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Kurzreferat:

Die Motorneurone des Rickenmarks sind zentraler Bestandteil unseres motorischen
Systems. lhre Degeneration fuhrt zu Paresen und Paralysen der Target-Muskulatur mit
anschlieBender Muskelatrophie. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Cardiolipin (CL) -
das mitochondriale Signatur-Phospholipid - auf die Differenzierung von Motoneuronen
untersucht. Als Studienmodell diente die Motoneuron-ahnliche Zelllinie NSC34 - eine
Hybridzelllinie aus Motoneuron-angereicherten primaren  Rickenmarkszellen und
Neuroblastomzellen. Als Differenzierungsmarker wurden verschiedene Parameter des
Neuritenwachstums und der Rezeptorbesatz untersucht. Dazu kamen Aussagen zum Gehalt
freier zellularer Fettsauren und zur Mitochondrienverteilung.

Es wurde gezeigt, dass die Differenzierung von NSC34-Zellen per se stattfindet und durch
den Einsatz eines Differenzierungsmediums verstarkt wird. Dabei kommt es zur Reduktion
der Proliferation ohne, dass die Vitalitat beeinflusst wird. Mit fortschreitender Differenzierung
war eine verstarkte Abwanderung der Mitochondrien in die Filopodia zu verzeichnen. Der
Gehalt der meisten CL-Spezies nahm ab; dabei gab es 2 Ausnahmen: (C18:1),/(C16:0),-CL
und (C18:1)3/C16:0-CL. Eine lineare Regressionsanalyse zeigte eine positive Korrelation von
Zelldifferenzierung (Neuritenwachstum) und den molekularen CL-Spezies, konkret den
Gehalten von (C18:1),/(C16:0).-CL und (C18:1)s/C16:0-CL.

Das daraus abgeleitete ,Proof of Principle“-Experiment - Medienanreicherung mit Ol-
und/oder Palmitinsaure - zeigte eine positive Beeinflussung der Differenzierungsparameter
ohne die Proliferation, die Vitalitdt und den Cardiolipin-Haushalt wesentlich zu verandern.
Somit konnte Cardiolipin ein weiteres Target fur zielgerichtete Therapieansatze bei

Schéadigung der spinalen Motorneurone darstellen.

Schliisselworter:
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Einflhrung

1. Einfuhrung

1.1. Das motorische System: Physiologie und Pathophysiologie

Eine wichtige und zentrale Funktion des menschlichen Korpers ist die Motorik, also die
Fahigkeit der Bewegung. Die Grundlage bildet ein Zusammenhang zwischen den
unterschiedlichen  Ebenen  (GroRhirnrinde, Kleinhirn, Basalganglien,  Hirnstamm,
Ruckenmark) in einem System der Vorwarts- und Rickkopplungsinformationsverarbeitung.
Zu Beginn eines Bewegungsablaufs steht ein Handlungsantrieb, welcher im limbischen
System entsteht [78, 79]. Die Signale werden dann an den Assoziationskortex weitergeleitet,
der den Handlungsantrieb zu einem Handlungsplan umschreibt und diesen noch in einen
geeigneten Bewegungsentwurf umsetzt [22, 32]. Dieser erste Bewegungsentwurf wird
einerseits zum Motokortex im Gyrus praecentralis und andererseits an den Hirnstamm und
an das Kleinhirn weitergeleitet, um komplexe und préazise Bewegungen zu ermdglichen [22,
80]. Von der motorischen GroRRhirnrinde laufen die nun fertigen Bewegungsimpulse tber die
Pyramidenbahn (Tractus corticospinalis) und die Interneurone zu den a-Motoneuronen des
Rickenmarks [112]. Den Motoneuronen vorgeschaltete Interneurone kénnen ihre Aktivitét

dann so modulieren, dass die geplante Bewegung ausgefihrt wird.

Assoziations-
kortex

planen
Abb. 1.1-1 Das pyramidal-motorische
System

< Dargestellt sind die Hauptkomponenten unseres
_'(-_3:,53_,‘,}9” pyramidal-motorischen Systems, die an einer
Bewegungsentstehung beteiligt sind.
Zielgerichtete Bewegungen werden zuerst im
progammieren  Agsoziationskortex geplant. Der entstandene
Bewegungsentwurf wird zum einen zum
Motocortex und zum anderen an die Kleinhirn-
hemispharen und die Basalkerne weitergeleitet.
Diese programmieren zusammen die Bewegung.
Die nun fertigen Bewegungsimpulse laufen tber
die Pyramidenbahn zu den a-Motoneuronen des
ausfibren — Rickenmarks.

Kleinhirn-
hemisphdren

pramotorischer -
Cortex

Mi

Wi ‘ Quelle: Prometheus LemAtlas - Kopf, Hals und
. : & pyamiden Neuroanatomie. 2., Uberarbeitete und erweiterte
/ ‘ Auflage. 20009.

Riickmeldung

somatosensorische P

Information kontrollieren

Seite | 1



Einflhrung

Spinale Motoneurone sind also ein zentraler Bestandteil des motorischen Nervensystems
des Menschen. Jeder Teil des Nervensystems, der an der Bewegungssteuerung beteiligt ist,
muss entweder direkt oder indirekt auf spinale Motoneuronen einwirken [112]. So fuhrt eine
Funktionsstérung von spinalen Motoneuronen zum Verlust der Willkirmotorik, da die
SignallUbermittlung an die Muskeln dadurch gestort wird, bis sie irgendwann ganz zum
Erliegen kommt. Es kommt zu einer Parese, die im Verlauf mit Atrophie der Zielmuskulatur
resultieren kann. Daruber hinaus kann eine Schadigung der a-Motoneuronen zu verringerter
Muskeleigenreflexen fuhren. Funktionsstérungen im spinalmotorischen System kdnnen
durch Motoneuron-Erkrankungen entstehen. Bei diesen seltenen Erkrankungen handelt es
sich um neurodegenerative Erkrankungen (spinale Muskelatrophie, amyotrophe
Lateralsklerose, Poliomyelitis), die mit Schadigung des ersten oder zweiten Motoneurons
einhergehen, und in deren Folge sich Muskelparesen und -atrophien ausbilden [54, 57, 102].
Auch Verletzungen des Rlckenmarks (z.B. Querschnittslahmung) oder der peripheren
Nerven sind Ursachen fur Funktionsstérungen im spinalmotorischen System [23].

Spinale Nervenfasern treten aus den bestimmten Segmenten des Rickenmarks aus und
verlaufen zu den entsprechenden Kdrperteilen. Aus den Segmenten der zervikalen Region
austretende Nerven steuern Signale zu Hals, Armen und Handen. Jene der thorakalen
Region leiten Signale an den Brustkorb und an Teile der Arme weiter. Die aus den
Segmenten der Lumbalregion austretenden Nerven leiten Signale zu den Hiiften und Beinen.
Die aus sakralen Segmenten austretenden Nervenfasern steuern Signale an die Zehen und
einige Teile der Beine. Eine Rickenmarksverletzung resultiert in der Regel aus einer
Verletzung der Wirbelsdule. Ein abgesprengter Knochen oder eine verschobene
Bandscheibe komprimiert als Folge der Dislokation das Rickenmark (Kontusion). Eine
Ruckenmarksverletzung kann jedoch auch ohne offensichtliche Wirbelfrakturen auftreten und
es ist ebenso mdaglich, Wirbelfrakturen ohne eine Rickenmarksverletzung zu erleiden. Eine
Rickenmarksverletzung kann beispielsweise auch durch die fehlende Blutversorgung des
Rickenmarks (,Ruckenmarksschlaganfall“) oder durch Infektionen entstehen [115]. Bei den
meisten Verletzungen jedoch wird das Ruckenmark gequetscht. Das Ausmald der
Schadigung hangt im Wesentlichen von der Starke der Kompression und in bestimmtem
Umfang von deren Dauer ab.

Distal einer Nervenlasion degenerieren die abgetrennten Axone, sie werden von
Makrophagen aus dem Blut abgeraumt. Gleichzeitig entsteht in den Hullstrukturen des
distalen Nervenstumpfs ein regenerationsférderndes Milieu, das von den Myelin-bildenden
Schwann-Zellen sowie aktivierten Makrophagen und Fibroblasten unter Mitwirkung der
extrazellularen Matrix und zahlreicher anderer Moleklle generiert wird und den
aussprossenden Axonen als Leitschiene dient [25]. Das neuronale Regenerationsprogramm

wird in den Zellkérpern der Nervenzellen gesteuert. Dabei kommt es zur Expression von
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Einflhrung

verschiedenen regenerationsassoziierten Molekulen, die tUber den axonalen Transport zu
den Wachstumsfortsdtzen der durchtrennten Nerven beférdert und in  den
Aussprossungsprozess  integriert  werden. In enger Interaktion mit dem
regenerationsfordernden Milieu distal der Verletzung kommt es so zu einer axonalen
Aussprossung und schlie3lich zu einer Reinnervation des diskonnektierten Zielmuskels mit
Wiederherstellung der Funktion [10]; dadurch wird eine anterograde neuronale Verletzung

verhindert.

A B C D

INJURY DEGENERATION REGENERATION

Abb. 1.1-2 Degeneration und Regeneration nach peripherer Nervenverletzung

(A) Normales Motoneuron, das verletzt wird. (B) Wallersche Degeneration: Die Schadigung des
Motoneurons fuhrt zur Auflosung des distalen Axons und Myelinscheiden. Schwann-Zellen vermehren
sich, Makrophagen dringen in das distale Nervensegment ein und bilden zusammen mit Fibroblasten,
extrazellularer Matrix und zahlreicher anderer Molekiile ein regenerationsforderndes Milieu. (C)
Schwann-Zellen reihen sich im distalen Segment als sogenannte Blingner-Bénder aneinander. Dabei
dient das aussprossende Axon als Leitschiene. (D) Das Motoneuron wurde erfolgreich regeneriert und
es kommt zur Reinnervation des diskonnektierten Zielmuskels mit Wiederherstellung der Funktion.

Quelle: Faroni, A.; Mobasseri, S. A.; Kingham, P. J.; Reid, A. J. (2015): Peripheral nerve regeneration:
experimental strategies and future perspectives. In: Adv Drug Deliv Rev 82-83, S. 160-167.
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In der Klinik verlaufen die Regenerationsprozesse jedoch nicht mit der bestméglichen
Effizienz, was zu einer unzureichenden funktionellen Wiederherstellung und neuropathischen
Schmerzen fuhrt. Aufgrund der schlechten intrinsischen Regenerationskapazitat reifer
Neuronen kamen DelllAnno und Strittmatter (2017) zum Schluss, dass Verletzungen von
Ruckenmarksneuronen nicht heilbar sind. Die medizinische Grundlagenforschung
konzentriert sich heutzutage daher auf ein besseres Verstandnis von entwicklungs- und
regenerationsbedingten zellulren Prozessen als Grundlage flr therapeutische Strategien,

die die Nervenregeneration verbessern kénnten.

