BCA (Bicinchoninsaure)-kit

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Scientific Laboratory Supplies Ltd,
Nottingham

GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire (UK)

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Worthington Biochemical Corporation

Lakewood (USA)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Miinchen

Abcam plc., Cambridge (UK)

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
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2.8 Antikorper
DRP1 Antikorper

HIF-1 alpha Antikorper
SUMO 2/3 Antikorper
HA.11 Antikorper
NeuN Antikorper

Ziege-anti-Maus Antikorper

Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper

2.9 Medien und Lésungen

Cell Signaling Technolog Europe B.V,
Frankfurt am Main

Bio-Techne Ltd, Abington (UK)
Abcam plc., Cambridge (UK)
BioLegend GmbH, Koblenz

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Dusseldorf

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Dusseldorf

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Dusseldorf

(Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die Angaben auf wassrige Losungen, die

unter Verwendung von vollentsalztem Wasser hergestellt wurden).

Laemmli-Puffer (3x)

Lyse-Puffer

Modifiziertes DMEM-Medium

Neurobasal-A-Medium

NUPAGE® MOPS SDS Lauf Puffer (20x)

NUuPAGE® Tris-Acetate SDS Lauf Puffer (20x)

OGD-Medium

OGD-Kontroll-Medium (1x)

6% SDS (10% wi/v), 30% Glycerol,
180mM Tris-HCI (1M pH 6,8), 0,03%
w/v Bromphenolblau

150mM NacCl; 20mM Tris pH 7,6; 1%
Triton-X-100

5ml FBS; 0,5ml Penicillin/
Streptomycin; 50mM GlutaMAX auf
45m| DMEM

1x B27; 50mM GlutaMAX; 0,25ml
Penicillin/ Streptomycin auf 50ml
Neurobasal-A

50mM MOPS; 50mM Trizma® base;
0,1% SDS; 1mM EDTA; pH 7,7
50mM Tricine; 50mM Trizma® base;
0,1% SDS; pH 8,24

(1x)116mM NacCl; 5,4mM KCI; 0,8mM
MgSO4; 1mM NaH:POg4; 26,2mM
NaHCOs3; 1,8mM CaCly; 0,33mM
Glycine; 10mM HEPES

116mM NacCl; 5,4mM KCI; 0,8mM
MgSOs; 1mM NaH.PO.; 26,2mM
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NaHCOz3; 1,8mM CaCl;; 0,33mM
Glycine; 10mM HEPES; 20mM Glukose

Paraformaldehyd (PFA) 4% PFA in 1x PBS; pH 7,4

PBS (1x) 150mM NaCl; 8mM NaHPO4; 3mM
KCI; 2mM KH2POg4; pH 7,4

PBS-T (1x) 150mM NaCl; 8mM NaxHPO4; 3mM
KCI; 2mM KH2POg; pH 7,4; 0,05%
Tween® 20

SDS-PAGE Lauf-Puffer (1x) 384mM Glycin; 50mM Trizma® base;

(far selbst gegossene Gele) 2%SDS

SDS-Probenpuffer (1x) 50mM Tris pH 6,8; 2% SDS; 0,1%
Bromphenolblau; 10% Glycerol;
100mM DTT

Transfer-Puffer (1x) 192mM Glycine; 25mM Trizma® base;

20% Methanol

2.10Hippocampus-Neuronen-Kultur

Die Hippocampus-Neuronen wurden wie zuvor beschrieben prapariert (Bekkers und
Stevens 1991; Rosenmund und Stevens 1996). Die préparierten M&use-Hippocampi
wurden in 500 pl Papain-Losung bei 37 °C fir 45 min inkubiert. Die Papain-Reaktion wurde
durch 15 min Inkubation in STOP-L6sung abgebrochen. Nach Waschen mit 1 ml Medium
fand die Vereinzelung der Neurone durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in 100 pl
Medium statt. Dieser Schritt wurde zweimal durchgefuihrt und der Uberstand in ein
Eppendorf-Gefal? mit 500 pl Neurobasal-A Medium gegeben. Eine Behandlung der
Petrischalen bzw. 24-Loch-Platten (mit Glas-Coverslip) mit Poly-L-Lysin fur 1 h bei 37 °C
stellte das optimale Anwachsen der Kulturen sicher. Die Eppendorf-GeféalRe mit den
vereinzelten Zellen wurden zusammen mit Petri-Schalen/ 24- Loch-Platten zum Institut fur
Physiologie und Biochemie gebracht. Fir den Transfer wurde eine Plastik-Box benutzt, die
vor dem Transport mit 70% Ethanol bespriht und 30 min mit UV-Licht bestrahlt worden war.
Nach der UV-Licht-Behandlung erfolgte die Offnung der Box nur noch unter sterilen
Abzigen. Im physiologischen Institut wurden 5 ml Neurobasal-A-Medium in die Petri-

Schalen gegeben und die 700 ul Zellsuspension gleichmaRig darauf verteilt.
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2.11Kortex-Neuronen-Kultur

Die Kortizes wurden nach ihrer Entnahme zusammen in eine 10 ml HBSS-L&sung
aufgenommen. Nach dreimaligem Waschen mit HBSS wurden 5-10 ml Trypsin-Lésung zur
Zellsuspension gegeben und es wurde bei 37 °C fur 15 min inkubiert. Darauf folgten erneut
vier Waschschritte mit HBSS. Um die Zellen zu vereinzeln, wurde die Suspension mit einer
1 ml Eppendorf-Pipette 20-mal sowie einer Gauge 20 und 24 Kanile jeweils dreimal bzw.
sechsmal auf- und abpipettiert. Nach jeder Vereinzelung der Zellen erfolgte eine Auftragung
des Uberstands auf ein 40 um Zellsieb (Corning® cellstrainer). Mit modifiziertem 37 °C
warmen DMEM-Medium wurde nach jedem Auftragen sowohl das Sieb gewaschen als
auch der Uberstand wieder aufgefiillt. Im Anschluss an das Vereinzeln wurde iiber das Sieb
so viel modifiziertes 37 °C warmes DMEM-Medium gegeben, bis die gewlinschte Menge
erreicht war. Zum Beispiel strebte man bei sechs Kortizes ein Zielvolumen von 30 ml an,
da daraus sechs Petri-Schalen mit jeweils 5 ml Medium bescheidet werden kdnnen. Die
Zellsuspension und die mit Poly-L-Lysin vorbehandelten Petri-Schalen wurden in der
sterilen Plastik-Box zum physiologischen Institut gebracht und dort ausplattiert. Am
darauffolgenden Tag wurde das DMEM-Medium abgesaugt und nach zwei Waschschritten
gegen Neurobasal-A-Medium ausgetauscht. Bei gleichzeitiger Kultivierung von
Hippocampus- und Kortex-Neuronen-Kulturen erfolgte die Behandlung der hippocampalen

Kulturen nach dem Schema der Kortex-Neuronen-Kultur.

2.12Hypoxie

An TIV 14 fand der Transfer der Kulturen in die Hypoxie-Kammer statt. Dort wurden sie
unterschiedlich lange bei 1% O inkubiert. Fir einige der Kulturen erfolgte nach der Hypoxie
noch eine Reoxygenierung. Dafiir wurden die Kulturen fiir 1 h in einem Inkubator bei 37 °C
Normoxie inkubiert. Nach der Inkubation folgte die Lyse der Zellen in der Hypoxie-Kammer
bzw. unter dem normoxischen Abzug. Kontroll-Kulturen wurden ebenfalls an TIV 14 lysiert.
Um zu Uberpriufen, ob die Hypoxie erfolgreich war, wurden neben den SUMO2/3-Western
Blots auch Western Blots fur HIF1a angefertigt. HIF1a ist das kritische Protein fur die
Zellantwort auf hypoxische Umwelteinflisse. Unter physiologischen Bedingungen wird
HIF1a von Sauerstoff-abhéngig hydroxyliert. Diese Markierung fihrt dazu, dass HIF1a
mithilfe des Von-Hippel-Lindau-Proteins ubiquitiniert wird. Die Ubiquitinierung fuhrt dann
letztendlich zum Abbau im Proteasom. Unter hypoxischen Bedingungen kommt es aber
durch die Sauerstoff-Abnahme zu einer Aktivitdtsreduktion der Sauerstoff-sensitiven
Hydroxylasen. Dadurch wird HIF1a weniger hydroxyliert und subsequent auch weniger
ubiquitiniert und abgebaut. Die Stabilisierung von HIF1a ermdéglicht dessen Translokation

in den Nukleus und die Induktion verschiedener Gene, die essentiell flr die Adaption an
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hypoxische Bedingungen sind (Nguyen et al. 2013). HIF1a ist deshalb unter
physiologischen Bedingungen in der Zelle kaum nachweisbar. Bei Hypoxie steigt die
Konzentration jedoch messbar an. Das macht HIF1a zu einem optimalen Kontroll-Faktor

fur Experimente unter hypoxischen Rahmenbedingungen.

2.130xygen glucose deprivation (OGD)

Oxygen glucose deprivation ist die gangigste Methode, um Ischamie in vitro zu simulieren.
Um die OGD zu induzieren, wurde ein Salzpuffer ohne Glucose auf die Zellen gegeben.
Das Medium der Kulturen, die im Anschluss an die OGD noch reoxygeniert werden sollten,
wurde im Inkubator bei 37 °C aufbewahrt. Nach zwei Waschschritten mit dem OGD-Medium
folgte der Transfer der Kulturen in die Hypoxie-Kammer. Dort wurde der Waschpuffer
abgesaugt und durch in der Kammer Uber Nacht aquilibriertes OGD-Medium ersetzt. Das
Gasgemisch in der Hypoxie-Kammer bestand zu 5% aus CO2, zu 94% aus N und, wenn
nicht anders aufgefiihrt, zu 1% O,. Die Kontroll-Kulturen wurden zweimal mit Kontroll-OGD-
Medium (mit 20 mM Glukose) gewaschen und anschlie3end in OGD-Kontroll-Medium bei
37 °C bis zur Lyse inkubiert (Bruer et al. 1997).

Um zu uberprifen, ob die OGD erfolgreich abgelaufen ist, wurde Dynamin-related protein
1 (DRP1) als Kontrollprotein eingesetzt. DRP1 eignet sich sehr gut als Kontrollprotein, weil
auf dem Western Blot das DRP1-Level im Vergleich zu normoxischen Verhaltnissen sowohl
bei OGD als auch bei Reoxygenierung abnimmt (Wappler et al. 2013).

DRP1 spielt bei der mitochondrialen Spaltung eine entscheidende Rolle. Es befindet sich
zum grol3ten Teil im Zytoplasma, kann aber spezifisch an die aul3ere Mitochondrien-
membran rekrutiert werden. Dort formt es durch Oligomerisierung einen Spaltungs-
Komplex, der GTP-abhéngig eine Konstriktion der mitochondrialen Membran ausldst. Im
Anschluss wird der Spaltungskomplex aufgeldst und DRP1 kehrt ins Zytoplasma zurtick
(Otera et al. 2013). Mitochondrien sind sehr dynamische Zellorganellen, die standig einen
Zyklus aus Fusion und Spaltung durchlaufen. Fir die Zellhomdostase ist es wichtig, dass

Fusion und Spaltung im Gleichgewicht liegen (Anderson und Blackstone 2013).