1.2. Mitochondrien und ihre Rolle bei neuronaler Degeneration und Regeneration

Die Zellen des Nervensystems brauchen sehr viel Energie. Diese Energie wird von den
Mitochondrien bereitgestellt; sie sind das Kraftwerk der Zellen. In den Mitochondrien werden
Kohlenhydrate, Fette, Alkohole und Aminosauren abgebaut. Als Zwischenprodukt entsteht
dabei Acetyl-CoA, das in den Citrat-zyklus eingespeist wird. Die hier entstehenden Protonen,
gebunden an ihre Ubertragermolekiile NADH und FADH,, speisen die Atmungskette, in der
das ATP per oxidativer Phosphorylierung generiert wird.

Aufgrund der langen Nervenfortsatze im menschlichen Kérper ist die Distanz zwischen
Zellkdrper und dem Ziel im Rickenmark sehr grof3, z.B. bei den motorischen Nervenzellen
bis zu 80 cm, und die Energie wird weit weg vom Zellkdrper benétigt. Deshalb ist der
Transport der Mitochondrien ein entscheidender Faktor fir den ungestérten Energiehaushalt
der Nervenzellen und so auch fur die neuronale Entwicklung, Differenzierung und
Regeneration [95, 103, 106, 119, 120]. Anatomisch und funktionell unterliegen Neurone
somit einem Asymmetrie-Prinzip. Dazu gehért auch die flexible spatio-temporale
Heterogenitat der Mitochondrien [97]. Entsprechend den Anforderungen vermehren sich
Mitochondrien durch Wachstum und Sprossung, wobei ihre Anzahl dem jeweiligen
Energiebedarf der Zelle angepasst wird. Dabei kann die Anzahl der Mitochondrien pro
Nervenzelle zwischen 1000 und 6000 variieren. So ist der Wachstumskegel von sich

entwickelnden oder regenerierenden Nervenfortsatzen besonders reich an Mitochondrien.
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Mitochondrium Dendriten 1

Abb. 1.2-1 Darstellung eines Neurons

Schematische Darstellung von Mitochondrien, die in

Ursprungs- . e . .
FOS die Nervenfortsdtze einwandern, wo sie gebraucht

Retikulum,
kegel

Nissl-Substan

\ werden.
\ Neurofilamente
KIRRSSEOIENS DG N R Quelle: Tauchmedizin — Nervensystem. Springer,
Axon glattes ER Rusoke-Dierich O. (2017).

1.3 Cardiolipin, geséttigte und ungesattigte Fettsduren

Das mitochondriale Signatur-Phospholipid Cardiolipin (CL) ist ein Di-Phospholipid, das in der

inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist.

0 OH 0
H H Abb. 1.3-1 Strukturformel Cardiolipin
0= P——0—CHy~CH—CH,"0—P—0 Cardiolipin ist ein dimeres Phospholipid mit
einer charakteristischen Struktur und besteht
0 Q aus zwei Phosphatidsauremolekilen, die tber
| ‘ ein zentrales Glycerinmolekll verbunden sind.
0 CH, CH, 0
H | ‘ H Quelle: Vaz, F. M.; Houtkooper, R. H,;
Ri—C—0—=CH HC—0—C—R; Valianpour, F.; Barth, P. G.; Wanders, R. J.
| (2003): Only One Splice Variant of the Human
Ry—C—0—CH, H,C—0—C—R; TAZ Gene Encodes a Functional Protein with a
H H Role in Cardiolipin Metabolism. In: Journal of
0 0 Biological Chemistry 278 (44), S. 43089-
43094.

Fur ihre Funktion als Energielieferanten der Zelle benétigen Mitochondrien eine stark
gefaltete Membranstruktur, die mit Hilfe dieser speziellen Lipidmolekile gebildet wird. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass CL zytosolische Precursor-Proteine fiir den Import in
die Mitochondrien verankert [61] AufRerdem beeinflusst CL die Anordnung der
Proteinkomplexe in der Membran [100] und sorgen somit daftir, dass die Mitochondrien
richtig arbeiten, um die Zelle mit Energie beliefern zu kénnen. [77, 88, 89, 101]. Defekte in
der CL-Synthese fuihren dazu, dass die ATP-Produktion nicht mehr effektiv ablauft: Es
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entsteht weniger Energie. CLs interagieren au3erdem mit zahlreichen Proteinen und sind an
der Funktion und Stabilisierung mehrerer integraler Membranproteine beteiligt [82]. Daruber
hinaus sind CLs essenziell fur die Mitochondriendynamik [30, 46, 70]. CLs sind aul3erdem
bei der Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien beteiligt, was ein Signal fir die
Apoptose ist [66]. Aufgrund dieser vielféltigen Funktionen von CLs beeinflusst Ihre
Modifikation die Funktion von Mitochondrien im zentralen Nervensystem mit einer Vielzahl
von neurophysiologischen und neuropathologischen Wirkungen [11, 68, 91]. CLs besitzen
vier Fettsdurereste; im zentralen Nervensystem kommen hauptsachlich die Fettsduren
C16:0, C16:1, C18:1, C18:2, C20:4 und C22:6 vor [34, 53]. Michael-Titus und Priestley
(2014) berichteten, dass mehrfach ungesattigte Fettsduren spezifisch neuroentwickelnde
und neuroprotektive Wirkungen ausiben [21]. Auf der anderen Seite sind diese vielfach
ungesattigten Fettsauren ein potentes Target fir die Oxygenierung/Peroxidation und damit
ein Hochrisikofaktor fir die Generierung neuronaler Todessignale [2, 38].

f;’?;%? cytosol
g%é%ﬁé%m ;

Inter-membrane
space

=
-y
-
-
-
-

Abb. 1.3-2 Darstellung der Mitochondrienmembran

Cardiolipin (turkis) ist ein Phospholipid, das in der inneren Membran von Mitochondrien vorkommt. Sie
beeinflussen ihre Organisation und nehmen dadurch verschiedene Funktionen auf; unter anderem
Apoptose, Stabilisierung mehrerer integraler Membranproteine.

Quelle: Gonzalvez, F. The role of cardiolipin in the regulation of mitochondria-dependent apoptosis.
Diss. University of Glasgow, 2008

Ungesattigte Fettsduren sind Bestandteil unserer Nahrung und werden aus dieser
aufgenommen und in CL inkorporiert. Damit haben sie Einfluss auf die Funktionen der
Mitochondrien und so auch der Zelle [13, 52, 75]. Die meisten Diat-Empfehlungen
bescheinigen den ungesattigten Fettsauren einen positiven Einfluss auf unsere Gesundheit,
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wohingegen die gesattigten Fettsduren mit einem negativen Image zu kdmpfen haben [96].
Es gibt jedoch eine Reihe von Studien, die diese proklamierten negativen Einflisse auf Herz-
und Kreislauf nicht bestatigen konnten [16, 104]. Auch sind die gesattigten Fettsauren fur
einen reguldren Membranaufbau unabdingbar und das ganz besonders bei Neuronen, deren

Membrankomposition fiir die Nervenreizleitung bedeutsam ist [99].

1.4 NSC34-Zellen als Modell spinaler Motoneurone

Motoneurone sind Nervenzellen, die eine Muskelfasergruppe Uber die motorischen
Endplatten innervieren und so mit den innervierten Muskeln eine motorische Einheit bildet.
Uber die Dendriten erhalten sie Impulse von Interneuronen oder direkt von Neuronen des
primaren motorischen Kortex aus dem Gyrus praecentralis [112]. Ein in vitro-Modell fir die
Untersuchungen von Motoneuronen stellt die Zelllinie NSC34 dar. Sie ist ein Fusionsprodukt
aus embryonalen Maus-Motoneuronen-angereicherten priméaren Ruckenmarkszellen und
Maus-Neuroblastom-NG18TG2-Zellen [9]. Diese Zellen werden haufig in Studien zur
Physiologie von Motoneuronen verwendet, da sie typische morphologische und
physiologische Eigenschaften mit reifen primaren Motoneuronen teilen [9, 67, 73, 83]. Dazu
gehdren unter anderem das Neuritenwachstum, die Acetylcholinsynthese, das Generieren
von Aktionspotentialen und die Expression von Neurofilamenten [9]. Diese Eigenschaften
ermdglichen es, an dieser Zelllinie Neurotoxizitatstestungen sowie Studien zur Degeneration
und Regeneration von Motoneuronen durchzufiihren.

Bei entsprechender Kultivierung zeigen die NSC34-Zellen zwei unterschiedliche
Phanotypen: kleine, proliferierende, undifferenzierte Zellen und groRere, vielkernige,
nichtproliferierende Zellen [24]. Die neuronale Differenzierung der Zellen kann durch den
Einsatz eines speziellen Mediums beférdert werden. So wird das Verhdltnis der
kleinkalibrigen zur grof3kalibrigen Subpopulation positiv beeinflusst und ein Motoneuron-
ahnlicher Phanotyp gewéhrleistet. Allerdings ist die Beschrankung der Subkultivationsdauer
auf maximal 10 Tage ein groBer Nachteil der Zelllinie, besonders fur Entwicklungs- und
Regenerationsstudien. Bei Uberschreitung dieser Zeit I6sen sich die Zellen vom Untergrund

und werden somit unbrauchbar [20].
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2. Fragestellung

Eine Regeneration nach Schaden im peripheren Nervensystem ist grundséatzlich méglich. In
der Klinik ist dieser Regenerationsprozess bei Rickenmarksverletzungen jedoch oft
unvollstandig. Unsere Arbeitshypothese basierte auf der oben ausgefiihrten Rolle von
Mitochondrien und ihrem Signatur-Phospholipid Cardiolipin bei der Neurodifferenzierung und
-regeneration. Daraus leiteten wir ab, dass nach einer Beeinflussung des zellularen
Cardiolipin-/Fettsaurehaushaltes eine adaquate Auswirkung auf die komplexen Vorgange
wahrend der Regeneration der peripheren Nerven erwartet werden darf.
Ziel dieser Arbeit war somit die Charakterisierung von NSC34-Zellen wéahrend ihrer
spontanen und Medium-induzierten Differenzierung. Als Differenzierungsmarker dienten
Parameter des Neuritenwachstums und die Expression von Rezeptoren (NGFR p75, nAChR
a, IGFR la, PPAR q).
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:
e Gibt es quantitative und qualitative Veranderungen im zelluléaren Cardiolipinhaushalt?
o Erfolgt eine Umverteilung der freien zellularen Fettsduren als Ausdruck eines
veranderten Lipid-Metabolismus?
e Besteht eine Korrelation zwischen Differenzierung und bestimmten Cardiolipin-Spezies?
e Beeinflussen Fettsdurezusatze zum Medium Zellvitalitdt, Proliferation und
Differenzierung?

e Uber welchen Signalweg kénnte ein moglicher Einfluss der Fettsauren laufen?
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3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Chemikalien, Antikdrper, Materialien und Geréte

Alle Chemikalien, Antikdrper, Geréate, Plastik-, Glas- und Einwegmaterialien sind von den im
Anhang (> Kapitel 11, ab Seite 58) angegebenen Herstellern und Lieferanten bezogen,

soweit im Text nicht anders angegeben.

3.2. Kulturmedien

Alle Zellmedien wurden nach Standardprotokollen hergestellt.