2.14Zell-Lyse

Die Zell-Lyse wurde wie zuvor bereits beschrieben durchgefiihrt (Daniel et al. 2017). Zu
1 ml Lyse-Puffer wurden jeweils die Protease-Inhibitoren PMSF (0,1 mmol/l), Leupeptin
(0,001 mmol/l) und Aprotinin (0,015 mmol/l) zugefigt. Zusatzlich wurden unmittelbar vor
der Lyse-Puffer-Applikation auf die Neuronen-Kultur 20 pl einer 1M N-Ethyl-
Maleimid(NEM)-LOsung zum Lyse-Puffer addiert. NEM ist ein Cystein-Proteasen-Hemmer,

der zusammen mit den anderen Protease-Hemmern verhindern soll, dass nach der Zell-
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Lyse SUMOZ2/3 dekonjugiert wird. Nach dem Absaugen des Mediums folgte ein
Waschschritt mit PBS. Danach wurde die Kultur mit 200 ul Lyse-Puffer + NEM behandelt.
Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefalR gegeben. Am Max-Planck-Institut
erfolgte die Behandlung der Zell-Lysate mit Ultraschall, um Desoxyribonukleinsaure(DNS)-
Netze aufzulésen. AnschlieBend wurden die Lysate in fllissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.15Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den einzelnen Proben erfolgte mithilfe des
BCA-Kit der Firma Pierce. Zu 200 ul BCA-Reagenz wurden 4 oder 8 ul Probe in eine 96-
Loch-Platte pipettiert. Fir den Proteinstandard wurden 0-12 yl BSA (1g/l) zum BCA-
Reagenz pipettiert. Nach 15-minltiger Inkubation bei 60 °C erfolgte die Analyse der Platte
im Thermomax microplate reader bei 570 nm. Anhand der Eichgeraden des
Proteinstandards konnte die Konzentration der einzelnen Proben ermittelt werden (Pierce™
BCA Protein Assay Kit).

2.16 Western Blot

Zur GrofRenauftrennung der Lysat-Proteine erfolgte eine denaturierte, diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Towbin et al. 1979). Die Proben wurden so
vorbereitet, dass sie mindestens 10 ug Protein und Laemmli-Puffer in einfacher
Konzentration enthielten. Zur Auftrennung von HIF1a und DRP1 wurden selbst gegossene
Gele verwendet. Dagegen wurden fur die Auftrennung von SUMO2/3 bzw. SUMO2/3-tag
vorgefertigte NUPAGE ™-Gele bevorzugt. Die selbstgegossenen Gele liefen bei 25 mA pro
Gel und nicht mehr als 200 V fir etwa eine Stunde. Die NUPAGE™-Gele wurden nach
Herstellerangaben behandelt. Im Anschluss folgte der Transfer der Proteine mittels Elektro-
Blot in einer Tankblotkammer bei 80 mA und nicht mehr als 200 V fur 16 Stunden auf einer
Nitrocellulose-Membran.

Fur quantitative Analysen wurde die Membran mit Pierce memcode gefarbt. Die gefarbte
Membran wurde mit einem EPSON-Scanner eingescannt und das Bild wurde auf dem PC
mit ImageJ ausgewertet. Um die gemessenen Banden zu quantifizieren, wurde der Quotient
aus der Signalintensitéat fur z. B. SUMOZ2/3 durch die Intensitat aus der memcode-Farbung
gebildet. AnschlieRend wurde der Quotient von einer Kontrolle (z. B. Normoxie 1) gleich
eins bzw. gleich 100% gesetzt und die Quotienten der restlichen Proben wurden ins
Verhaltnis zu diesem Kontrollwert gesetzt. Somit stellten sich die restlichen Werte als
prozentuale Darstellung um den Kontrollwert dar. Um die memcode-Farbung zu entfernen,

wurde der Pierce stain eraser benutzt. Die Blockierung der Membran erfolgte mit einer 5%-
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Instant-Magermilchpulver-Lésung (in PBS-T (PBS + 0,1%Tween)) fur 45 min bei
Raumtemperatur.

Die Auswahl des Priméar-Antikérpers hing von der jeweiligen Fragestellung ab. Der Priméar-
Antikérper wurde im entsprechenden Verhéltnis (z. B. 1:2000) in 5%-Milch gel6st und die
Membran wurde in 15 ml Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nach mehrmaligem Waschen in 5%-Magermilchpulver-Lésung wurde die Membran eine
Stunde mit Sekundar-Antikdrper inkubiert. Der Sekundar-Antikdrper wurde entsprechend
des Primar-Antikdrpers ausgewahlt. Zum Beispiel war der Sekund&r-Antikorper fur
SUMOZ2/3-Farbung ein Anti-Maus-Antikérper von der Ziege, wahrend es sich beim
Sekundar-Antikérper fur HIF1a um einen Anti-Kaninchen-Antikorper von der Ziege
handelte. Nach erneutem Waschen in 5%-Milch, PBS-T und PBS wurden die zwei
Komponenten des Enhanced Chemiluminesence (ECL) Kits im 1:1 Verhdltnis auf die
Membran gegeben. Nach einer Minute Inkubation konnten die Membranen zur Detektion
der Chemilumineszenz in das INTAS-System oder auf einen Amersham Hyperfilm
transferiert werden. Der Sekundar-Antikorper war mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase
(HRP) konjugiert. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation von Luminol (einem Bestandteil
des ECL-KIits). In der oxidierten Form emittiert Luminol Licht, welches vom INTAS-System
bzw. vom Hyperfilm detektiert werden kann.

Die bei den jeweiligen Methoden entstandenen Bilder wurden mit ImageJ ausgewertet.

2.17 Statistische Auswertung

Auf den entstandenen Bildern wurden die Intensitaten der fir das jeweilige Protein
relevanten Banden mit ImageJ quantifiziert. Ebenfalls erfolgte fur die jeweiligen Proben eine
Quantifizierung der Farbintensitat, bei den mit memcode gefarbten Bildern. Der Wert fir die
Intensitat der Protein-Bande wurde dann durch den Wert der korrespondierenden
memcode-Intensitat dividiert. Dadurch kann die Intensitat der Protein-Bande ins Verhaltnis
zur Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Probe gesetzt werden. Die dabei
produzierten Werte wurden gegen einen Normoxie-Wert aus der jeweiligen Testreihe
normalisiert. Aus den normalisierten Werten erfolgte die Berechnung der Mittelwerte und
Standardabweichungen. Bei mehreren Experimenten einer Versuchsreihe wurden aus den
Mittelwerten der einzelnen Experimente ein Mittelwert der Versuchsreihe, sowie eine
Standardabweichung der Versuchsreihe bestimmt. Die Signifikanz konnte dann aus den

Mittelwerten und Standardabweichungen der Versuchsreihe ermittelt werden.
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2.18Zell-Tod-Nachweis

Mit der Bestimmung der Mortalitat in den Neuronen-Kulturen wurde untersucht, ob
Veranderungen im SUMO2/3-Expressionsverhalten auf eine Anderung in der SUMO2/3-
Aktivitdt oder auf eine verminderte Zellzahl zuriickzufihren sind. Daftr wurde das ,In situ
BrdU-Red Fragmentation (TUNEL) Assay Kit“ von abcam benutzt. Dieses Kit verwendet die
Terminale Desoxynukleodityl-Transferase (TdT). Diese kann freie 3’OH-Enden der DNS
ohne Matrize verlangern. Bei absterbenden bzw. apoptotischen Zellen liegen durch die
Fragmentierung der DNS mehr freie DNS-Enden vor, so dass die TdT mehr Enden
verlangern kann. Neben den normalen Nukleotiden enthalt das Kit noch Br-dUTP, welches
von der TdT an die freien DNS enden angebaut wird. Dieses Br-dUTP lasst sich von dem
ebenfalls enthaltenem BrdU-Red-Antikérper detektieren. Dieser ist mit einem roten
Fluorochrom markiert, welches mit Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert werden kann. Je
mehr Fluoreszenz detektiert werden kann, desto mehr freie DNS-Enden liegen vor in die
Br-dUTP eingebaut werden kann und desto mehr Zellen befinden sich in Apoptose.

Das verwendete Protokoll war angelehnt an das Protokoll von abcam, da das Protokoll von
abcam sich auf Gewebe-Schnitte bezieht und nicht auf Coverslips, beschichtet mit
dissoziierten Zellen.

Die Neuronen wurden wie oben beschrieben in 24-Loch-Platten auf Coverslips kultiviert.
Nach 14 Tagen im Inkubator wurden die Kulturen unterschiedlich lange Hypoxie und OGD
ausgesetzt.

Zur Fixierung wurde 4%-Paraformaldehyd verwendet. Danach konnten die Zellen durch
0,25% Triton® X-100 permeabilisiert werden. Nach drei Waschschritten erfolgte die
Inkubation der Coverslips mit DNS-Labeling-Solution fiir eine Stunde bei 37 °C.

Komponente 1 Test (ul)
TdT Reaktionspuffer 10

TdT Enzym 0,75
Br-duTP 8

ddH>O 34,25
Gesamtvolumen 53

Tabelle 1: DNS-Labeling-Solution Pipettier-Schema

Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Coverslips mit 100 pul Antikdrper-Losung fur

1 h im Dunkeln inkubiert.
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Komponente 1 Test (ul)
Anti-BrdU-Red Antikérper 5
Waschpuffer 95

DAPI 0,5

Tabelle 2: Antikbrper-Losung Pipettier-Schema

Nach erneutem Waschen wurden die Coverslips auf Glas-Objekttragern mit mounting-
medium gegeben. AbschlieBend konnten die mithilfe des ApoTome generierten Bilder in
ImageJ ausgezahlt werden (TUNEL Assay Kit (ab66110) | Abcam).
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3 Ergebnisse

3.1 Hypoxie fuhrt in Hippocampus-Neuronen-Kulturen zu einer
Verminderung der SUMO2/3-Konjugate

In der ersten Versuchsreihe erfolgte eine Exposition der Hippocampus-Neuronen-Kulturen
gegen 4 h und 24 h Hypoxie (1% O;). Als Kontrolle dienten Hippocampus-Neuronen-
Kulturen, die am selben Tag kultiviert und ohne hypoxische Exposition lysiert wurden. Bei
den SUMO2/3-Western Blots wird der hochmolekulare Schmier ab 130 kDa analysiert. Dort
laufen die SUMO2/3-Konjugate. Anhand der Intensitat dieses Schmiers kann ausgewertet
werden, ob die SUMOZ2/3-Konjugation steigt oder sinkt im Verhdltnis zur Kontrolle. Die
Auswertung der Western Blots (siehe Abb. 1) zeigte, dass nach 4 h Hypoxie die Intensitét
der SUMOZ2/3-Konjugat-Banden fast auf dem gleichen Level wie bei der Kontrolle waren
(4 h Hypoxie 1,24+0,43; Kontrolle 1,27+0,51). Im Gegensatz dazu war die Intensitat der
SUMO2/3-Konjugat-Banden nach 24 h Hypoxie mit 0,33+0,07 signifikant vermindert (siehe
Abb. 3).

Um beweisen zu kbénnen, dass die Hypoxie funktioniert hat, wurde fiir jede Kultur ein
Western Blot gegen HIF1a durchgefuhrt. Wie in der Einleitung bereits beschrieben, steigt
HIF1a spezifisch an, wenn die Zelle hypoxischen Bedingungen ausgesetzt wird. Die HIF1a-
Intensitat betrug bei Normoxie 1,01+0,29. Wie erwartet, stieg nach 4 h Hypoxie die
Intensitat der HIF1a-Bande auf 4,43+2,37 an und nach 24 h Hypoxie betrug sie 3,12+2,38
(siehe Abb. 3). Dieser signifikante Anstieg der HIF1a-Intensitét legt nahe, dass sich die

verwendete Methode sehr gut eignet, um Zellen der Hypoxie auszusetzen.
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Abbildung 1: Western Blots zu Normoxie, 4 h Hypoxie und 24 h Hypoxie (1% Oz)

Kultur vom 31.1.2018. Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fir 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll- bzw. Normoxie-, 4 h und 24 h Hypoxie-Kulturen. Der fur SUMO2/3
typische hochmolekulare Schmier (Giber 130 kDa) ist sichtbar. In dieser Fraktion laufen die mit SUMO2/3
konjugierten Proteine. SUMO2/3 selbst lauft bei etwa 16 kDa und ist hier nicht abgebildet. Zwischen 4 h
Hypoxie und Normoxie ist optisch kaum ein Unterschied in der Intensitat der Banden feststellbar, wéhrend
nach 24 h Hypoxie fast keine SUMO2/3-konjugierten Proteine im Western Blot zu finden sind. Expositionszeit
des ECL-Hyperfilms war 40 min.

B: memcode des in A abgebildeten SUMO2/3-Blots.

C: HIF1a-Blot; Es wird deutlich, dass die Intensitét der HIF1a-Bande nach 4 h Hypoxie deutlich ansteigt und
nach 24 h Hypoxie immer noch erhéht ist. Expositionszeit des ECL-Hyperfilms betrug 5 min.

D: Die zum HIF1a-Blot zugehdrige memcode-Farbung.

In der vorhandenen Literatur wird von teilweise massiven SUMO2/3-Konjugat-Anstiegen
nach MCAO (middle cerebral artery occlusion) berichtet (Cimarosti et al. 2008; Yang et al.
2008b; Wang et al. 2013). In diesem Experiment war die Intensitat der SUMO2/3-Konjugat-
Banden nach Hypoxie gleich oder signifikant verringert. Daraus ergab sich die Frage, ob
der Anstieg der Konjugate mdglicherweise bei einer Hypoxie-Exposition von weniger als 4h
zu finden ist, sodass das Maximum der SUMOZ2/3-Expression nach 4h schon Uberschritten
war.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Testreihe mit kultivierten Hippocampus-Neuronen,
die 1 h und 2 h Hypoxie (1% O>) durchgefuhrt. Die Kontrollen durch Normoxie und HIF1a-
Blots wurden dabei analog zum vorigen Experiment durchgefuhrt.

Durch die Blots (siehe Abb. 2) zeigt sich deutlich, dass auch nach 1 h oder 2 h Hypoxie
keine signifikante Anderung der SUMO2/3-Konjugate auftritt. Auffallig war die starkere
Streuung der Werte nach 1 h Hypoxie mit 0,87+£0,58 und 2 h Hypoxie mit 0,95+0,6 im
Vergleich zur Normoxie- Kontrolle mit 0,99+0,1 (siehe Abb. 3). Allerdings war die
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Standardabweichung in der ersten Versuchsreihe mit 0,43 und 0,51 bei 4 h Hypoxie bzw.
Normoxie in einem vergleichbaren Bereich. Die Western Blots (siehe Abb. 2) fur HIF1a
zeigten fur 1 h Hypoxie wie auch fir 2 h Hypoxie einen signifikanten Anstieg der
spezifischen Bande (Normoxie 1,26+0,22; 1 h Hypoxie 4,64+1,15; 2 h Hypoxie 12,26+8,95,
siehe Abb. 3).
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Abbildung 2: Western Blots zu Normoxie, 1 h Hypoxie und 2 h Hypoxie (1% O2)

Kultur vom 27.3.2018. Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fir 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll- bzw. Normoxie-, 1 h und 2 h Hypoxie-Kulturen. Zwischen den
unterschiedlichen Konditionen lasst sich bei Betrachtung der SUMO2/3-Konjugate mit dem Auge kaum ein
Unterschied feststellen. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager war 40 min.

B: memcode des in A abgebildeten SUMO2/3-Blots.

C: HIF1a-Blot; Es wird deutlich, dass die Intensitét der HIF 1a-Bande nach 1 h und 2 h Hypoxie im Vergleich
zu den normoxischen Kulturen erhéht ist. Expositionszeit des ECL-Hyperfilms betrug 10 min.

D: Die zum HIF1a-Blot zugehdrige memcode-Farbung.
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SUMO2/3-Konjugate HIF1a Expression HIF 1a Expression
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Abbildung 3: Quantitative Auswertung der Western Blots von HIF1a und SUMO2/3 fiir Normoxie, 1 h,
2 h, 4 hund 24 h Hypoxie

Quantifizierung der Western-Blot-Banden mit ImageJ. Normalisierung der Banden gegen memcode und
gegen eine Kontroll-Probe. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

A: Graphische Darstellung der quantifizierten SUMO2/3-Konjugat-Banden. Es wird deutlich, dass der
Unterschied zwischen Normoxie und 1 h, 2 h, 4 h Hypoxie nur minimal ist. Nach 24 h Hypoxie kommt es zu
einer signifikanten Reduktion des SUMO2/3-Konjugat-Signals im Vergleich zu Normoxie (p=0,0178).

B/C: Graphische Darstellung der quantifizierten HIF 1a-Banden. Man sieht deutlich, dass die HIF1a-
Expression bis 2 h Hypoxie ansteigt und danach etwas absinkt, aber weiterhin im Vergleich zu Normoxie
signifikant erhoht ist (1 h Hypoxie p=0,0001; 2 h Hypoxie p=0,0186; 4 h Hypoxie p=0,0010; 24 h Hypoxie
p=0,0335). Die Graphiken fir 1 h, 2 h Hypoxie und 4 h, 24 h Hypoxie sind nicht zusammengefasst, weil die
jeweiligen Blots unterschiedlich lange auf den ECL-Hyperfilmen exponiert wurden.

Normoxie N=6; 1 h Hypoxie N=3; 2 h Hypoxie N=3; 4 h Hypoxie N=2; 24 h Hypoxie N=3

Aus diesen Ergebnissen konnte man schliel3en, dass nach 1 h, 2 h und 4 h Hypoxie die
Intensitaten der SUMO2/3-Konjugat-Banden ungefahr auf demselben Level wie bei
Normoxie waren. AulRerdem fiihrte eine lange Exposition gegen Hypoxie (24 h) zu einem
fast kompletten Verschwinden der SUMOZ2/3-Konjugate. Daraus ergab sich die
Fragestellung, welche weiteren Methoden es gibt, um den Zellstress zu erhéhen und einen
Anstieg der SUMO2/3-Konjugate zu produzieren. Als nachster Schritt erfolgte deshalb die

Reoxygenierung der Zellen im Anschluss an die Hypoxie.

3.2 1 h Reoxygenierung fuhrt zu keiner Veranderung der
SUMO2/3-Konjugate im Vergleich zur reinen Hypoxie

Fir das Experiment wurden Hippocampus-Neuronen-Kulturen angefertigt und an TIV 14

4h oder 24h lang der Hypoxie ausgesetzt. Im Anschluss daran erfolgte die

Reoxygenierung der Kulturen im normoxischen Inkubator fur eine Stunde. Die Frage

bestand darin, ob 1 h Reoxygenierung nach 24 h Hypoxie die SUMO2/3-Konjugat-Intensitéat

im Vergleich zu 24 h Hypoxie ohne Reoxygenierung verandert und ob 1 h Reoxygenierung
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nach 4 h Hypoxie zu einem Anstieg der SUMO2/3-Konjugat-Intensitat fihrt im Vergleich zur
Kontrolle.

Die Western Blots fur 24 h Hypoxie mit 1 h Reoxygenierung (siehe Abb. 4) zeigten, dass
sich die Intensitdit der SUMOZ2/3-Konjugate im Vergleich zu 24 h Hypoxie ohne
Reoxygenierung kaum anderten. Die Intensitat der Banden bei 24 h Hypoxie + 1h
Reoxygenierung lag bei 0,26+0,11 und die Intensitdt der Banden von 24 h Hypoxie ohne
Reoxygenierung bei 0,33+0,07 (siehe Abb. 6).

. =2 | sumoz3
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—
130 130
100 100
70 70 B
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Normoxie 24h Hypoxie + Normoxie 24h Hypoxia +
1h Reoxygenierung 1h Reoxygenierung

Abbildung 4: Western Blot zu Normoxie und 24 h Hypoxie (1% O2) mit anschlieend 1 h
Reoxygenierung

Kultur vom 9.5.18. Die Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie bzw. Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 24 h Hypoxie und 1 h
Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Die Abnahme in der Intensitat der SUMO2/3-Konjugate wird mit dem
Auge ersichtlich. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMOZ2/3-Blot zugehdériger memcode.

Die SUMO2/3-Konjugat-Intensitaten nach 4 h Hypoxie und 1h Reoxygenierung
unterschieden sich ebenfalls nicht wesentlich von den Intensitaten der Kontroll-Kulturen
(siehe Abb. 5). Nach der Quantifizierung ergab sich fur die SUMOZ2/3-Konjugat-Banden
nach 4 h Hypoxie und 1 h Reoxygenierung 0,83+0,02. Die Werte bei der Normoxie-Kultur
lagen bei 0,98+0,02 (siehe Abb. 6).
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Abbildung 5: Western Blot zu Normoxie und 4 h Hypoxie (1% O2) mit anschlieBend 1 h
Reoxygenierung

Kultur vom 24.5.18. Die Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie bzw. Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 4 h Hypoxie und 1 h
Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Es ist keine Anderung der SUMO2/3-Konjugat-Intensitaten zwischen den
zwei Konditionen erkennbar. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3-Blot zugehoériger memcode.
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Abbildung 6: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMO2/3 flir Normoxie 4 h und 24 h
Hypoxie mit anschlieRend 1 h Reoxygenierung

Quantifizierung der Western-Blot-Banden mit ImageJ. Normalisierung der Banden gegen memcode und
gegen eine Kontroll-Probe. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

A: Graphische Darstellung der quantifizierten SUMO2/3-Konjugat-Banden fur 24 h Hypoxie und 1 h
Reoxygenierung. Die Graphik zeigt, dass auch nach 24 h Hypoxie mit 1 h Reoxygenierung eine signifikante
Abnahme in der Intensitat der SUMO2/3-Konjugate im Vergleich zu Normoxie besteht (p=0,0009).

B: Graphische Darstellung der quantifizierten SUMO2/3-Banden fur 4 h Hypoxie und 1 h Reoxygenierung.
Anhand der Graphik lasst sich feststellen, dass eine Verminderung der SUMO2/3-Konjugat-Intensitat nach 4 h
Hypoxie und 1 h Reoxygenierung vorliegt. Allerdings handelte es sich bei dem Versuch um ein Pilot-
Experiment. Deshalb ist N=1 und es kann kein endgtiltiges Ergebnis abgeleitet werden.