Tab. 3.2-1 Kulturmedien

Bezeichnung Mediumgrundlage Zusatze
. . . FKS 1%
Differenzierungsmedium _
DMEM / Ham's F12 Ciprobay 1%
(DM) nach [43].
MEM-NEAA 1%
_ Normmedium 82 %
Kryomedium ]
steriles DMSO 18 %
DMEM D-Glucose 4,5 g/l
Normmedium (NM) no Glucose FKS 10 %
Pyruvat-frei Ciprobay 0,2%

3.3. Zellkultur

Zu Beginn eines jeden Experiments wurden die NSC34-Zellen aus einem eigenstandigen
Aliquot fur 7-10 Tage vorkultiviert. Die bis zu diesem Zeitpunkt bei -80 °C tiefgefrorenen
Zellen wurden zigig erwarmt, mit dem Normmedium (NM) verdiinnt und bei 360 g flr 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, die Zellen in 25 ml NM resuspendiert, in
eine Kulturflasche (75 cm?) Ubertragen und bei 37 °C in einer feuchten Atmosphare, die 5 %
CO; enthalt, inkubiert. Das Zellmedium wurde wahrend der Anzucht aller 2 Tage gewechselt
und die Zellen je nach Wachstumsstand jeden zweiten oder dritten Tag gesplittet. Hierzu
wurden 20 ml Zellmedium entfernt, und die Zellen mit den restlichen 5 ml mithilfe eines
Zellschabers vom Untergrund gel6st. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit dem NM
auf 50 ml erganzt, und auf zwei Kulturflaschen aufgeteilt.

Waren die Kulturen fir die Experimente ansatzbereit, wurden aus den Flaschen wieder
jeweils 20 ml Zellmedium entfernt, die Zellen mit den restlichen 5 ml mithilfe eines
Zellschabers vom Untergrund geldst und die Zellsuspensionen in ein Zentrifugenréhrchen

gesammelt. AnschlieBend wurde die Zellkonzentration mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer
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ermittelt und die Zellen in der gewtnschten Dichte in die Kulturbehéltnisse (je nach Bedarf

Schalen oder Flaschen) ausgesaét.

3.4. Anfertigen eines Aliquoten

Zur Konservierung expandierter Zellen wurden 20 ml Zellmedium aus den mit 25 ml
Zellmedium geflllten Kulturflaschen entfernt und die Zellen im verbleibenden Medium mittels
Zellschaber vom Untergrund gelost. Die Zellsuspensionen wurden dann in einem
Zentrifugenréhrchen gesammelt und bei 360 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen mit 100 % FKS resuspendiert, dann 1:1 mit Kryomedium (» Tab.
3.4-1) verdunnt, gut vermischt, auf Kryordhrchen aufgeteilt und bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.

3.5. Kulturregimen fir die Experimente

Alle Experimente wurden an DIV 3 und DIV 8 durchgefiihrt. Dabei war DIV 0 der Tag, an
dem die Kulturen aus der Vorinkubation in die Experimentiergefal3e Ubertragen wurden. Am
DIV 1 wurde das NM vollstdndig entfernt und je nach Kulturregime entweder NM oder
Differenzierungsmedium (DM) zugegeben. Die Kulturen wurden anschlieRend weiter
inkubiert. Am DIV 2 erfolgte eine Wachstumskontrolle. Fur die DIV 8-Gruppen wurde am DIV

5 nochmal ein Mediumwechsel mit dem jeweiligen Medium durchgefihrt (» Tab. 3.5-3.5-1).

Tab. 3.5-2 Behandlungsgruppen fur die NSC34-Zellexperimente

oIV Normmedium (NM) Differenzierungsmedium (DM)
DIV 3 DIV 8 DIV 3 DIV 8
0 Ausstreuen der Zellen in das NM.
Zelldichte = 20.000 Zellen/2 ml NM (9,6 cm2-Schale); 50.000/5 ml NM
(25 cm2-Flasche); 200.000/25 ml NM (75 cm2-Flasche)
L Vollstandiges Entfernen des Mediums und Zugabe von:
Normmedium Differenzierungsmedium
2 Wachstumskontrolle
3 Experimente Experimente
5 Mediumwechsel Mediumwechsel
8 Experimente Experimente
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3.6. Zellproliferationsanalyse

Die Zellproliferation wurde durch den Einsatz von Bromodesoxyuridin (» Abb. 3.6-1; BrdU)
analysiert, welches wahrend der Replikation der DNA in der S-Phase des Zellzyklus als
Thymidin-Derivat  eingebaut wird. AnschlieBend kann das eingebaute BrdU
immunhistochemisch im Zellkern nachgewiesen werden, die wahrend der BrdU-Exposition
die S-Phase ganz oder teilweise durchgelaufen haben.

O
HaCfLNH B NH
"o o N/&D | /K

OH OH

Abb. 3.6-1 Thymidin (links) und Bromodesoxyuridin (rechts)

Quellen: http://de.wikipedia.org/wiki/Thymidin
http://de.wikipedia.org/wiki/Bromdesoxyuridin

Dazu wurden 20.000 NSC34-Zellen in 2 ml NM/Schale ausgestreut und wie oben
beschrieben kultiviert. An DIV 3 bzw. DIV 8 wurde den Kulturschalen 1ul BrdU/ml Medium
(1:1000; insgesamt 2 pl) zugefihrt, die Schalen vorsichtig geschwenkt und fir 1 h im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Zellmedium vollstandig entfernt und die
Kulturen mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fir 30 min bei Raumtemperatur fixiert.
AnschlieRend wurden die Proben dreimal mit Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
gespilt und 1 h in 2 N Salzsaure (HCI) bei 37 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
Boratpuffer (pH = 8,5) und dreimaligem PBS-Spulen wurden die unspezifischen Bindungen
in den Kulturen mit FKS fur 30 min blockiert und anschliefend mit dem priméren
monoklonalen anti-BrdU-Antikdrper (Ratte; 1:100) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur
Detektion des Erstantikérpers wurden die Kulturen am néachsten Tag mit PBS + Triton X-100
(0.3 %) dreimal gespult, danach mit dem Alexa Fluor 540-konjugierten sekundéaren anti-
Ratten-Antikorper (rot-fluoreszierenden; 1:500) fur 3 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Nach einem weiteren Spulschritt mit PBS erfolgte eine Gegenfarbung der Zellkerne
mit dem blau-fluoreszierenden Diamidinophenylindol (DAPI; 15 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln). Danach wurde mit PBS gespult und die Kultur mit einem Deckglas versiegelt.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops Axiolmager.M1 unter 20-
facher VergrofRerung mit einem Objektiv des Typs Plan-Neofluar Fluoreszein/Rhodamine/

DAPI. Es wurden Aufnahmen von 5 Sichtfeldern je Schale gespeichert. Pro Sichtfeld wurde
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die Anzahl BrdU-positiver NSC34-Zellen im Verhéltnis zu den DAPI-positiven NSC34-Zellen
gestellt. Dieses Experiment wurde in 4 unabhangigen Ansatzen jeweils mit 2 Kulturschalen/
Regime durchgefinhrt.

3.7. Zellvitalitdtsanalyse

Mithilfe der Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung ist es ermoglicht, zwischen lebenden, aktiven
und toten, inaktiven NSC34-Zellen zu unterscheiden. Hierzu werden der Zellkultur zwei
Substanzen hinzugegeben, die von lebenden und toten Zellen unterschiedlich aufgenommen
bzw. verstoffwechselt werden und bei denen eine Fluoreszenz angeregt werden kann.
Fluoreszein-Diacetat (FD) wird in die lebenden Zellen aufgenommen, verstoffwechselt,
zuriickgehalten und fluoresziert grin. Propidiumjodid (P1) penetriert nur Zellen mit zerstorter
Zellmembran (tote Zellen), interkaliert mit DNA/RNA und fluoresziert rot.

Fur die Experimente wurden 20.000 NSC34-Zellen in 2 ml NM/Schale ausgestreut und wie
oben beschrieben kultiviert. An DIV 3 bzw. DIV 8 wurden die Kulturen mit jeweils 10 pl FD
und PI fir 10 min bei 37 °C inkubiert und nach einmaligem Spilen (PBS) zligig mit dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert (20-fache VergroRerung, Objektiv Plan-Neofluar
Fluoreszein/Rhodamine, Aufnahmen von 5 Sichtfeldern/Schale). Von jedem Sichtfeld wurde
die Anzahl Pl-gefarbter Zellen ins Verhaltnis zu der gesamten Zellzahl (PI+FD) gesetzt.
Dieses Experiment wurde in 4 unabhangigen Anséatzen mit je 2 Kulturschalen/Regime

durchgefhrt.

3.8. Charakterisierung der Zelldifferenzierung

Die Motoneuron-dhnlichen NSC34-Zellen exprimieren im Laufe ihres
Differenzierungsprozesses speziellen Rezeptoren und haben die Fahigkeit, Fortsatze

auszubilden. Diese Differenzierungsmarker wurden analysiert.

3.8.1 Neuritenanalyse

Die Fahigkeit der Neuritenbildung wurde bei den NSC34-Zellen bei unterschiedlichen
Kulturregimen untersucht. Dazu wurden die NSC34-Zellen nach dem Behandlungsschema
aus Tab 3.1-1 behandelt. Am DIV 0 wurden die Zellen in einer Dichte von 50.000 Zellen/5 ml
in 25 cm?Kulturflasche angezichtet. Durch Zugabe von DM am DIV 1 wurde das
Differenzierungsprozess bzw. der Neuritenwachstum unterstiitzt. Die Kontrollgruppe verblieb
unter NM.

Zur Datengewinnung wurde am DIV 3 mit einem inversen Phasenkontrastmikroskop DMI

3000 in 20-facher VergrofRerung eine Fotodokumentation von den Kulturen vorgenommen.
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Danach wurden die Zellen weiter inkubiert. Am DIV 5 erfolgte eine Mediumauffrischung und
am DIV 8 eine erneute Fotodokumentation. Wieder wurden Bilder von 5 Sichtfeldern pro
Kulturflasche aufgenommen und 50 Zellen pro Sichtfeld unter Verwendung von ImageJ
(Version 1,46; http:/rsb.web.nih.gov/ij/) analysiert. Folgende Neuritenparameter wurden
erfasst:

1) der Prozentsatz von Neuriten-tragenden Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl,

2) die mittlere Neuritenanzahl pro Neuriten-tragender Zelle;

3) die mittlere Neuritenlénge;

4) die durchschnittliche Lange des langsten Neurites.
Die Neuritenldngen wurden mit dem Werkzeug ,segmentierte Linie“ manuell ausgemessen.
Dieses Experiment wurde in 3 unabhangigen Ansatzen mit je 2 Flaschen/Regime

durchgefhrt.

Tab. 3.8-1 Behandlungsschema flr die Neuritenanalyse

DIV Normmedium (NM) Differenzierungsmedium (DM)

Ausstreuen der Zellen in das Normmedium
Zelldichte = 50.000/5 ml NM (25 cmz2-Flasche)

Vollstéandiges Entfernen des Zellmediums und Zugabe von:

. Normmedium Differenzierungsmedium
3 Fotodokumentation und Weiterinkukation

5 Mediumwechsel

8 Fotodokumentation

3.8.2 Rezeptoren-Besatz

Als weiterer (unabhangiger) Differenzierungsmarker wurde das Expressionsmuster spezieller
Rezeptoren der Motoneuron-dhnlichen NSC34-Zellen qualitativ mittels Immunhistochemie
evaluiert. Analysieret wurde die Expression der Rezeptoren fur NGF (nerve growth factor)
ACh (Acetyl-Cholin) und IGF1 (insulin like growth factor) sowie den a-Subtyp des PPA-
Rezeptors (peroxisome proliferator-activated receptors).

Hierfir wurden die NSC34-Zellen mit einer Dichte von 20.000 Zellen/Schale kultiviert. Wie
dem Behandlungsschema aus Tab 3.1-1 zu entnehmen ist, fihrten wir am DIV 3 und DIV 8
die immunhistochemischen Farbungen durch.

Dafur wurden die Kulturen in 4 % PFA far 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach

einmaligem PBS-Spilen wurden die unspezifischen Bindungen mit FKS fir 30 min blockiert.
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Daran schloss sich die Inkubation mit dem jeweiligen primaren Antikdrper (anti-NGF-R p75
(1:2000); anti-nACh-R a (nikotinerg; 1:500); anti-IGF1-R a (1:100) und PPAR a (1:250) Uber
Nacht bei -4 °C an. Zur Zellmarkierung erfolgte eine Ko-Farbung mit dem monoklonalen anti-
pan-NF (Neurofilament) Antikbrper SMI 311 (1:1000). Am nachsten Tag wurden die Kulturen
nach dreimaligen Spulen mit PBS/Triton X-100 (0.3 %) mit den entsprechenden sekundaren
Antikorpern fur 3 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert: Alexa Fluor 540-konjugierter
Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (rot-fluoreszierenden; 1:500); Alexa Fluor 488—konjugierter
Ziege-anti-Maus-Antikdrper (grun-fluoreszierend; 1:500). Nach einem weiteren Spilschritt
mit PBS erfolgte wiederum eine Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau-fluoreszierend).
Nach Spulung mit PBS wurden die Kulturen mit einem Deckglas versiegelt.

Die Auswertung erfolgte wiederum am Axiolmager.M1. Diesmal wurde die
Fotodokumentation mit 40-facher VergroRerung durchgefuhrt. Es wurden Bilder von 3
Sichtfeldern/Schale aufgenommen. Fir jeden Rezeptor-Typ wurde dieser Versuch 3 Mal
unabhéngig voneinander durchgefihrt. Pro Versuch zichteten wir pro Behandlungsgruppe

jeweils 2 Kulturschalen an.

3.9 Visualisierung der Mitochondrien

Wir untersuchten die zytoplasmatische Verteilung der Mitochondrien in den NSC34-Zellen.
Hierzu nutzten wir eine Kombinationsfarbung aus Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und
Phalloidin. Die PDH ist ein Enzym, welches in den Mitochondrien zu finden ist und Phalloidin
eine Substanz, die eine hohe Affinitdt zum filamentdsen (F-)Aktin hat und fluoreszenz-
histochemisch nachgewiesen werden kann.

Auch diese Versuche wurden mit einem Ansatz von 20.000 Zellen/Schale durchgefihrt. Die
Kulturen wurden wie in Tab 3.1-1 beschrieben behandelt. Am DIV 3 bzw. DIV 8 wurden sie in
4 % PFA fur 30 min bei Raumtemperatur fixiert, danach einmal mit PBS gespult und
anschlieBend mit FKS fur 30 min blockiert. Es schloss sich die Inkubation mit dem priméren
Kaninchen-anti-PDH E1 a-Antikoérper (polyklonal, 1:1000) tber Nacht bei -4 °C an. Am
nachsten Tag erfolgte die Inkubation mit dem Alexa Fluor 540-konjugierten sekundaren anti-
Ratten-Antikdrper (rot-fluoreszierenden; 1:500). Nach einem weiteren Spllschritt (PBS)
wurden die Kulturen zur Zytoskelett-Markierung mit Alexa Fluor 488-konjugiertem Phalloidin
(5 pl einer Methanol-Lésung in 200 ul PBS + 1 % FKS; 20 min, Raumtemperatur; grin-
fluoreszierend) inkubiert. Wieder schlossen sich eine DAPI-Gegenfarbung und die
Versiegelung mit einem Deckglas an. Die Farbungen wurden mit dem Axiolmager.M1 bei 40-
facher VergroRerung qualitativ analysiert. Dieses Experiment wurde in 3 unabhangigen
Ansétzen mit je 2 Kulturschalen pro Behandlungsgruppe durchgefiihrt.
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3.10 Cardiolipin- und Fettsaure-Bestimmung

3.10.1 Cardiolipin-Bestimmung

Die Bestimmungen des CL- und Fettsaure-Haushaltes der NSC34-Zellen erfolgte im Labor
von Professor Lorenz Schild (Abteilung Pathobiochemie, Institut fur Klinische Chemie und
Pathobiochemie).
Dazu wurden am DIV 0 200 000 NSC34-Zellen in 25 ml Medium (NM und DM) je 75 cm?-
Kulturflasche ausgestreut. Am DIV 3 bzw. DIV 8 wurde aus den ansatzbereiten
Kulturflaschen das Zellmedium vollstandig entfernt, und jeweils 1 ml PBS hinzugegeben.
AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Untergrund geldst und die
Zellsuspension in einem 2 ml-Reaktionsgefald gesammelt. Die Proben wurden nun fur 3 min
bei 360 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden bis zur Messung
bei -20 °C gelagert.
Um gleiche experimentelle Bedingungen fir die jeweiligen Zellanséatze zu gewahrleisten,
musste zuerst der Proteingehalt jeder Probe ermittelt werden. Dazu wurden die aufgetauten
Zellpellets in 1 % Dodecylsulfat (mit 0,1M NaOH) resuspendiert und der Proteingehalt nach
der Methode von Lowry [64] bestimmt, wobei Kéalberserum-Albumin als Standard verwendet
wurde.
Fur die Charakterisierung des CL-Haushaltes kam die Massenspektrometrie zum Einsatz.
Dazu wurden die aufgetauten Proben in 360 pl PBS resuspendiert. 100 pl dieser
Zellsuspension wurden mit 25 ng Tetra-Myristoyl-CL ((C14:0),, interner Standard) und 4,2 ml
Chloroform/Methanol (2/1, v/v, 0.05 % Butyl-Hydroxy-Toluol enthaltend) vermischt. Lipid- und
wassrige Phase konnten durch Zugabe von 800 yl 0.01 M HCI, gefolgt von rigorosem
Schitteln und Zentrifugation separiert werden. Die untere Phase enthielt die Lipide. Sie
wurde getrocknet und durch Zugabe von 2 ml Methanol, 1 ml Chloroform und 1 ml 0,1 M HCI
weiter aufgearbeitet. Die Chloroform/Methanol-Phase enthielt das CL. Es schloss sich eine
weitere Trocknung und Resuspendierung in 0,8 ml Chloroform/Methanol/Wasser (50/45/5,
viviv) an. Danach wurden die Proben durch 0,2 um PTFE-Membranen gefiltert und standen
nun fur die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)-Massenspektrometrie zur
Verfiigung. Dazu wurde ein TSQ Quantum Discovery Max Instrument im ESI-Modus
verwendet. Das HPLC-System bestand aus einer “Surveyor MS quaternary narrow bore”-
Pumpe mit einem integrierten Vakuum-Entgaser und einem Autosampler. Es wurden 10 pl
der jeweiligen Probe injiziert. CL wurde mit einer LiChroCart-Saule (125 mm x 2 mm; 5 um
Partikel-Durchmesser) und einem linearen Gradienten zwischen Chloroform (L6sung A) und
Methanol/Wasser (9:1, v/v; Lésung B) getrennt.
Alle Loésungen enthielten 25 % wassrige Ammoniak-Lésung (0,1 ml/l). Es gab folgende
Gradienten: 0 — 0,2 min 92 % LOsung A, 8 % Losung B; 0,2 — 4,5 min 92-30 % Ldsung A, 8
— 70 % Losung B; 4.5 — 6 min 30% Losung A, 70 % Losung B; 6 — 6,5 min 30 — 92 %
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Lésung A, 70 — 8% Losung B; 6,5 — 11 min 92% Losung A, 8% Losung B. Die
Durchflussrate betrug 200 pl/min. Das Eluat 0,3 - 6min wurde ins Spektrometer
eingegeben. Nitrogen kam als Verneblungsgas und Argon als Kollisionsgas bei einem
Druck von 1,5 mTorr zum Einsatz. Die Kollisionsenergie betrug 36 eV. Die molekularen CL-
Spezies und der interne Standard (m/z 619,6) wurden durch entsprechende
Massentransfer-Reaktionen bestimmt. Die Menge der molekularen CL-Spezies wurde in
Relation zum Gehalt an (C18:2),-CL des CL-Standards gesetzt. So konnte der Gesamt-CL-
Gehalt rechnerisch ermittelt werden. Weiterhin wurde die Menge des oxidierten CL
((C18:2)s/Monohydroxylinoley-CL) als Ubergang von m/z 731,6 zu m/z 279,2 (Linols&aure)
erfasst und in Relation zu (C18:2),-CL + (C18:2)s/Monohydroxylinoley-CL prozentual
angegeben.

Basierend auf dem erwarteten Gehalt und der Komposition der molekularen CL-Spezies
wurde der Gehalt der inkorporierten Fettsduren kalkuliert, indem der Gehalt der einzelnen
Fettsdure aller CL-Spezies summiert wurde. Alle methodischen Schritte sind ausfihrlich
beschrieben in (Martens et al. 2015).

3.10.2 Bestimmung der freien zelluldren Fettsauren

Der Gehalt freier Fettsduren in den NSC34-Zellen wurde durch Analyse ihrer Methylester mit
Hilfe der Gaschromatographie (GC) bestimmt [86]. Dazu wurden 100 pl der Zellsuspension
mit 20 pl Heptadecasaure (20 pg in Ethylacetat; interner Standard) vermischt. Zu diesem
Homogenat wurden nun 900 pl Wasser und 1980 ul Ethylacetat dazugegeben, gut vermischt
und fir 5 min bei 2500 g zentrifugiert. Die so separierte obere Schicht wurde in ein
Reagenzglas Ubergehoben. Zur verbleibenden wassrigen Phase wurde 1 ml Ethylacetat
dazugegeben. Wieder wurde alles gut vermischt und danach bei gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Anschlielend wurde die organische Schicht unter Stickstoffzufuhr verdampft.
Nach Entfernung aller wasserloslichen Bestandteile aus dem Zellpellet konnte das
Lipidextrakt aufgearbeitet werden. Es wurden 500 ul Boron Trifluorid-Methanol-Losung (14
%) zu den getrockneten Lipiden addiert und fur 30 min bei 60 °C inkubiert. Nach einer
Abklhlphase kamen noch 500 ul Wasser und 1ml n-Hexan dazu, alles wurde wieder gut
vermischt, zentrifugiert und die n-Hexan-Schicht fir die Weiterverarbeitung abgenommen,
getrocknet und erneut in 100 pl n-Hexan resuspendiert. Von der so gewonnenen Suspension
wurde 1 pl auf eine CP-WAX 58 (Lowry) Saule (innerer Durchmesser 25 m x 0,32 mm)
aufgetragen und bei einem Temperaturgradienten von 120 - 250 °C/min vermessen, wobei
ein lonisationsdetektor GC 3800 das Signal generierte. Die Bestimmung der Fettsdure-
Gehalte in pg/mg Protein erfolgte anhand von Eichkurven mit entsprechenden
Standardlosungen. AbschlieRend wurden die jeweiligen prozentualen Anteile an der

Gesamtmenge der freien Fettsduren bestimmt.
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Alle Messung wurde insgesamt in 3 unabhéngigen Ansétzen jeweils mit 6 Kulturflaschen pro

Regime durchgefuhrt. Die Ergebnisse eines jeden Ansatzes wurden gemittelt.