A: Normoxie N=3; 24 h Hypoxie + 1 h Reoxygenierung N=3; B: Normoxie N=1; 4 h Hypoxie + 1 h
Reoxygenierung N=1.

Aus den vorliegenden Daten zeigt sich, dass Reoxygenierung nach Hypoxie im Vergleich
zu Hypoxie ohne Reoxygenierung zu keiner Veranderung der SUMO2/3-Konjugate fuhrt.
Die einmalige Exposition der Kulturen gegen 4 h Hypoxie und 1 h Reoxygenierung war ein
Pilot-Versuch, um festzustellen, ob Reoxygenierung nach Hypoxie nicht moglicherweise
doch zu einem Anstieg der SUMO2/3-Konjugate fuhrt. Da die Ergebnisse allerdings zeigten,
dass sich die SUMOZ2/3-Konjugat-Intensitdten zwischen 4h Hypoxie mit 1h
Reoxygenierung und der Kontrolle nicht wesentlich unterschieden, wurde das Stress-
Paradigma fur die Neurone erneut geandert.

Fir die nachfolgenden Experimente wurde statt Hypoxie die oxygen glucose deprivation
(OGD) durchgefiihrt. OGD ist das beste verfiigbare in-vitro-Modell zur Simulation von

Ischamie.
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3.3 OGD fuhrt zu einem Abfall der SUMOZ2/3-Konjugat-Level in
Hippocampus-Neuronen-Kulturen
Bei den ersten Experimenten mit OGD wurden die Kulturen 4 h lang in der Hypoxie-
Kammer in Glukose-freiem Medium inkubiert. Ein Teil der Kulturen wurde direkt danach
lysiert, wahrend der andere Teil noch eine Stunde reoxygeniert wurde. Somit waren die
Zeiten identisch zu den Hypoxie Experimenten mit 4 h Hypoxie und 1 h Reoxygenierung.
Diese Zeiteinheiten wurden so gewahlt, weil nach 4 h Hypoxie bzw. 4 h Hypoxie und 1 h
Reoxygenierung von allen Hypoxie Experimenten die hdchsten Intensitdten der SUMO2/3-
Konjugat-Banden gemessen werden konnten. Deshalb wurde im Vorfeld erwartet, dass die
Intensitaten der SUMO2/3-Konjugat-Banden mindestens auf dem Niveau der Hypoxie-
Kulturen waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich ein signifikanter Abfall in den SUMO2/3-
Konjugat-Banden (siehe Abb. 7). Die normoxischen Kontroll-Banden besalBen im
Durchschnitt eine Intensitat von 0,89+0,12, wahrend nach 4 h OGD die Intensitat auf
0,27%0,12 fiel und nach einer Stunde Reoxygenierung bei 0,29£0,12 stagnierte (siehe Abb.
8).
Im Vergleich mit den Hypoxie Kulturen (4 h Hypoxie 1,24+0,43; 4 h Hypoxie + 1 h Reoxy-
genierung 0,83+0,02) wurde deutlich, dass die SUMO2/3-Konjugat-Intensitat anscheinend
durch OGD verringert wird und durch Hypoxie ungefahr auf Normoxie-Niveau bleibt.
Als Nachweis der OGD wurden Western Blots fur DRP1 angefertigt (siehe Abb. 7). DRP1
ist ein Molekll, das im Zusammenhang mit Mitochondrien-Fragmentierung steht und
dessen Konzentration in der Zelle bei OGD-Exposition abnimmt. Wie erwartet nahm das
DRP1-Level unter 4 h OGD (0,54+0,20) ab. Unter 4 h OGD und 1 h Reoxygenierung war
das DRP1-Level noch weiter auf 0,25+0,22 verringert. Das DRP1-Level bei den
normoxischen Kontroll-Kulturen lag bei 0,93+0,28 (siehe Abb. 8). Aus diesen Daten liel3

sich ableiten, dass die OGD scheinbar funktioniert hat.
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Abbildung 7: Western Blot zu Normoxie und 4 h OGD (1% O2) mit oder ohne anschliel3end 1 h
Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Kultur vom 13.6.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt. Die
DRP1-Proben wurden im SDS-Probenpuffer fir 5 min bei 95 °C erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie bzw. Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 4 h OGD oder 4 h OGD
und 1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Es ist eine eindeutige Abnahme der SUMO2/3-Konjugat-
Intensitéaten zwischen der Kontrolle und 4 h OGD bzw. 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung erkennbar.
Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3-Blot zugehdriger memcode.

C: Zum oberen Western Blot gehoriger DRP1-Blot. Besonders bei 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung wird die
DRP1-Abnahme deutlich.

D: Zum DRP1-Blot zugehdriger memcode
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Abbildung 8: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMO2/3 fiir Normoxie und 4 h OGD mit
oder ohne anschlielend 1 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Quantifizierung der Western-Blot-Banden mit ImageJ. Normalisierung der Banden gegen memcode und
gegen eine Kontroll-Probe. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

A: Graphische Darstellung der quantifizierten SUMO2/3-Konjugat-Banden fir 4 h OGD und 4 h OGD + 1 h
Reoxygenierung. Die Graphik zeigt, dass durch 4 h OGD die Intensitat der SUMO2/3-Konjugat-Banden im
Vergleich zu Normoxie signifikant abnimmt (p<0,0001). Nach Reoxygenierung kommt es zu einem leichten
Anstieg der Konjugate im Vergleich zu 4 h OGD, welcher allerdings keine statistische Signifikanz hat
(p=0,784). Im Vergleich zur Normoxie ist die Intensitat der SUMO2/3-Konjugat-Banden nach 4 h OGD und 1 h
Reoxygenierung ebenfalls signifikant reduziert (p<0,0001).

B: Graphische Darstellung der quantifizierten DRP1-Banden fiir 4 h OGD und 4 h OGD + 1 h
Reoxygenierung. Es zeigt sich die erwartete signifikante Abnahme der DRP1-Intensitaten nach 4 h OGD
(p=0,0255). Nach 4 h OGD und 1 h Reoxygenierung ist die DRP1-Intensitat im Vergleich zur Normoxie noch
weiter vermindert (p=0,0206).

Kontrolle N=5; 4 h OGD N=5; 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung N=5.

3.4 SUMOZ2/3-Konjugate verhalten sich in Kortex-Neuronen-
Kulturen fast identisch zu den Hippocampus-Neuronen-
Kulturen

Bisher wurden alle Experimente mit Hippocampus-Neuronen-Kulturen durchgefuhrt. Da die

meisten anderen Forschungsgruppen den SUMOZ2/3-Anstieg in Kortex-Kulturen

nachweisen konnten, bestand der nachste Schritt darin, ebenfalls Versuche an Kortex-

Kulturen durchzufihren. Zum einen wurden Kortex-Neuronen-Kulturen 4 h OGD und 1 h

Reoxygenierung ausgesetzt, um diese mit den Hippocampus-Neuronen-Kulturen

vergleichen zu kénnen. In einer weiteren Versuchsreihe wurden von Mausen sowohl Kortex

als auch Hippocampus entnommen, in unterschiedlichen Kulturen angeziichtet und am

selben Tag OGD mit oder ohne Reoxygenierung ausgesetzt und lysiert. Da Material von
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den gleichen Mausen am selben Tag verwendet wurde, besteht bei dieser Versuchsreihe
ein optimaler Vergleich zwischen Hippocampus- und Kortex-Neuronen-Kulturen.

Auch bei Kortex-Neuronen-Kulturen fuhrten 4 h OGD mit oder ohne Reoxygenierung zu
einer signifikanten Reduktion der SUMOZ2/3-Konjugat-Level (siehe Abb. 9). Die
quantifizierten Werte der entsprechenden Banden waren dabei fir die normoxische
Kontrolle 0,92+0,01, nach 4 h OGD fiel die Intensitat auf 0,65+0,06 und nach
Reoxygenierung stagnierte die Intensitat auf einem Level von 0,72+0,05 (siehe Abb. 10).
Es zeigte sich, dass das Verhalten der SUMO2/3-Konjugate in der Kortex-Neuronen-Kultur
ahnlich dem in der Hippocampus-Neuronen-Kultur ist (Kontrolle: 0,89+0,12; 4 h OGD:
0,27+0,12; 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung: 0,29+0,12). Allerdings sanken die SUMO2/3-
Konjugat-Intensitaten der Hippocampus-Neuronen-Kultur deutlich starker ab als bei der
Kortex-Neuronen-Kultur. Das DRP1-Signal der entsprechenden Kulturen war zu schwach,

um es sinnvoll quantifizieren zu kdnnen.
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Abbildung 9: Western Blot zu Normoxie und 4 h OGD (1% Oz) mit oder ohne anschlieend 1 h
Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen

Kultur vom 21.8.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie bzw. Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 4 h OGD oder 4 h OGD
und 1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Es ist ein eine diskrete Abnahme der SUMO2/3-Konjugat-
Intensitaten zwischen der Kontrolle und 4 h OGD bzw. 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung erkennbar.
Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3-Blot zugehdériger memcode.
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Abbildung 10: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMO2/3 fir Normoxie und 4 h OGD
mit oder ohne anschlieend 1 h Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen

Quantifizierung der Western-Blot-Banden mit ImageJ. Normalisierung der Banden gegen memcode und
gegen eine Kontroll-Probe. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

Graphische Darstellung der quantifizierten SUMO2/3-Konjugat-Banden fir 4 h OGD und 4 h OGD + 1 h
Reoxygenierung. Die Graphik zeigt, dass durch 4 h OGD die Intensitat der SUMO2/3-Konjugat-Banden im
Vergleich zu Normoxie signifikant abnimmt (p=0,0033). Nach Reoxygenierung kommt es zu einem leichten
Anstieg der Konjugate, welcher allerdings keine statistische Signifikanz hat (p=0,2383). Im Vergleich zur
Normoxie ist die Intensitdt der SUMO2/3-Konjugat-Banden nach 4 h OGD und 1 h Reoxygenierung ebenfalls
signifikant reduziert (p=0,0043).

Kontrolle N=3; 4 h OGD N=3; 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung N=3.