3.11 Intervention mit Olsdure (OA) und Palmitinsaure (PA)

Nachdem eine lineare Regressionsanalyse eine gute Korrelation zwischen den CL-Spezies
(C18:1)3/C16:0 und (C18:1),/(C16:0), und den Neuritenparametern zeigte, wurde eine Proof-
of-Principle-Studie durchgefuhrt. Dazu wurden die beiden Fettsduren Palmitin- (PA, C16:0)
und Olsaure (OA, C18:1) als freie Fettsauren allein und in Kombination zum Kulturmedium
addiert.

Unbehandelte und Methanol-behandelte Kulturen wurden als Kontrolle mitgefuhrt. Methanol
fungierte als Losungsmittel fur die Fettsauren, um eine 1, 10 und 100 uM Stammlésung bzw.
je 10 uM fur die Kombination OA/PA zu erhalten. Wir streuten fir jede Behandlungsgruppe
50.000 NSC34-Zellen in 5 ml NM oder DM/25 cm?-Flasche aus. Am DIV 1 und DIV 5 erfolgte
ein  Mediumwechsel unter Zugabe der jeweiligen Fettsduren in der gewlnschten
Konzentration bzw. Methanol.

Es schlossen sich alle bereits beschriebenen Parameteranalysen (Zellproliferationsanalyse,
Vitalitdtsanalyse, Neuritenanalyse, immunhistochemische Visualisierung der Rezeptoren) an.
Auch diese Experimente wurden in 3 unabhangigen Versuchen jeweils mit 2 Flaschen bzw.

Schalen durchgeftihrt.

Tab. 3.11-1 Behandlungsschema fiir die Fettsaure-Intervention

DIV OA PA OA/PA

0 Ausstreuen der Zellen in das Normmedium
Zelldichte = 50.000 je 5 ml NM (25 cm2-Flasche)

Vollstandiges Entfernen des Zellmediums und Zugabe von:

1 NM |+ Met |+ 1 puM [+ 10 uM [+ 100 puM| NM |+ Met |+ 1 uM [+ 10 puM|+ 100 puM +1100Mu|\|/\|/|/
+ 10 pM/
DM |+ Met|+ 1 puM|+ 10 pM|[+ 100 pM| DM |+ Met |+ 1 pM|+ 10 pM|+ 100 uM 10 uM
3 Fotodokumentation
5 Mediumwechsel und Behandlung wie am DIV 1
8 Fotodokumentation
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3.12 Statistik

Fur die statistische Auswertung kam die Graph Pad Prism 6 Software zum Einsatz. Die
Daten wurden als Mittelwert + SD/SEM ausgegeben und mit dem nicht-parametrischen
Kruskal-Wallis Test oder der ANOVA-Varianzanalyse, gefolgt vom Dunn’s-Post-hoc-Test,

analysiert.

3.13 Verwendete Software

Tab. 3.13-1 Verwendete Software

Beschreibung Programm und Hersteller

Leica LAS AF 2.6.0.7266, Leica
Microsystems CMS GmbH, Mannheim

AxioVision Rel. 4.8, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena

Mikroskopsoftware

Bildverarbeitung ImageJ, NIH (Wayne Rasband), USA

GraphPad Prism 6, Graphpad Software Inc,

Statistische Analyse USA

Microsoft Word 2007, Microsoft Corporation,

Textverarbeitung Redmond. USA

Microsoft Excel 2007, Microsoft Corporation,

Tabellenkalkulation Redmond, USA
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4. Ergebnisse

4.1 Zellproliferationsanalyse

Bei NSC34-Zellen handelt es sich um eine murine Hybridzelllinie aus Motoneuron-
angereicherten primaren RiUckenmarkszellen und Neuroblastomzellen, die sich im
Gegensatz zu postmitotischen Motoneuronen vermehren kdénnen. Die BrdU-Farbung wurde
verwendet, um die Zellproliferation zu analysieren. Die quantitativen Ergebnisse sind in Abb.
4.1-1 dargestellt. Abb. 4.1-2 zeigt exemplarisch die dazu passenden Fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen.

An DIV 3 betrug die mittlere Proliferationsrate in der NM-Gruppe 45 %. Nach 8 Tagen
Kultivierung (DIV 8) war eine signifikante Reduktion der Proliferation zu verzeichnen. Die
DM-indizierte  Zelldifferenzierung geht mit einer signifikanten Verringerung der
Proliferationsraten an DIV 3 einher, wahrend an DIV 8 kein signifikanter Unterschied zum
NM nachweisbar war. Die mikroskopische Beurteilung der BrdU-positiven NSC34-Zellen

zeigte einen undifferenzierten Phanotyp.

Zellproliferationsanalyse
NSC-34-Zellen (n=8)

Fkk

60 - Fekk

*kk k%%

.8

i .

NM3d NMS8d DM3d DM8d

Proliferationsrate in

Abb. 4.1-1 Zellproliferationsanalyse

Darstellung des Verhaltnisses BrdU-positiver NSC34-Zellen zur Gesamtzahl NSC34-Zellen in %
(Mittelwerte + Standardabweichung, n=8). Post-Hoc-Vergleichsteste zeigten signifikante Unterschiede
zwischen NM DIV 3 und NM DIV 8: ***p < 0,001; zwischen DM DIV 3 und DM DIV 8: ***p < 0,001;
zwischen NM und DM am selben DIV: *p < 0,05.
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NM DM
- 200 um

Abb. 4.1-2 Reprasentative Bilder der BrdU-Zellproliferationsanalyse

DIV 3

DIV 8

Die BrdU-Immunfarbung (rot) der Zellkerne zeigt mitotisch aktive NSC34-Zellen. Diese wurden gezahlt
und zu der durch DAPI-Farbung (blau) ermittelten Gesamtzellzahl in Beziehung gesetzt. Die
Verwendung von DM reduzierte die Proliferationsrate signifikant. Dartber hinaus nimmt in beiden
Medien die Proliferationsrate mit zunehmender Kultivierungszeit signifikant ab.

4.2 Zellvitalitatsanalyse

Die Zellvitalitat wurde mittels Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung ermittelt. Die Quantifizierung
ist in Abb. 4.2-1 dargestellt. Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen zeigt Abb. 4.2-2.

Die Vitalfarbung ergab fur NM-Kulturen an DIV 3 verstreute tote Zellen. An DIV 8 war eine
signifikante Reduzierung der Anzahl an toten Zellen zu vermerken. Bei Verwendung von DM
waren keine signifikanten Unterschiede zu NM-Kulturen nachweisbar, aber die Tendenz zur

Abnahme der Anzahl an toten Zellen Uber die Zeit war starker als bei NM.

Zellvitalitatsanalyse
NSC-34-Zellen (n=8)

8- I —————
[}
% 1
it il
2 Il
=c,
=Jo
o
> 2]
0..

NM 3d NM 8d DM 3d DM 8d

Abb. 4.2-1 Zellvitalitatsanalyse

Vitalitatsrate Propidiumjodid-positiver NSC34-Zellen zur Gesamtzahl NSC34-Zellen in % (Mittelwerte +
Standardabweichung, n=8). Post-Hoc-Vergleichstests zeigen signifikante Unterschiede zwischen NM
DIV 3 und NM DIV 8: *p < 0,05; zwischen DM DIV 3 und DM DIV 8: *p < 0,05.
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DIV 3

DIV 8

Abb. 4.2-2 Reprasentative Bilder der Zellvitalitatsanalyse

Die Vitalfarbung mit Fluoresceindiacetat (grtin) und Propidiumjodid (rot) zeigt in beiden verwendeten
Medien und zu beiden Kulturzeiten nur wenige tote Zellen. Die Verwendung von DM zeigt keine
signifikanten Unterschiede zu den NM-Kulturen.

4.3 Charakterisierung der Zelldifferenzierung

Wichtige Differenzierungsmarker von Motoneuronen sind die Bildung von Neuriten und die
Expression von speziellen Rezeptoren. Diese wurden bei den Motoneuron-ahnlichen
NSC34-Zellen analysiert.

4.3.1 Neuritenanalyse

Die Ausbhildung von Neuriten ist im Regenerationsprozess von Motoneuronen unabdingbar.
Um dieses Verhalten zu analysieren, untersuchten wir bei den Motoneuron-ahnlichen
NSC34-Zellen die Fahigkeit zur Ausbildung von Fortsatzen. Der Prozentsatz von Neuriten-
tragenden Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl, die mittlere Neuritenanzahl pro Neuriten-
tragender Zelle und die durchschnittliche Lange des langsten Neuriten charakterisierten die
Ausbildung und das Wachstum der Neurite.

Als erster Neuritenparameter ermittelte ich die Konzentration an Neuriten-tragenden Zellen
(™ Abb. 4.3-1). An DIV 3 hatten ca. 25% der NSC34-Zellen in NM mindestens einen Neurit.
Diese Zahl nahm mit der Kulturzeit zu. Die Verwendung von DM flhrte ebenfalls zu einer
hoheren Konzentration an Neuriten-tragenden NSC34-Zellen. Im Vergleich zum NM hatten
an DIV 3 deutlich mehr NSC34-Zellen mindestens einen Neurit. Auch hier war eine Zunahme
dieser Zahl mit der der Zeit zu verzeichnen. An DIV 8 gab es einen signifikanten Unterschied
zu der Gruppe NM DIV 3 (p < 0,05).
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Abb. 4.3-1 Anzahl an Neuriten-tragenden Zellen

Neuriten-tragende Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl in % (Mittelwerte = Standardabweichung,
n=6). Post-Hoc-Vergleichsteste zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen NM DIV 3 und DM
DIV 8: *p < 0,05

Auch die durchschnittliche Neuritenzahl pro Neuriten-tragende Zellen (» Abb. 4.3-2) wurde
von der Art des Kulturmediums und der Kulturzeit beeinflusst. Unabhangig vom Medium war
an DIV 3 schon ein Neuritenwachstum bei jeder Zelle sichtbar. In NM nahm die Anzahl der
Neurite pro Zelle mit der Kulturzeit leicht zu. DM verbesserte dieses Verhalten signifikant (p <
0,05).