In der zweiten Versuchsreihe wurden Kulturen aus Hippocampi und Kortizes derselben
Mause angefertigt. Die Kulturen wurden am TIV 14 45 min OGD bei 0,3% O, und 3 h
Reoxygenierung ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigten fur beide Kulturen einen leichten, nicht
signifikanten Anstieg der SUMO2/3-Konjugat-Intensitaten (siehe Abb. 11). So stieg in der
Hippocampus-Neuronen-Kultur die quantifizierte Intensitat von 1,01+0,12 in der Kontrolle
auf 1,10+0,25 bei Exposition gegen 45 min OGD und 3 h Reoxygenierung. In der Kortex-
Neuronen-Kultur lagen die Werte fir die Kontrolle bei 0,95+0,1 und bei 45 min OGD und
3 h Reoxygenierung befanden sie sich auf einem Level von 1,04+0,36 (siehe Abb. 12). Bei
der Evaluation der DRP1-Intensitaten wurde deutlich, dass sowohl fiir die Hippocampus-,
als auch die Kortex-Neuronen-Kultur eine signifikante Abnahme der DRP1-Intensitaten
vorliegt. Bei der hippocampalen Kultur sank die DRP1-Intensitat von 0,76+0,04 in der
Kontrolle auf 0,49+0,01 nach 45 min OGD und 3 h Reoxygenierung. Die Kortex-Neuronen-
Kultur zeigte eine Abnahme der DRP1-Intensitat von 0,89+0,01 (Kontrolle) auf 0,52+0,01
(45 min OGD und 3 h Reoxygenierung) (siehe Abb. 12). Daraus lasst sich schlieRen, dass
in dieser Versuchsreihe die OGD funktioniert hat bzw. zu einer Verdnderung der

Genexpression der Zellen gefiihrt hat.
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Anhand der SUMOZ2/3-Ergebnisse lieR sich allerdings kein eindeutiger Unterschied
zwischen den kortikalen und hippocampalen Neuronen-Kulturen ablesen. Es konnte
beobachtet werden, dass nach 4 h OGD und 1 h Reoxygenierung in kortikalen Kulturen
eine geringere SUMO2/3-Konjugat Abnahme stattfindet als in hippocampalen Kulturen.
Ebenso fuhrte bei beiden Kulturtypen eine Verkirzung der OGD (auf 45 min) mit geringerer
Sauerstoff-konzentration (0,3%) und eine Verlangerung der Reoxygenierung (3 h) zu einem

leichten Anstieg der SUMOZ2/3-Konjugat-Intensitaten.
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Abbildung 11: Western Blot zu Normoxie und 45 min OGD (0,3% O2) mit anschlieRend 3 h
Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen und Kortex-Neuronen-Kulturen

Kortikale Kultur vom 15.8.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fur 20 min erhitzt.
Die DRP1-Proben wurden im SDS-Probenpuffer fir 5 min bei 95 °C erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 45 min OGD und 3 h Reoxygenierung
ausgesetzt wurden. Es sind keine deutlichen Unterschiede zwischen den Konditionen sichtbar. Die geringere
SUMOZ2/3-Konjugat-Intensitat in den beiden &uf3eren Spalten ist durch eine Proteinbeladung erkléarbar, welche
im memcode rechts sichtbar wird. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3-Blot zugehdriger memcode.

C: Zum oberen Western Blot gehoriger DRP1 Blot. D: Zum DRP1-Blot zugehériger memcode.
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Abbildung 12: Quantitative Auswertung der Western Blots von SUMO2/3 fir Normoxie und 45 min
OGD mit anschlieRend 3 h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen und Kortex-
Neuronen-Kulturen

Quantifizierung der Western-Blot-Banden mit ImageJ. Normalisierung der Banden gegen memcode und
gegen eine Kontroll-Probe. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

A: Graphische Darstellung der quantifizierten SUMO2/3-Konjugat-Banden fir die Kontrolle und 45 min OGD
und 3 h Reoxygenierung. Die Graphik zeigt eine leichte Zunahme der SUMO2/3-Konjugat-Intensitaten nach
OGD und Reoxygenierung fuir sowohl die Hippocampus-, als auch die Kortex-Neuronen-Kultur.

B: Graphische Darstellung der quantifizierten DRP1-Banden fur die Kontrolle und 45 min OGD mit 3 h
Reoxygenierung. Es zeigt sich in beiden Kulturtypen die erwartete signifikante Abnahme der DRP1-
Intensitéaten nach OGD und Reoxygenierung im Vergleich zur normoxischen Kontrolle (Hippocampale Kultur
p=0,0201; Kortikale Kultur p=0,0011).

Hippocampale Kultur: Kontrolle N=3; 45 min OGD + 3 h Reoxygenierung N=3

Kortikale Kultur: Kontrolle N=3; 45 min OGD + 3 h Reoxygenierung N=3
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3.5 EI18-Kortex-Neuronen-Kulturen zeigten eine Abnahme der
SUMOZ2/3-Konjugat-Intensitaten unter OGD-Stimulation

Da die vorherigen Ergebnisse eine leicht erh6hte SUMO2/3-Konjugat-Intensitat bei langerer
Reoxygenierung zeigten, wurden bei dem folgenden Experiment mit 0,3% Sauerstoff
langere OGD-Zeiten (2,5 h) sowie Reoxygenierungs-Zeiten (4,5 h) gewahlt, um den Stress
auf die Neurone zu maximieren. Des Weiteren wurden in diesem Experiment Kortizes von
E18 Maus-Embryos zur Kultivierung verwendet. Der Grund dafiir war, dass die Mehrzahl
der Arbeitsgruppen, die sich mit SUMO2/3 beschaftigen, embryonale Neurone kultivieren.
Dabei nimmt die Intensitat der SUMO2/3-Konjugat-Banden nach 2,5 h OGD sowie nach
2,5 h OGD und 4,5 h Reoxygenierung leicht ab im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 13).
Bei diesem Experiment handelte es sich um ein Pilot-Experiment, weil nur an einem Tag
Kulturen gewonnen und getestet wurden. Deshalb lie3 sich aus dem Western Blot kein
definitives Ergebnis ableiten. Allerdings waren die Resultate aus diesem Experiment
ahnlich zu den bereits durchgefiihrten Experimenten, da auch hier eine Abnahme bzw.
keine Anderung der SUMOZ2/3-Konjugat-Intensitaten nach OGD und Reoxygenierung
festgestellt werden konnte.
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Abbildung 13: Western Blot zu Normoxie und 2,5 min OGD (0,3% O2) mit anschlieend 4,5 h
Reoxygenierung von E18-Kortex-Neuronen-Kulturen

Kultur vom 9.10.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fur 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 2,5 h OGD und 4,5 h Reoxygenierung
ausgesetzt wurden. Es ist erkennbar, dass die SUMO2/3-Konjugate nach 2,5 h OGD mit oder ohne 4,5 h
Reoxygenierung abnehmen. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3 Western Blot gehoriger memcode. In die 2,5-h-OGD-mit-4,5-h-Reoxygenierungs-Spalten

wurde etwas weniger Protein gegeben als in die Restlichen.
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3.6 Die SUMO3-Konjugate der SUMO3-HA-KI-Mause zeigen ein
ahnliches Muster wie bei WT-Mausen
Um zu verifizieren, ob die SUMO3-HA-KI-Mause unter Zellstress dhnliche Muster in den
SUMO2/3-Konjugaten zeigen, wurden Hippocampus-Neuronen-Kulturen von SUMO3-HA-
Kl-Mausen angefertigt und unter den gleichen Bedingungen wie die WT-Mause getestet.
Folgende Bedingungen wurden getestet: 24 h Hypoxie mit und ohne 1 h Reoxygenierung,
1 h, 2 hund 4 h Hypoxie, sowie 4 h OGD mit und ohne 1 h Reoxygenierung.
Insgesamt zeigten die Ergebnisse aus den SUMO3-HA-KI-Kulturen die gleiche Tendenz
wie die der WT-Kulturen. 24 h Hypoxie fuhrten zu einem Abfall der SUMO2/3-Konjugat-
Intensitaten und mit anschlieBend einer Stunde Reoxygenierung kam es zu keiner
Zunahme der Intensitat (siehe Abb. 15). Bei 1 h, 2 h, 4 h und der Kontrolle wurde jeweils
nur eine einzige Kultur getestet. Die Ergebnisse zeigten fir alle Bedingungen eine
Abnahme der SUMOZ2/3-Konjugate im Verhaltnis zur Kontrolle (siehe Abb. 14). Wie auch
bei den WT-Kulturen konnte in den SUMO3-HA-KI-Kulturen ein massiver Abfall der
SUMO3-Konjugate nach 4 h OGD sowie 4 h OGD mit 1 h Reoxygenierung festgestellt
werden (siehe Abb. 16).
Anhand dieser Ergebnisse lie3 sich im Muster der SUMO2/3-Konjugate kein eindeutiger
Unterschied zwischen den WT-Kulturen und den SUMO3-HA-KI-Kulturen feststellen.
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Abbildung 14: Western Blot zu Normoxie und 1 h, 2 h, 4 h Hypoxie (1% O2) von His6-SUMO3-HA-KI-
Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Kultur vom 18.4.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fur 20 min erhitzt.

Links: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie-, 1-h-, 2-h- und 4-h-Hypoxie Kulturen. Es zeigt sich eine leichte
Abnahme der SUMO2/3-Konjugate in den Hypoxie-Kulturen im Vergleich zur normoxischen Kultur.
Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

Rechts: Zum SUMO2/3 Western Blot gehdriger memcode.
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Abbildung 15: Western Blot zu Normoxie und 24 h Hypoxie (1% O2) mit und ohne 1 h Reoxygenierung

von His6-SUMO3-HA-KI-Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Kultur vom 24.4.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt.
A: SUMO2/3 Western Blot von Kulturen, die Normoxie, 24 h Hypoxie mit und ohne 1 h Reoxygenierung

ausgesetzt wurden. Es zeigt sich eine starke Abnahme der SUMO2/3-Konjugate in den Hypoxie-Kulturen im

Vergleich zur normoxischen Kultur. Weiterhin fuihrt die Reoxygenierung zu keiner Veranderung der SUMO2/3-

Konjugate. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.
B: Zum SUMO2/3 Western Blot gehoriger memcode.



Ergebnisse 37
|98 I

' 170

1708 SUMO2/3
Konjugate 130
130 100

-
100 & & — 70 %
- »
70 - 50 -
| J | J| J [ J | J | J
NS Q O N Q
660 OC? Q}&\ (,\60 00 e«\)(\
{_0 b}(\ X 0(\\ {_0 N x 0(‘\
ooo S OC,O S
o e N
T N

Abbildung 16: Western Blot zu Normoxie und 4 h OGD (1% Oz) mit und ohne 1 h Reoxygenierung von
His6-SUMO3-HA-KI-Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Kultur vom 20.7.18. Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fur 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kulturen, die Normoxie, 4 h OGD mit und ohne 1 h Reoxygenierung
ausgesetzt wurden. Es zeigt sich eine starke Abnahme der SUMO2/3-Konjugate in den Hypoxie-Kulturen im
Vergleich zur normoxischen Kultur. Weiterhin fiihrt die Reoxygenierung zu keiner Verénderung der SUMO2/3-
Konjugate. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3 Western Blot gehériger memcode.

3.7 Die Zell-Mortalitat in den Neuronen-Kulturen kann nicht den
gesamten Abfall der SUMO2/3-Konjugate erklaren

Der Abfall der SUMO2/3-Konjugate kdnnte begrindet sein in einer starken Dekonjugierung
der Ziel-Proteine oder einem Abbau von SUMOZ2/3 in der Zelle oder durch ein vermehrtes
Zellsterben bei OGD/Hypoxie, wodurch die Anzahl der SUMO2/3-Konjugat-produzierenden
Zellen abnimmt. Um auszuschlieRen, dass das Zellsterben fur den beobachteten Effekt
alleine verantwortlich ist, wurden Hippocampus-Neuronen-Kulturen Normoxie, 4 h OGD,
4 h OGD mit 1 h Reoxygenierung und 24 h Hypoxie ausgesetzt. Im Anschluss an die
Exposition wurden die Zellen fixiert und mittels des TUNEL-Assay-Kit analysiert (siehe Abb.
17).

In der normoxischen Kontroll-Kultur fir das OGD-Experiment lag eine Zellmortalitat von
20£12% vor. Nach 4 h OGD betrug die Mortalitdt 50+4% und nach 4 h OGD mit 1 h
Reoxygenierung 45+12% (siehe Abb. 18). Daraus ergab sich, dass die Mortalitat in den
OGD Kulturen mit oder ohne Reoxygenierung ungefahr 2-2,5x so hoch war wie in der
Kontrolle. Allerdings lag in der Hippocampus-Neuronen-Kultur eine Reduktion der
SUMO2/3-Konjugate um den Faktor 3-3,5 vor. Dieser Vergleich dokumentiert, dass der
Abfall der SUMOZ2/3-Konjugate unter OGD nicht allein durch die Zellmortalitat erklart
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werden kann. Noch deutlicher war die Differenz bei der 24 h Hypoxie Kultur. In der
normoxischen Kontroll-Kultur starben 8+7% der Zellen und nach 24h Hypoxie betrug die
Mortalitdt 17+3%. Die Mortalitats-Differenz zwischen beiden Kulturen ist dabei nicht
signifikant. Dagegen waren die SUMOZ2/3-Konjugat-Banden nach 24 h Hypoxie im
Vergleich zur Kontrolle ungefahr um den Faktor vier vermindert. Somit spielt die
Zellmortalitat fir die Reduktion der SUMOZ2/3-Konjugate eine Rolle, aber daneben miissen
noch weitere Mechanismen vorliegen, die zur Reduktion der SUMOZ2/3-Konjugate
beitragen.
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Abbildung 17: Bilder von Hippocampus-Neuronen-Kulturen, die Normoxie und 4 h OGD mit und ohne
1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden

Das linke Bild in jeder Reihe zeigt die emittierte Fluoreszenz des BrdU-Red-Antikérpers. Das mittlere Bild
zeigt die emittierte Fluoreszenz des DAPI und die rechten Bilder entstehen, wenn man das linke und mittlere
Bild fusioniert. Dabei ist in Blau DAPI und in Rot der BrdU-Red-Antikdrper dargestellt.

In diesen Bildern ist sichtbar, dass die Anzahl der von BrdU-Red angefarbten Zellen bei OGD mit (C) oder
ohne (B) 1 h Reoxygenierung im Vergleich zur Kontrolle (A) ansteigt.

Belichtungszeit: DAPI 25 ms, BrdU-Red Antikdrper 80 ms
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung der Bilder von Hippocampus-Neuronen-Kulturen, die
Normoxie und 4 h OGD mit und ohne 1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden

Es wurden fiir Normoxie vier Kulturen und fir 4 h OGD und 4 h OGD mit 1 h Reoxygenierung jeweils funf
Kulturen analysiert. Die Ausplattierung der Kulturen erfolgte auf 60 mm Kulturschalen, in die immer drei
Coverslips eingelegt wurden. Von jedem Coverslip wurden vier Bilder an unterschiedlichen Stellen
aufgenommen. Quantifiziert wurden die Bilder mit ImageJ (Einstellungen: Threshold=15 (DAPI), 30 (BrdU-
Red-Antikdrper; size=140-inf (DAPI), 70-inf (BrdU-Red Antikdrper); circularity=0,25-1). Bei einigen Bildern
erfolgte die Auszahlung der Zellen auch manuell.

Im Vergleich zur Kontrolle steigt die Zellmortalitat nach 4 h OGD mit oder ohne Reoxygenierung um den
Faktor 2-2,5 signifikant an (4 h OGD p=0,0023; 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung p=0,0265).
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4 Diskussion

4.1 Einfuihrung

Im Ergebnis-Teil wird nachgewiesen, dass OGD und Hypoxie mit oder ohne
Reoxygenierung zu einem Abfall oder einer Stagnation der SUMO2/3-Konjugate fuhren,
ohne dass diese Reduktion ausschliel3lich auf ein vermehrtes Zellsterben zuriickgefihrt
werden kann. Ebenfalls wird Evidenz dafiir gefunden, dass kirzere Hypoxie/ OGD-Zeiten
bei niedrigerer Oz-Konzentration und langere Reoxygenierungs-Zeiten zu einer héheren
SUMO2/3-Konjugat-Konzentration fiihren. So treten die niedrigsten SUMOZ2/3-Konjugat-
Level nach 24 h Hypoxie bei 1% O, auf. Nach 4 h OGD bei 1% O, mit einer Stunde
Reoxygenierung liegen die Werte etwas hoher. Deutlich hohere Werte finden sich nach 45
Minuten OGD mit 0,3% O2 und 3 h Reoxygenierung. Dies kann sowohl fiir Kortex-, als auch
Hippocampus-Neuronen-Kulturen gezeigt werden. Ein weiter wichtiger Punkt dieser Arbeit
besteht darin, dass die Kulturen aus den SUMO3-HA-KI-M&usen sehr &hnliche SUMO3-
Level zeigen, wie unter Verwendung von WT-Mausen. Das deutet darauf hin, dass sich die
Kl-Kulturen in ihnrer SUMO3-Expression ahnlich wie die WT-Kulturen verhalten. Dies ist ein
vielversprechender Hinweis im Hinblick auf die zukiinftige Verwendung der Kl-Tiere.
Damit widersprechen die Ergebnisse zum Teil den vorherigen Publikationen anderer
Labore. Die Grinde dafiir liegen wahrscheinlich im Transfer eines Hirn-lschamie-Modells
bzw. eines Schlaganfall-Modells auf Zellkultur-Ebene. Das kann man aus der Heterogenitat
der Daten zwischen den einzelnen Laboren schlieBen. Mehrere Arbeitsgruppen berichten
von einem SUMO2/3-Anstieg in Zellkultur durch OGD (Lee et al. 2007; Cimarosti et al. 2012;
Li et al. 2017). In anderen Laboren wird dagegen ein Absinken der SUMO2/3-Konjugate
nach OGD festgestellt (Lee et al. 2009). Im Unterschied dazu sind die Ergebnisse bei
MCAOQO deutlich homogener. So wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen massive
SUMOZ2/3-Anstiege nach MCAO nachgewiesen (Cimarosti et al. 2008; Wang et al. 2013; Li
et al. 2017). Die Grunde fur die Heterogenitat der Ergebnisse bei Verwendung von
Zellkulturen scheinen also in der Ubertragung des Schlaganfall-Modells auf Zellkultur-
Ebene zu liegen.

Die zwei Hauptursachen dafir sind die von Labor zu Labor unterschiedlichen Methoden fur
Zellkultur und OGD-Modelle, sowie eine unzureichende Publizierung der Methoden und

Ergebnisse.
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4.2 Diskussion der in der SUMOZ2/3-Forschung verwendeten
Methoden

4.2.1 Die Heterogenitat der verwendeten Zellkultursysteme

Dabei beginnen die Unterschiede in den Zellkulturen bereits mit dem Kulturmaterial. So
benutzen die meisten Labore Mause Kortexe fiir ihre Kulturen (Lee et al. 2009; Datwyler et
al. 2011; Li et al. 2017). In anderen Studien werden die Kulturen dagegen aus
Hippocampus-Neuronen (Cimarosti et al. 2012) oder Tumor-Zellen (Lee et al. 2007; Yang
et al. 2012) gefertigt. Dabei ist nicht sicher, inwieweit Ergebnisse, die zum Beispiel mit
Tumor-Zellen gewonnen wurden, auf Kortex-Neuronen-Kulturen tbertragbar sind. In dieser
Arbeit kann fir Hippocampus- und Kortex-Neuronen-Kulturen ein Absinken bzw. kein
Anstieg der SUMO2/3-Konjugate gezeigt werden. Insbesondere in der Versuchsreihe, bei
der Hippocampi und Kortizes von denselben Mausen gewonnen und kultiviert wurden und
auf 45 min OGD und 3 h Reoxygenierung getestet wurden, kann kein Unterschied zwischen
den Hippocampus- und Kortex-Neuronen-Kulturen festgestellt werden. Anhand dieser
Ergebnisse scheint es, als wirde SUMOZ2/3 in Hippocampus- und Kortex-Neurone nach
OGD und Reoxygenierung ein ahnliches Konjugationsverhalten prasentieren.

Ein weiterer technischer Unterschied zwischen einzelnen Laboren in Bezug auf die
Zellkultur besteht bei der Art und dem Alter der verwendeten Tiere. Einige Labore benutzen
E16 (Datwyler et al. 2011) oder E18-Mause (Lee et al. 2009), andere dagegen E18 Ratten
(Cimarosti et al. 2012; Li et al. 2017). Wieder andere Labore verwenden P1/2 Ratten (Loftus
et al. 2009). Durch die Verwendung unterschiedlicher Arten wird die Allgemeingultigkeit der
SUMO-Ergebnisse verstarkt, wenn alle Tiermodelle zum selben Ergebnis fihren wirden.
Allerdings sind die Ergebnisse nicht homogen. Dadurch fihrt die Verwendung
unterschiedlicher Tiere im unterschiedlichen Alter leider zu mehr Verwirrung, da man nicht
einordnen kann, ob die Unterschiede in den Ergebnissen mdéglicherweise durch die
verschiedenen Tiere bzw. das Alter der Tiere verursacht werden.

Im Idealfall sollten sich mehrere Arbeitsgruppen auf ein standardisiertes Zellkultursystem
einigen. So wirden die Unterschiede in den Zellkulturen als mdglicher Grund fur die
verschiedenen Ergebnisse ausscheiden. In dieser Arbeit wurden hauptsachlich PO-Mause
getestet. Der Grund dafir ist, dass die SUMO2- und SUMO3-tag-KI-Mause in ihrer Anzahl
limitiert sind, so dass kein Muttertier geopfert werden muss. Fir die WT-Kulturen wurden
ebenfalls PO-Mause verwendet, um eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die KI-M&use
zu gewahrleisten. Im Verlauf der Arbeit wurden auch einmal E18-M&use verwendet und die
Kulturen mit 2,5 h OGD und 4,5 h Reoxygenierung behandelt. Es zeigte sich ebenso wie
bei den PO-Kulturen ein leichter Abfall der SUMO2/3-Konjugate. Hierbei handelte es sich

um ein Pilot-Experiment, um festzustellen, ob direkt ein Unterschied zwischen E18 und PO
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Kulturen feststellbar ist. Da sich die SUMO2/3-Konjugation zwischen E18- und PO-Kulturen

nicht wesentlich anderte, wurde diese Idee nicht weiterverfolgt.

4.2.2 Die Variabilitdt der gewahlten OGD- und Reoxygenierungszeiten und O2-
Konzentrationen

Die Konzentration der SUMO2/3-Konjugate ist abh&ngig von den unterschiedlich gewahlten
OGD und Reoxygenierungs-Zeitpunkten, sowie der Oz-Konzentration. In diesem Punkt
unterscheiden sich die Studien sehr drastisch voneinander. Einige Forschungsgruppen
variieren die OGD-Zeit bei feststehender Reoxygenierungs-Zeit (Datwyler et al. 2011; Li et
al. 2017), wahrend es in anderen Laboren genau andersherum gehandhabt wird (Cimarosti
et al. 2012). Dabei gibt es eine enorme Diskrepanz zwischen den OGD-Zeiten. Bei einigen
werden OGD-Zeiten von bis zu 75 Minuten untersucht (Datwyler et al. 2011; Cimarosti et
al. 2012). In anderen Arbeiten handelt es sich dagegen um OGD-Zeiten von 4 h (Lee et al.
2009) oder 12 h (Lee et al. 2007). Das gleiche gilt fir Reoxygenierungs-Zeiten, die
zwischen 0 h (Lee et al. 2007) und 24 h (Li et al. 2017) variieren. Ebenso zeigt sich bei den
O2-Konzentrationen eine gewisse Variation zwischen angeblich 0% (Lee et al. 2009;
Cimarosti et al. 2012; Li et al. 2017) und 3% (Lee et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit finden sich Hinweise darauf, dass kiirzere OGD- bei geringerer
O2-Konzentration und langere Reoxygenierungs-Zeiten zu héheren SUMO2/3-Konjugat-
Leveln fuhren. Dadurch ist es fraglich, inwieweit Studien, die in ihren OGD- und
Reoxygenierungs-Zeiten, sowie der Oz-Konzentration so stark variieren, noch vergleichbar

sind.