Neuriten/Zelle

3 A * k%

NM 3d NM 8d DM 3d DM 8d

Abb. 4.3-2 Mittlere Neuritenanzahl

Anzahl an Neuriten pro Neuriten-tragende Zelle (Mittelwerte + Standardabweichung, n=6). Post-Hoc-
Vergleichsteste zeigten signifikante Unterschiede zwischen NM DIV 8 und DM DIV 8: *p < 0,01;
zwischen DM DIV 3 und DM DIV 8: *p < 0,05.
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Die durchschnittliche Lange des langsten Neuriten pro Zelle (™ Abb. 4.3-3) blieben im NM
relativ konstant tber die Kulturzeit. Die Applikation von DM zeigte langeren Neuriten. Im DM
nahm die Lange des langsten Neuriten auch noch mit zunehmender Kulturzeit signifikant zu
(p <0,05).

langster Neurit

Fk

Ldange (pm)

NM 3d NM 8d DM 3d DM 8d

Abb. 4.3-3 Lange des langsten Neuriten

Durchschnittliche Lange des langsten Neuriten/Zelle (Mittelwerte + Standardabweichung, n=6). Post-
Hoc-Vergleichsteste zeigten signifikante Unterschiede zwischen DM/DIV 3 und DM/DIV 8: *p < 0,05;
zwischen NM DIV 3 und DM DIV 8: **p < 0,01.

NM

DM

Abb. 4.3-4 Zellfortsatze NSC34-Zellen

Reprasentative Phasenkontrast-Aufnahmen. Im Vergleich zur NM-Gruppe fiihrte der Einsatz von DM
zu verbesserter Neuritenausbildung (Steigerung der Neuritenlange, Bildung neuer Neurite). Skalierung
=100 pm.
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Aus der Kombination der drei Parameter der Neuritenanalyse ergibt sich, dass NSC34-Zellen
im NM und damit per se differenzieren und dass die Differenzierung (Neuritenwachstum)
durch DM stark unterstiitzt wurde (» Abb. 4.3-4).

4.3.2 Rezeptorbesatz - Immunhistochemische Visualisierung

Die Analyse der Zelldifferenzierung wurde durch die immunhistochemische Visualisierung
von speziellen Rezeptoren als unabhangiges Kriterium ergénzt. Wir analysierten die
Expression des nicotinergen Acethylcholin-Rezeptors (nAChR) a, des NGF p75-Rezeptors,
des IGF1 a-Rezeptors und des PPA-Rezeptors a.

Normalmedium Differenzierungsmedium
DIV3 DIV3 DIV 8

nACh-Rezeptor a

IGF | a-Rezeptor NGF p75-Rzeptor

PPA a-Rezeptor

Abb. 4.3-5 Reprasentative Mikrofotografie zur Rezeptorexpression

Die Zellen wurden mit SMI 311 (griin) gegengefarbt, die Kerne mit DAPI (blau) markiert; die jeweiligen
Rezeptoren fluoreszieren rot. Die Skalierung = 50 pm gilt fiir alle Bilder. Der Pfeil in P zeigt die
Translokation des fluoreszenz-Signals in den Zellkern.
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NSC34-Zellen exprimierten nAChR a, NGFR p75, und PPAR a unter Normbedingungen
(NM) nachweislich, aber in unterschiedlicher Starke. Die nAChR waren im NM von
Kulturbeginn an ausgebildet ohne das eine Verdnderung Uber die Kultivierungszeit zu
verzeichnen war (» Abb. 4.3-5 A, B). Im DM nahm die Expression mit der Differenzierung
eher ab (» Abb. 4.3-5 C, D). Der NGFR p75 war im NM nur sparlich exprimiert (» Abb.
4.3-5 E, F). Im Gegensatz dazu war er im DM auf solidem Niveau stabil nachweisbar (»
Abb. 4.3-5 G, H). Der IGFR I- a war in beiden Medien nicht nachweisbar (» Abb. 4.3-5 I-L).
PPAR a konnten immer nachgewiesen werden, allerdings immer nur in einem Teil von
NSC34-Zellen (» Abb. 4.3-5 M-P). Wahrend der Differenzierung wanderte die intensive
Rezeptor-Fluoreszenz aus dem Zytoplasma zur Zellkern-AuRenmembran und wurde

teilweise auch in den Zellkern transloziert (™ Einsatz in Abb. 4.3-5 P).

4.4 Visualisierung der Mitochondrien

Zur Visualisierung der Mitochondrien und ihrer Verteilung in NSC34-Zellen wurde das
Mitochondrien-Markerprotein Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) in Kombination mit einer
Phalloidin-Farbung verwendet, die auf das zellulare Zytoskelettelement F-Actin in neuronalen
Dendriten einschlie3lich des Wachstumskegels hinwies. Eine gro3e Menge Mitochondrien

wurde im Zytoplasma nahe dem Kern lokalisiert (» Pfeile in Abb. 4.4-1 A, B, C).

Normalmedium Differenzierungsmedium

DIV3

DIV 8

Abb. 4.4-1 Reprasentative Mikrofotografie zur Mitochondriendarstellung

Die Ko-Farbung mit PDH (rot) und Phalloidin (griin) zeigt eine kernnahe zytoplasmatische Lokalisation
der Mitochondrien (Pfeile). Die endogene Zelldifferenzierung (B, NM DIV 8 und C, DM DIV 3) fuhrt zur
Lokalisierung von Mitochondrien in den Phalloidin-positiven Lamellipodia (Pfeilspitzen). In hoéher
differenzierten Zellen (DM DIV 8) finden sich Mitochondrien in den Filopodia (kurze Pfeile in D).
Nukleare Gegenfarbung mit DAPI (blau).
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In Stadien der partiellen Zelldifferenzierung (NM, DIV 8 und DM, DIV 3) wurden
Mitochondrien zusatzlich im Phalloidin-exprimierenden Lamellipodia lokalisiert (» Pfeilspitzen
in Abb. 4.4-1 B, C). Mit fortschreitender Differenzierung war ihre betrachtliche Zunahme

sowie ihre Abwanderung in die Filopodia bemerkenswert (» kurze Pfeile in Abb. 4.4-1 D).

4.5 Cardiolipin-Bestimmung

Die Medium- und Kulturzeit-abhangigen Beziehung zwischen Zelldifferenzierung und
NSC34-Zellen sind in P Tab. 4.5-1 dargestellt. Mit
fortschreitender Zelldifferenzierung nahmen die Konzentrationen der meisten CL-Spezies ab.
Lediglich die Konzentrationen von (C18:1)5/C16:0 und (C18:1),/(C16:0), waren signifikant

molekularer CL-Spezies in

erhoht (»Abb. 4.5-1).

CL-Spezies NM; DIV 3 NM; DIV 8 DM; DIV 3 DM; DIV 8
(C18:2)4 01.99 + 0.327#*+* 01.54 + 0.13"*# 02.12 £ 0.26** 00.61 £0.10
(C18:2)s/C18:1 05.56 + 0.66**/#* 03.49 + 0.47% 03.62 + 0.45** 01.94 +0.22
(C18:2)2/(C18:1)2 09.58 + 0.74*x+/#+++ 06.25 + 0.53 06.79 + 0.38* 05.71 + 0.63
C18:2/C18:1/(C16:0)2 00.67 £ 0.08" 00.80 + 0.07%# 00.66 + 0.09** 00.44 £ 0.04
(C18:1)2/(C16:0)2 14.61 + 3.54"* 17.52 + 1.48% 18.07 + 1.34* 22.61 + 4.53
(C18:2)3/C16:1 02.92 + 0.47" 02.14 + 0.23%# 02.89 £ 0.31*** 01.04 £0.16
(C18:2)./C18:1/C16:1 09.74 + 0.95%/*+* 07.71 + 0.94% 07.20 + 0.79* 05.61 + 0.69
0. (C18:2)3/C16:0

(C18:1)2/C18:2/C16:1 0. |11.95 + 0.73"+* 10.48 + 0.62% 11.01 + 0.87** 07.89+0.71
(C18:2)2/C18:1/C16:0

(C18:1)2/C18:2/C16:0 03.62 £ 0.21" 03.32 + 0.12% 03.20 £ 0.43* 02.05 £ 0.09
(C18:1)3/C16:0 21.96 + 1.36*/**+ 31.60 + 2.63* 30.12 £ 1.57** 41.33 £ 2.53
(C18:1)2/(C18:3)2 03.53+0.15"** 03.23 + 0.14% 03.32 + 0.24*** 01.57 +0.22
(C18:1)s/C18:2 07.41 + 0.38+*/#il++ 06.07 £ 0.26 06.29 £ 0.25 05.68 + 0.64
(C18:2)3/C20:4 00.68 + 0.09"/*+ 00.50 + 0.04* 00.44 + 0.07 00.29 + 0.08
(C18:2)3/C20:3 o. 01.09 + 0.16™#+++ 00.78 + 0.07%# 00.69 £0.15 00.45+0.14
(C18:2)2/C18:1/C20:4

(C18:2)3/C20:2 o. 01.71 + 0.19*/###+++ 01.21 + 0.09* 01.04 +0.19 00.76 + 0.11
(C18:2)2/C18:1/C20:3

(C18:2)2/C18:1/C20:2 01.79 + 0.09"##+++ 01.49 + 0.11%# 01.23+£0.13 01.07 £ 0.16
(C18:2)3/C20:0 o. 01.07 + 0.08%# 01.10+£0.08 00.86 £ 0.09* 01.57+£0.21
(C18:1)2/C18:2/C20:2

C22:6/(C18:2)3 00.07 £0.01 00.08 + 0.03*# 00.09 £ 0.02*** 00.05 £ 0.02
C22:6/(C18:2)2/C18:1 00.09 £ 0.01 00.05+£0.01 00.14 £ 0.08 00.08 £ 0.03

Tab. 4.5-1 Medium-/Kulturzeit-abhéangige Profile von CL-Spezies

Angaben in % des Gesamt-CL. Post-Hoc-Tests zeigten signifikante Unterschiede zwischen DIV 3 und
DIV 8 innerhalb desselben Mediums: ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05; zwischen NM und DM am
selben DIV: ##p < 0,001; #p < 0,01; #p < 0,05 und zwischen NM DIV 3 und DM DIV 8: ***p < 0,001;
“*p < 0,01. Daten in Mittelwerte + Standardabweichung.
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Abb. 4.5-1 Molekulare CL-Spezies in % des Gesamt-CL in NSC34-Zellen

Mit fortschreitender Zelldifferenzierung nahmen die Konzentrationen der meisten CL-Spezies ab.
Lediglich die Konzentrationen von (C18:1)s/C16:0 und (C18:1)2/(C16:0). waren signifikant erhéht.
Statistisch signifikante Unterschiede: *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,00; Daten in Mittelwerte +
Standardabweichung.