4.2.3 Die unterschiedlichen OGD-Medien

Ein weiterer experimenteller Aspekt ist das OGD-Medium selbst. Die Herausforderung
dabei besteht darin, dass man fir die Zeit der OGD die Zellen in einem Medium halten
muss, dass komplett frei von Glukose und anderen Sacchariden ist. Da die Rezeptur, der
von den bekannten Firmen gefihrten Medien nicht veroffentlicht wird, ist deren Einsatz
diskutabel. Es existieren zwar Glukose-freie Formen zum Beispiel des Neurobasal-A-
Mediums. Allerdings ist nicht gesichert, dass diese auch frei von anderen Sacchariden sind.
Trotzdem verwenden einige Labore diese vorgefertigten Medien als OGD-Medium (Lee et
al. 2007; Lee et al. 2009; Datwyler et al. 2011; Li et al. 2017). Der geringere Teil der
Arbeitsgruppen verwendet ein selbst hergestellte definierte OGD-Medien, in denen sich
sicher keine Saccharide befinden (Loftus et al. 2009; Cimarosti et al. 2012). Dadurch, dass

die Medien selbst hergestellt sind, unterscheiden auch diese sich in ihrer
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Zusammensetzung voneinander. In dieser Arbeit wurde das OGD-Medium von Bruer et al.

1997 verwendet.

4.2.4 Die verwendeten Antikorper variieren in ihrer Qualitat und sind nicht
universal verfugbar

Die Reproduktion der Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen wird weiterhin dadurch
erschwert, dass die verwendeten SUMOZ2/3-Antikdrper entweder nicht mehr auf dem Markt
sind (Cimarosti et al. 2012; Li et al. 2017) oder nicht frei verkauflich sind (Lee et al. 2007;
Lee et al. 2009; Loftus et al. 2009). Fur seine Studie an Erdhérnchen, die den ersten
neuroprotektiven Effekt von SUMO2/3 nachweisen konnte (Lee et al. 2007), bekam John
Hallenbeck SUMOZ2/3-Antikérper von Hisato Saitoh (Saitoh und Hinchey 2000). Diese
Antikérper gab er dann an einige andere Arbeitsgruppen weiter. Deshalb werden diese
Antikérper von einigen Laboren genutzt, obwohl sie nicht frei verkauflich sind. Es ist
bekannt, dass die verkauflichen Antikérper fur SUMO2/3 teilweise viele unspezifische
Signale zeigen. Infolgedessen kdnnen SUMOZ2/3-Western Blots, bei denen verschiedene
Antikdrpern benutzt wurden, unterschiedliche Ergebnisse liefern. Durch die Variation der
Antikdrperqualitat zwischen den einzelnen Firmen kénnen Studien, die unterschiedliche
Antikdrper verwenden, nur schwer miteinander verglichen werden. Aus diesem Grund ist
es sehr bedauerlich, dass in anderen Projekten Antikdrper genutzt werden, die entweder
nicht mehr auf dem Markt oder gar nicht verkauflich sind. Somit ist es nicht moglich zu
Uberprifen, ob die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen der eigenen Arbeit und den
anderen Arbeitsgruppen mdaglicherweise von den verwendeten Antikérpern herriihren. Eine
sehr gute Option, um dieses Problem zu lIésen sind die vorhandenen SUMO-KI Tiere, bei
denen SUMO2 oder SUMO3 mit einem Tag versehen ist. Die Antikorper fir die
entsprechenden Tags sind deutlich verlasslicher und vergleichbarer als fiur SUMO2/3.
Dementsprechend gibt es bei Verwendung der Kl-Tiere kaum Variation aufgrund der

unterschiedlichen Antiklorper-Qualitat.

4.2.5 Uberblick tiber die bisherigen Argumente

Zusammenfassend zeigen die einzelnen Arbeitsgruppen Unterschiede, in der Herstellung
der Zell-Kultur, der OGD- und Reoxygenierungs-Zeit, dem OGD-Medium und den
SUMOZ2/3-Antikérpern. Es wird deutlich, dass sich die Labore untereinander in ihrer
technischen Herangehensweise an die Problematik des SUMO2/3-Konjugat-Nachweises
in Zell-Kultur nach OGD sehr stark unterscheiden. Dadurch féllt es zum einen schwer die
einzelnen Studien untereinander zu vergleichen und die Ergebnisse der einzelnen Studien

sinnvoll zu reproduzieren.
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4.3 Diskussion veroffentlichter Studien zum Thema: SUMO2/3
nach OGD und Reoxygenierung
Erschwerend kommt hinzu, dass die Qualitat der Publikationen zum Thema SUMO2/3 unter
OGD teilweise zu winschen Ubrig lasst.
In einer Publikation (Li et al. 2017) werden beispielsweise keine Proteinstandards bzw.
keine ProteingroRen zu den Western Blots angegeben. Dadurch ist nicht sicher zu
erkennen, ob es sich bei den dargestellten Proteinbanden tatsachlich um SUMOZ2/3-
Konjugate handelt oder ob etwas anderes abgebildet wurde.
In zwei weiteren Veroffentlichungen ist nicht ausreichend dargelegt, wie sich die O-
Konzentration wahrend der OGD verhielt und es wird nicht erwahnt unter welcher Hypoxie-
Apparatur gearbeitet wurde. Cimarosti et al. (2012) erwahnen nichts zu der Hypoxie-
Apparatur und der Bestimmung der O».-Konzentration wahrend der OGD. Dagegen wird bei
Loftus et al. (2009) beschrieben, dass die Anaerobie mittels Indikator-Streifen
nachgewiesen wurde. Allerdings ist durch Indikator-Streifen die Messung der Oo-
Konzentration weder genau noch kontinuierlich moglich. Da die O;-Konzentration einen
Einfluss auf das Level der SUMO2/3-Konjugate besitzt, ist es nicht ausreichend, diese nur
mit Indikator-Streifen zu bestimmen.
Noch erstaunlicher ist, dass es in einigen Verdffentlichungen versdumt wurde, die GroRRe
der Stichprobe zu nennen (Cimarosti et al. 2012; Guo et al. 2013; Li et al. 2017). Dadurch
ist nicht ersichtlich, wie sicher die beschriebenen Effekte tUberhaupt sind. Auch in den
Veroffentlichungen, in denen das N genannt wird, ist die Zahl der untersuchten Kulturen
eher gering mit einem N von 3 (Lee et al. 2009) oder 4 bis 5 (Loftus et al. 2009).
Am Gravierendsten ist allerdings die Tatsache, dass beim Ulberwiegenden Teil der
Veroffentlichungen die Kontrolle der Ergebnisse nicht nachvollziehbar ist. Zum einen wird
mehrfach Uberhaupt nicht erwahnt, wie die Kontrolle behandelt wurde (Lee et al. 2009;
Cimarosti et al. 2012; Li et al. 2017), bzw. einmal ist die Bezugsquelle nicht korrekt
angegeben (Datwyler et al. 2011). Zum anderen ist die Durchfiihrung der Kontrolle nicht
nachvollziehbar. So wurde bei Loftus et al. (2009) das Neurobasal-A-Medium mit B27
gegen Neurobasal-A-Medium ohne B27 getauscht, als die OGD-Behandlung der Test-
Zellen beendet wurde. Die Test-Zellen wurden nach dieser Veréffentlichung in einer
definierten Salzlésung ohne Glukose in die Hypoxie-Kammer gegeben und bei Beenden
der OGD wieder in Neurobasal-A Medium ohne B27 reoxygeniert. Das bedeutet, in der
Behandlung der Zellen wurde nur der Reoxygenierungs-Schritt kontrolliert, weil sowohl fir
die Test- als auch die Kontroll-Zellen am Ende der OGD das Medium zu Neurobasal-A ohne
B27 getauscht wurde. Dagegen wurde die OGD nicht adaquat kontrolliert, weil das Medium
der Kontroll-Zellen nicht gegen eine definierte Salzlésung mit Glukose gewechselt wurde.

Aus diesem Grund ist es nicht mdglich zu differenzieren, ob sich die in der Veréffentlichung
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beschriebenen Effekte aus der OGD oder aus den Unterschieden zwischen der definierten
Salzlésung und dem Neurobasal-A-Medium mit B27 ergeben. In einem anderen Artikel (Lee
et al. 2007) wurden die Kontroll-Kulturen mit DMEM ohne Glukose gewaschen und dann in
DMEM mit Glukose inkubiert. Die Test-Kulturen wurden ebenfalls in DMEM ohne Glukose
gewaschen und anschlieBend in DMEM ohne Glukose in der Hypoxie-Kammer inkubiert.
Der Sinn dahinter, die Kontroll-Kulturen mit dem glukosefreien Medium zu waschen und sie
anschlieRend in glukosehaltigem Medium aufzubewahren, ist nicht ersichtlich, da nur den
Test-Kulturen Glukose entzogen werden soll. Die Kontroll-Kulturen sollen sich genau darin
von den Test-Kulturen unterscheiden, indem sie die ganze Zeit Glukose und Sauerstoff zur
Verfiigung haben.

4.4 Reslmee der Diskussion

Die starke Diversitdt der Methoden und die teilweise ungeniigende Qualitat der
Publikationen erschweren den Vergleich der Publikationen untereinander sowie die
Einordnung der eigenen Ergebnisse in den wissenschaftlichen Kontext. Besonders aus den
vielen verschiedenen, verwandten Methoden begrindet sich die Heterogenitat der
Ergebnisse. Fir die Zukunft ware es winschenswert, wenn in Publikationen als OGD-
Medien vergleichbare definierte Salzldsungen verwendet werden und die OGD-Zeiten
ebenso in einem vergleichbaren Rahmen gehalten werden. AuRerdem sollten bereits
publizierte Ergebnisse, die mit vom Markt genommenen Antikdrpern gewonnen wurden, mit
frei verkduflichen Antikorpern wiederholt werden, um anderen Laboren die Chance zu
geben Variationen aufgrund der Antikdrper auszuschlieen. Noch besser wére es, wenn
alle beteiligten Arbeitsgruppen Zugriff auf die Antikdrper von John Hallenbeck hatten, weil
diese urspriinglich SUMO mit einem neuroprotektiven Effekt in Verbindung brachten.
Dadurch kénnte man Unterschiede zwischen den Laboren in Bezug auf OGD-Medium und
-Zeit sowie die Antikdrper minimieren und die restliche Variation wére auf unterschiedliche

Zellkultursysteme zurtickzufihren.

4.5 Ausblick

Bei diesem Projekt wére es jetzt wahrscheinlich am sinnvollsten einen Methodenwechsel
von in-vitro- zu in-vivo-Experimenten bzw. von OGD zu MCAOQO durchzufuhren. Im Verlauf
dieses Projekts hat es sich als sehr schwierig erwiesen die in-vitro-Ergebnisse so zu
verandern und zu optimieren, dass moglicherweise ein Anstieg der SUMOZ2/3-Konjugate zu
sehen ist. Bei MCAO dagegen sind die Ergebnisse wie oben beschrieben homogener (Yang
et al. 2008b; Wang et al. 2013) als bei OGD. Deshalb wird die MCAO voraussichtlich auch
bei den SUMO2/3-KI-Mausen zu einem Anstieg der SUMO2/3-Konjugate fuhren, die dann

weiter analysiert werden koénnen.
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Des Weiteren sollte auch mit den Daten aus diesem Projekt eine Diskussion Uber die
unterschiedlichen Kultur- und OGD-Methoden in der SUMO2/3-Forschung angesto3en
werden mit dem Ziel die Methoden, soweit es sinnvoll ist, zu vereinheitlichen. Dadurch
waren die Publikationen fur SUMO2/3 bei OGD vergleichbarer und ein konstruktives

Vorantreiben der Forschung in diesem Bereich wiirde mdglich.
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5 Zusammenfassung

Small ubiquitin-like modifiers (SUMO) sind kleine Proteine, die Uber einen ahnlichen
Mechanismus wie Ubiquitin mit anderen Proteinen verknlpft werden. Somit zahlt die
SUMO-Konjugation zu den posttranslationalen Modifikationen. Die drei Hauptformen
umfassen SUMO1 und SUMO2/3. SUMOZ2/3 werden oft als eine SUMO-Unterart
zusammengefasst, da ihre Aminosauresequenz zu 95% identisch ist und sie durch die
momentan verkauflichen SUMO2/3-Antikérper nicht differenziert werden kénnen. SUMOL1
gleicht SUMO2/3 dagegen nur in 50% seiner Aminosauren.

In den letzten 10 Jahren fanden immer mehr Studien Evidenz daflr, dass SUMO2/3 einen
neuroprotektiven Effekt besitzt. Der erste Beweis dafiir wurde in Winterschlaf-haltenden
Erdhornchen gefunden. Im Anschluss konnten mehrere Studien einen Uberlebensvorteil
von Neuronen mit héherem SUMO2/3 im Vergleich zu Neuronen mit niedrigerem SUMO2/3
unter Zellstress nachweisen. Dieser Uberlebensvorteil scheint mit einem Anstieg der
hochmolekularen SUMO2/3-Konjugate verknipft zu sein.

Allerdings stellt die Ubertragung auf ein in-vitro-System die Wissenschaftsgemeinde vor
einige Herausforderungen. So kdnnen nicht alle Studien den postulierten SUMOZ2/3-
Konjugats Anstieg reproduzieren und die Ergebnisse sind dementsprechend heterogen.
AuBerdem fallt der Vergleich der einzelnen Studien schwer, weil die Methoden der
einzelnen Arbeitsgruppen stark variieren und aus den Publikationen teilweise nicht alle
Details entnehmbar sind.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich genau mit diesem Zusammenhang zwischen
Zellstress und den SUMO2/3-Konjugaten in einem in-vitro-Modell. Zu diesem Zweck
wurden Kortex- und Hippocampus-Neuronen-Kulturen von PO- und E18-Mausen
angefertigt. Die Kulturen wurden dann unterschiedlichen Zeiten von Hypoxie und oxygen
glucose deprivation (OGD) mit und ohne Reoxygenierung ausgesetzt. Die Ergebnisse
zeigen, dass eine langere Exposition (bei Hypoxie 24 h bei OGD 4 h) zu einem fast
vollstandigen Verlust der SUMO2/3-Konjugate fuhrt. Bei kiirzeren OGD Zeiten und langeren
Reoxygenierungs-Zeiten befinden sich die SUMO2/3-Konjugate etwa auf einem Level mit
der Kontrolle.

Die gewahlten Methoden fiihren also in diesem Projekt eher zu einem Absinken der
SUMOZ2/3-Konjugate als zum postulierten Anstieg. Aus den Ergebnissen resultiert die
Frage, ob sich ein verlassliches in-vitro-Modell, in welchem man konstante Anstiege der
SUMOZ2/3-Konjugate sieht, etablieren lasst oder ob man besser auf in-vivo-Modelle
zurtickgreifen sollte. AuRerdem muss die aktuelle Datenlage kritisch bewertet werden, da
jede Arbeitsgruppe unterschiedliche Methoden benutzt und die Ergebnisse teilweise

qualitativ ungenigend publiziert werden.
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6 Anhang
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Abbildung Al: Weitere Western Blots zu Normoxie, 1 h HypOX|e und 2 h Hypoxie (1% O3)
Kulturen vom 13.3.18 (oben) und 28.3.18 (unten). Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fir 20 min

erhitzt.

A: SUMO2/3 und HIF1a Western Blot von Kontroll- bzw. Normoxie-, 1 h und 2 h Hypoxie-Kulturen. Bei den
SUMOZ2/3-Blots lasst sich zwischen den unterschiedlichen Konditionen mit dem Auge kaum ein Unterschied

feststellen. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager war 40 min.

C: Die HIF1a-Blots zeigen, dass die Intensitit der HIF1a-Bande nach 1 h und 2 h Hypoxie im Vergleich zu

den normoxischen Kulturen erhéht ist. Expositionszeit des ECL-Hyperfilm betrug 10 min.

B/D: Zu den Blots gehérige memcodes.
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Abbildung A2: Weitere Western Blots zu Normoxie, 4 h Hypoxie und 24 h Hypoxie (1% Oz2)
Kulturen vom 23.1.18 (oben) und 6.2.18 (unten). Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fir 20 min

erhitzt.

A: SUMO2/3 und HIF1a Western Blot von Kontroll- bzw. Normoxie-, 4 h und 24 h Hypoxie-Kulturen. Bei den
SUMOZ2/3-Blots ist eine Abnahme der Intensitat in den SUMO2/3-Konjugaten erkennbar insbesondere nach

24 h Hypoxie. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager war 40 min.

C: Die HIF1a-Blots zeigen, dass die Intensitdt der HIF 1a-Bande nach 4 h Hypoxie im Vergleich zu den

normoxischen Kulturen erhdht ist. AuBerdem sinkt die Intensitét der HIF1a-Bande nach 24 h Hypoxie im

Vergleich zu 4 h Hypoxie etwas ab. Expositionszeit des ECL-Hyperfilm betrug 10 min.

B/D: Zu den Blots gehdrige memcodes.
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Abbildung A3: Wiederholung des Western Blots fur die Kultur vom 23.1.18
Kultur vom 23.1.18. Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fir 20 min erhitzt.
A: SUMO2/3 Western Blot flir Normoxie und 24 h Hypoxie. Der drastische Abfall der SUMO2/3-Konjugate

nach 24 h Hypoxie im Vergleich zu Normoxie ist gut sichtbar.
B: Zum Western Blot gehdriger memcode.
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Abbildung A4: Weitere Western Blots zu Normoxie und 24 h Hypoxie (1% Oz) mit anschliel3end 1 h

Reoxygenierung

Kulturen vom 2.5.18 (oben) und 3.5.18 (unten). Die Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fir 20 min

erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie bzw. Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 24 h Hypoxie und 1 h
Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Die Abnahme in der Intensitéat der SUMO2/3-Konjugate wird mit dem

Auge ersichtlich. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3-Blot zugehoriger memcode.
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SUMO2/3 7om
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Abbildung A5: Weitere Western Blots zu Normoxie und 4 h OGD (1% Oz) mit oder ohne anschlieend 1

h Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Kulturen vom 14.6.18, 21.6.18, 28.6.18, 11.7.18 (von oben nach unten). Die SUMO2/3-Proben wurden im
SDS-Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt. Die DRP1-Proben wurden fur im SDS-Probenpuffer 5 min bei
95 °C erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 4 h OGD mit und ohne 1 h
Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Es ist eine Abnahme der SUMO2/3-Konjugate erkennbar mit teilweisem
Wiederanstieg nach einer Stunde Reoxygenierung. Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.
C: Der DRP1-Blot zeigt eine Abnahme der DRP1-Intensitat bei 4 h OGD. Nach einer Stunde Reoxygenierung
nimmt die Intensitat noch weiter ab.

B/D: Zu den Blots gehériger memcode.
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Abbildung A5 (fortgesetzt)
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Abbildung A5 (fortgesetzt)
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Abbildung A6: Weitere Western Blots zu Normoxie und 4 h OGD (1% Oz) mit oder ohne anschlieRend 1
h Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen

Kulturen vom 20.8.18 (oben) und 22.8.18 (unten). Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-Probenpuffer bei

65 °C fur 20 min erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Normoxie bzw. Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 4 h OGD oder 4 h OGD
und 1 h Reoxygenierung ausgesetzt wurden. Es ist ein eine leichte Abnahme der SUMO2/3-Konjugat-
Intensitaten zwischen der Kontrolle und 4 h OGD bzw. 4 h OGD + 1 h Reoxygenierung erkennbar.
Expositionszeit im Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

B: Zum SUMO2/3-Blot zugehdriger memcode.
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Abbildung A7: Weitere Western Blots zu Normoxie und 45 min OGD (0,3% O2) mit anschlieend 3 h
Reoxygenierung von Kortex-Neuronen-Kulturen

Kortikale-Kulturen vom 14.8.18 (oben) und 16.8.18 (unten). Die SUMO2/3-Proben wurden im SDS-
Probenpuffer bei 65 °C fiir 20 min erhitzt. Die DRP1-Proben wurden fiir im SDS-Probenpuffer 5 min bei 95 °C
erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 45 min OGD mit 3 h Reoxygenierung
ausgesetzt wurden. Es ist keine Veranderung der SUMO2/3-Konjugate erkennbar. Expositionszeit im
Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

C: Der DRP1-Blot zeigt eine leichte Abnahme der DRP1-Intensitat bei 45 min OGD mit 3 h Reoxygenierung
im Vergleich zur Kontrolle.

B/D: Zu den Blots gehdriger memcode.
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Abbildung A8: Weitere Western Blots zu Normoxie und 45 min OGD (0,3% Oz) mit anschlie3end 3 h
Reoxygenierung von Hippocampus-Neuronen-Kulturen

Hippocampus-Kulturen vom 14.8.18 (oben), 15.8.18 (mitte) und 16.8.18 (unten). Die SUMO2/3-Proben
wurden im SDS-Probenpuffer bei 65 °C fur 20 min erhitzt. Die DRP1-Proben wurden fir im SDS-Probenpuffer
5 min bei 95 °C erhitzt.

A: SUMO2/3 Western Blot von Kontroll-Kulturen und von Kulturen, die 45 min OGD mit 3 h Reoxygenierung
ausgesetzt wurden. Es ist keine Veranderung der SUMO2/3-Konjugate erkennbar. Expositionszeit im
Chemostar ECL Imager betrug 40 min.

C: Der DRP1-Blot zeigt eine leichte Abnahme der DRP1-Intensitat bei 45 min OGD mit 3 h Reoxygenierung
im Vergleich zur Kontrolle.

B/D: Zu den Blots gehdriger memcode.
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Abbildung A8 (fortgesetzt)
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