Mit der linearen Regressionsanalyse von Zelldifferenzierung (Neuritenwachstum) und den
molekularen CL-Spezies sollte die Hypothese getestet werden, dass die Zelldifferenzierung
ursdchlich mit der CL-Zusammensetzung zusammenhangt. Die Regressionsanalyse ergab

positive Korrelationen zwischen dem Differenzierungszustand und den Gehalten von
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(C18:1)5/C16:0 (»4.5-2, linke Kolumne) und (C18:1)./ (C16:0), (» 4.5-2, rechte Kolumne).
Alle anderen molekularen CL-Profile korrelierten nicht mit den Differenzierungsparametern.
Ganz offensichtlich benétigen die NSC34-Zellen fur das Neuritenwachstum eine spezifische
CL-Zusammensetzung. Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass die
Differenzierung und damit auch die Regeneration von Motorneuronen des Rickenmarks mit
Veranderungen der CL-Komposition einhergehen.
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Im Gegensatz zur Reaktion von molekularen CL-Spezies hatte der Wechsel von NM zu DM
keinen Einfluss auf den allgemeinen Gehalt der in CL-Molekilen enthaltenen einzelnen
Fettsduren. Die beobachtete Veranderung der CL-Zusammensetzung deutet daher
ausschlieBlich auf eine Umverteilung der freien Fettsauren innerhalb der CL-Molekile

wahrend der Differenzierung hin.

4.6 Bestimmunq der freien zelluldren Fettsduren

Der Prozess der Zelldifferenzierung erfordert Anderungen des Lipidstoffwechsels,
einschlie3lich des mitochondrialen Phospholipids CL, um die Synthese spezifischer Lipide
wie Membranphospholipide fur das Wachstum und Funktion von Neuriten sicherzustellen.

freie Fettsdauren freie Fettsauren
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Abb. 4.6-1 Relativer Gehalt an freien Fettsduren

Medium- und Kulturzeit-abhéngige Profile der zellularen Fettsduregehalte (Mittelwerte =+
Standardabweichung, n=18). Langere Kultivierungszeiten und der Wechsel von NM zu DM bewirken
signifikante Anderungen des relativen Fettsauregehalts, die starke und bidirektionale Variationen
zeigten. Statistisch signifikante Unterschiede: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Solche Differenzierungs-abhangigen  Stoffwechselverédnderungen sollten sich in
Veranderungen der Verteilung der zellularen freien Fettsauren widerspiegeln. Daher wurde

der Gehalt an freien zellularen Fettsduren in unseren Kulturregimen analysiert. Der Vergleich
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der Verteilung der zellularen Fettsduren bei Zichtung nach DIV 3 und 8 ergab, dass die
Initiierung der Differenzierung durch Umstellung von NM auf DM signifikante Anderungen der
relativen Gehalte von C16:1, C18:0, C18:1, C22:6, C18:2 und C20:4 verursachte (» Abb.
4.6-1). Diese Reaktion spiegelt eine hohe Aktivitdt spezifischer Lipidstoffwechselwege

wahrend der Differenzierung wider.

4.7 Intervention mit Fettsduren

Ausgehend von der Hypothese aus den CL-Experimenten, dass Lipide einen signifikanten
Einfluss auf die neuronale Differenzierung haben, wurde ein ,Proof of Principle“-Experiment
angeschlossen. Dabei kamen PA (C16:0) und OA (C18:1; jeweils 1, 10, 100 mM, separat
oder kombiniert) zur Anwendung. Konzentrationen von 100 mM waren toxisch. Die Zellen

I6sten sich 2 bis 6 h nach der Zugabe ab. Somit wurde diese Dosierung ausgeschlossen.

4.7.1 Zellproliferationsanalyse

Die durch BrdU-Inkorporation ermittelte Proliferationsrate wurde durch die Fettsdurezugabe
nicht signifikant beeinflusst. An DIV 3 zeigte die NM-Gruppe nur eine Tendenz zu einer
erhohten Zellproliferation als Reaktion auf die Fettsdurebehandlungen. Das Ldsungsmittel

Methanol war vollig unwirksam; Die Daten sind in » Tab. 4.7-1 gezeigt.

NM DIV 3 DIV 8
Kontrolle 46.67 + 3.07*x/#i++ 35.31 + 1.31%#
+ Methanol 45.89 + 4.08 38.02 + 4.88
+PA 1uM 51.34 £ 4.39 39.24+£6.91
+PA 10 uM 52.76 £ 3.14 39.71+£6.01
+OA 1uM 50.49+1.91 39.92 +3.93
+ OA 10 uM 50.99 + 2.53 39.42 +£2.05
+ PA/OA 10 je uM 53.67£3.41 38.57 £ 3.32
DM DIV 3 DIV 8
Kontrolle 36.87 £ 5.80*** 08.15 £ 2.36
+ Methanol 38.57+£4.19 08.71+1.21
+PA 1uM 42.89+4.78 09.98 £ 0.99
+ PA 10 uM 41.39 +£4.22 10.50 + 0.92
+OA 1uM 43.90 +1.03 10.02 + 0.97
+ OA 10 uM 42.15+1.60 10.52 + 1.67
+ PA/OA je 10 uM 43.66 £ 1.76 11.01+2.04

Tab. 4.7-1 Zellproliferationsanalyse unter Fettsdurezusatz

Darstellung BrdU-positiver NSC34-Zellen in % der Gesamt-Zellzahl. Post-Hoc-Tests zeigten
signifikante Unterschiede zwischen DIV 3 und DIV 8 innerhalb desselben Mediums: ***p < 0,001; **p <
0,01; zwischen NM und DM beim selben DIV: #p < 0,001; #**p > 0,01 und zwischen NM DIV 3 und DM
DIV 8: ***p < 0,001. Daten in Mittelwerte + Standardabweichung.
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4.7.2 Zellvitalitat

Bei der niedrigen Konzentration von 1 mM hatten beide Fettsauren keinen Einfluss auf die
Lebensfahigkeit von NSC34-Zellen. Bei einer Konzentration von 10 mM erhdhten beide

Fettsduren die Anzahl der Pl-positiven Zellen nur unwesentlich. Das Losungsmittel Methanol

war unwirksam (» Tab. 4.7-2).

NM DIV 3 DIV 8
Kontrolle 1.92 +0.37% 1.52 + 0.24%++
+ Methanol 1.83+0.33 1.61 £0.25
+PA 1uM 2.14 +0.27 1.68 + 0.52
+ PA 10 uM 2.19+0.31 1.80 + 0.46
+0A 1uM 2.23+0.36 1.71 +0.51
+ OA 10 uM 2.41 £ 0.47 1.84 +0.49
+ PA/OA 10 je uM 2.41 +0.39 1.63+0.54
NM DIV 3 DIV 8
Kontrolle 2.61 +£0.31 2.06 £0.29
+ Methanol 2.58 +0.48 1.94+£0.19
+PA 1uM 2.79+0.51 2.37£0.22
+ PA 10 uM 2.66 £0.53 2.48 £0.38
+0A 1uM 2.87 £0.48 2.68 £ 0.45
+ OA 10 uM 3.01 +0.47 2.59+0.41
+ PA/OA je 10 uM 3.19+0.28 2.64 £0.49

Tab. 4.7-2 Zellvitalitdtsanalyse unter Fettsaurezusatz

Darstellung der Vitalitdtsrate: Verhaltnis Pl-positiver NSC34-Zellen zur Gesamtzellzahl in %. Post-
Hoc-Tests zeigten signifikante Unterschiede zwischen NM und DM beim selben DIV: #p > 0.05 und
zwischen NM DIV 3 und DM DIV 8: ***p < 0,001. Daten in Mittelwerte + Standardabweichung.

4.7.3 Neuritenanalyse

PA-Supplementierung unterstitzt das Wachstum von Neuriten. Unabhédngig vom
verwendeten Medium erhodhte PA die Anzahl der Neuriten-tragenden Zellen und die Anzahl
der Neurite pro Zelle bei DIV 3. Ahnliche Effekte auf diese Parameter wurden auch mit OA
beobachtet, aber nur bei der hohen Dosis. In Bezug auf die Neuritenlange war OA zumindest
bei DIV 3 in NM-kultivierten NSC34-Zellen wirksamer als PA. Bei DM war die Wirksamkeit
beider Substanzen nahezu ausgeglichen. Die Kombination beider Fettsauren verstarkte die
Fahigkeit zur Ausbildung von Neuriten; diese Effekte wurden jedoch nur in NM bei DIV 8

beobachtet. Das Losungsmittel Methanol war unwirksam (» Abb. 4.7-1).
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Abb. 4.7-1 Neuritenanalyse unter Behandlung mit Fettséure

Bei Konzentrationen von 1 und 10 mM bewirkten PA und OA unabhangig vom Medium
wachstumsfordernde Wirkungen auf Neuriten aus. Die Fettséauren erhdhten die Anzahl der Neuriten-
tragenden Zellen, die Anzahl der Neurite pro Zelle und die Neuritenlinge. Das Ldsungsmittel
Methanol hatte keine Wirkung. Daten in Mittelwerte + Standardabweichung, n=6; Nichtparametrischer
Kruskal-Wallis-Test, Post-Hoc-Test: signifikante Unterschiede: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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NM DIV3 NM DIV 8

+ PA (10 um)

+ OA (10 pM)

+ PAIOA (10 uM)

Abb. 4.7-2 Reprasentative Phasenkontrast-Aufnahme unter Fettsdurebehandlung

In der Konzentration von 10 uM fordert die Applikation von Fettsauren unabhangig vom verwendeten
Medium und von der Kultivierungszeit das Auswachsen von Fortsatzen. Insbesondere PA (A-D) hat
auf NSC34-Zellen eine Neuritenwachstums-férdernde Wirkung. Eine Kombination von PA und OA (I-
L) fuhrt zu einer signifikanten Steigerung der Neuritenausbildung. Skalierung = 100 pm gilt fir alle
Bilder.

4.7.4 Rezeptorbesatz

Der Einsatz von PA und OA, allein oder in Kombination, fihrte unabh&angig von der
eingesetzten Konzentration von 1 oder 10 uM zu einer Stabilisierung der Expression des
nAChR a. Jetzt war dieser auch in Neuriten stabilisiert, wenn die Zellen fir 8 Tage in DM
kultiviert wurden (» Abb. 4.7-3 A-D). Die Expression des NGF p75-Rezeptors wurde
grundsatzlich reduziert (> Abb. 4.7-3 E-H). In Bezug auf den IGF | a -Rezeptor waren alle
Interventionen ohne Effekt. Dieser Rezeptor-Typ wird zumindest unter den bei uns
verwendeten Kulturbedingungen von NSC34-Zellen nicht exprimiert (» Abb. 4.7-3 I-L). In
Bezug auf den PPAR a zeigten die Fettsaurezusatze kaum Effekte (» Abb. 4.7-3 M-P).
Allerdings hatte es den Anschein, dass die Translokation des Rezeptors in den Zellkern
beférdert wurde (» Einsatz in Abb. 4.7-3 N). Methanol allein hatte keine Effekte auf die

Expression der Rezeptoren.
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DM + PA/OA

nACh-Rezeptor a

IGF | a-Rezeptor NGF p75-Rzeptor

PPA a-Rezeptor

Abb. 4.7-3 Reprasentative Mikrofotografie zu Rezeptoren unter Fettsaurebehandlung

Die Zellen wurden mit SMI 311 (griin) gegengefarbt, die Kerne mit DAPI (blau) markiert; die jeweiligen
Rezeptoren fluoreszieren rot. Alle Aufnahmen beziehen sich auf den Einsatz der Fettsduren in DM mit
einer Fettsédurekonzentration von 10 uM an DIV 8. Die Skalierung =50 pum gilt fur alle Bilder.
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4.7.5 Cardiolipin-Bestimmung

In der nachsten Reihe von Experimenten wurde CL in Abhangigkeit von der
Fettsduresupplementierung an DIV 8 analysiert. Sowohl im NM als auch im DM hatte die
Anwendung von PA und/oder OA keinen signifikanten Einfluss auf den zellularen CL-Gehalt
(™ Abb. 4.7-4 A). Im Allgemeinen war der zellulare CL-Gehalt in Zellen, die in DM kultiviert

wurden, jedoch héher.
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Abb. 4.7-4 Cardiolipin-Parameter nach Behandlung mit Fettsauren

(A) CL-Gehalt, (B) CL-gebundene Fettsduren und (C) molekulare CL-Spezies wurden in NM- und DM-
kultivierten Zellen jeweils an DIV 8 analysiert. Methanol war die Vehikelkontrolle (NM-M bzw. DM-M).
Die Statistik ist nur angegeben fiir Vergleiche zwischen Zellen, die in verschiedenen Medien kultiviert
wurden, und fur Zellen, die mit Fettsauren im selben Medientyp supplementiert waren. Post-Hoc-Tests
ergaben signifikante Unterschiede: ***p < 0,0001; ***p < 0,001; *p < 0,01; *p < 0,05. Daten in
Mittelwerten + Standardabweichung.
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Die Applikation von Fettsauren kann die Verteilung der CL-relevanten Fettsauren verandern.
Daher wurde ihr Gehalt nach PA- und OA-Anwendung bewertet (» Abb. 4.7-4 B). Relevante
Anderungen in der Verteilung der CL-Fettsauren wurden nur bei der PA/OA-Kombination in
NM beobachtet. Insbesondere der Linolsduregehalt (C18:2) war erhdht, wohingegen die OA-
und PA-Gehalte im CL im Vergleich zur Vehikelkontrolle verringert wurden.

Um zu testen, ob PA oder/und OA die Haufigkeit der molekularen CL-Spezies &ndern, wurde
der Inhalt von (C18:1),/(C16:0), und (C18:1)s/C16:0 nach Fettsdurezusatz untersucht (»
Abb. 4.7-4 C). An DIV 8 fanden sich signifikante Anderungen des Gehalts dieser
molekularen CL-Spezies im Vergleich zur Vehikelkontrolle, wenn die Zellen in DM kultiviert
wurden. Dabei erhéhte PA den Gehalt von (C18:1),/(C16:0),, OA den von (C18:1)3/C16:0.

4.7.6 Bestimmung der freien zelluldren Fettsauren

Die Behandlung von NSC34-Zellen mit PA und/oder OA beeinflusste die Verteilung der
zellularen Fettsauren im Vergleich zur Vehikelkontrolle, jedoch nur im DM (» Abb. 4.7-5).
Hier sind die zellularen Fettsdauren PA C16:0, C18:0 (Stearinsaure) und OA C18:1
dargestellt, da sich diese durch die Supplementierung signifikant veranderten. Grundsatzlich
wurden die deutlichsten Unterschiede in der Verteilung der zellularen Fettsduren durch den
Wechsel von NM zu DM erreicht; im DM war ein deutlicher Aufwuchs aller drei Fettsduren zu
verzeichnen. Dieser Aufwuchs wird im Falle von C16:0 und C18:0 durch die
Supplementierung mit OA bzw. OA/PA deutlich verringert, in Bezug auf C18:1 greift nur die

Supplementierung mit OA/PA. Die Anwendung von PA hatte nur marginale Effekte.

C16:0 C18:0 C18:1
200+ ya— o
g
150 e i M A
100 =5 _ ki

50 3 |"‘|H
PR &

Freie zelluldre Fettsauren in pg/mg Protein

Abb. 4.7-5 Verteilung der freien zellularen Fettsduren nach Fettsdurezugabe

Dargestellt sind C16:0, C18:0 und C18:1, da nur sie signifikante Unterschiede zeigten. Zum besseren
Verstandnis sind Signifikanzen zwischen NM und DM bei unterschiedlicher Supplementierung nicht
dargestellt. Mittelwerte + Standardabweichung. Post-Hoc-Test-Signifikanzen: ***p < 0,0001; ***p <
0,001; **p <0,01; *p < 0,05.
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Diskussion

5. Diskussion

Die vorliegende Studie befasste sich mit der Rolle des mitochondrialen Phospholipids CL bei
der neuronalen Differenzierung unter Verwendung von NSC34-Zellen. Der erste Teil der
Arbeit beschéftigte sich mit der Evaluation der Differenzierungsparameter und der
Bestimmung des CL- und Fettsauregehalts in unterschiedlichen Kulturregimen. Um diese
Zellen in lhrer Zuverlassigkeit als In-vitro-Modell fir Experimente an Motoneuronen zu
untersuchen, wurde zundchst eine Zellproliferationsanalyse durch BrdU-Inkorporation
durchgefuihrt. Nach einer linearen Regressionsanalyse der Zelldifferenzierung, welche
positive Korrelationen zwischen dem Differenzierungszustand (Neuritenwachstum) und den
Gehalten von bestimmten CL-Spezies aufzeigte, wurde im zweiten Teil eine ,Proof of
Principle“-Analyse angeschlossen, welche die Differenzierungsparameter (Neuriten-
wachstum und CL-Gehalt) der NSC34-Zellen unter Fettsauresupplementierung untersuchte.

5.1 Diskussion der eingesetzten Methoden

5.1.1 Zellkultivation

Fur Experimenten an Motoneuronen eignen sich entweder primare Motoneuron-Kulturen [19,
41, 55, 113] oder Zelllinien [5, 93]. Der Vorteil von Primarkulturen ist die gréRere Nahe zum
In-vivo-Zustand. Aufgrund einer Vielzahl von methodischen Schwierigkeiten bei der
Kultivierung dieser Primarzellkulturen (geringe Kapazitat, schwankende Reproduzierbarkeit)
werden aber oft Zelllinien verwendet. Dabei wird seit den 90er Jahren die NSC34-Zelllinie als
die stabilste Motoneuron-Zelllinie fur Experimente an Motoneuronen angesehen. Viele
Studien haben gezeigt, dass NSC34-Zellen bestimmte Motoneuron-Eigenschaften im Laufe
lhrer Differenzierung exprimieren [5, 24, 67]. So ist die Differenzierung und Reifung von
NSC34-Zellen u.a. auch durch eine Neuriten-Entwicklung und die Expression bestimmter
Motoneuronen-spezifischer Rezeptoren gekennzeichnet. Kulturen enthalten zwei
Zellpopulationen: kleine, undifferenzierte Zellen, die die Fahigkeit haben, sich zu teilen, und
groRRere, mehrkernige Zellen [9, 20].

Die Zahlung der Zellen aus Zellsuspensionen mittels einer Neubauerzahlkammer ist im
Allgemeinen bekannt und etabliert [118]. Die Auszéhlung der Zellen erfolgte hier
unkompliziert unter einem Phasenkontrastmikroskop. Stérende Verunreinigungen konnten
durch grundliches Waschen der Kulturen, ausreichendes Zentrifugieren der
Zellsuspensionen und vorsichtiges Pipettieren des Zelliberstandes weitgehend reduziert
werden. Anhand der mit der Neubauerzahlkammer ermittelten Zelldichte in den

Zellsuspensionen konnte man die gewtnschte Zellzahl pro Experiment individuell regeln.
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5.1.2 Zellproliferationsanalyse

Die BrdU-Analyse ist eine anerkannte und etablierte Methode [11, 60, 72, 81]. Sie wurde in
unserer Arbeitsgruppe schon mehrfach angewendet [45, 47, 48. 49, 65]. Mithilfe der
Inkorporation des Thymidinanalogons BrdU in neusynthetisierte DNA werden Zellen
nachgewiesen, die die S-Phase des Zellzyklus durchlaufen haben. Diese Zellen kénnen
immunhistochemisch fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden. Da die S-Phase
im Zellzyklus zeitlich gesehen vor der eigentlichen Zellteilung liegt, muss vermerkt werden,
dass mit der Markierung der S-Phase keine Aussage darlber getroffen werden kann, ob die
markierten Zellen die eigentliche Mitose auch durchlaufen haben. Auferdem stellt die
NSC34-Zelllinie in Bezug auf die Proliferation kein besonders gutes Modell dar, da sie auf
Grund ihrer Hybridisierung mit Maus-Neuroblastom-NG18TG2-Zellen eine gesteigerte
Proliferationsrate aufweisen.

Fur die Auswertung erfolgte die Zahlung der Zellen manuell. Somit hing die Qualitat der
Auswertung im grof3en Maf3 von einer gleichméaRigen Verteilung der BrdU-positiven Zellen
ab. AuRerdem waren falsch-positiv gefarbte Zellen nicht ganz ausgeschlossen. Die Zahlung

oblag ausschlief3lich einer Person, um die individuelle/subjektive Fehlerquote zu minimieren.

5.1.3 Zellvitalitdtsanalyse

Zur Bestimmung der Vitalitdt der NSC34-Zellen kam eine Doppelfarbung mit Pl und FD zum
Einsatz. Diese Methodik ist weltweit anerkannt und verbreitet [7, 39, 40, 94, 117]. Sie wurde
in unserer Arbeitsgruppe mehrfach angewendet [46, 50]. In anderen Arbeitsgruppen wurden
andere Farbstoffe eingesetzt (MTT [59], SYTO13 [107] und SYBR14 [108]) um die Vitalitat
von Zellen zu messen. Hierbei handelt es sich um einen Membrantest. Pl gilt fur
Zellmembranen als undurchlassig und wird daher Ublicherweise zum Nachweis von Zellen
mit beeintrachtigter Integritdt der Plasmamembran verwendet. Nach seinem Eintritt in die
Zelle interkaliert PI mit der DNA und fluoresziert rot [63]. Die Exposition von Zellpopulationen
gegenuber in Kulturmedien geléstem Pl identifiziert avitale Zellen, die entweder durch
Nekrose absterben oder sich in einem spaten Stadium der Apoptose befinden, sowie Zellen
mit mechanisch oder chemisch beschadigter Plasmamembran [14, 15]. FD ist ein
acetyliertes Derivat des grun fluoreszierenden Farbstoffs Fluorescein [8, 29]. Die
Acetylgruppe verhindert eine Fluoreszenz, verleiht aber auch die Fahigkeit, passiv durch
eine Phospholipiddoppelschicht der Zellmembranen zu diffundieren. Sobald sich FD im
Zytoplasma befindet, desacetylieren unspezifische Esterasen das Molekil, um es in
Fluorescein und die Nebenprodukte Essigsaure/Acetaldehyd umzuwandeln. Die geladenen
Gruppen von Fluorescein férdern die Retention in der Zelle. Die Verwendung von FD als

Marker zur Beurteilung der Vitalitat fuhrt zu einer Reihe von Einschrankungen. Das
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Vorhandensein extrazellularer Esterasen oder die Verwendung hoher Konzentrationen von
FD kann eine hohe Fluoreszenz liefern und so das Ergebnis verfdlschen. Dies kann
minimiert werden, indem nur eine fur den Nachweis erforderliche, endglltige
Arbeitskonzentration von FD verwendet wird. FD kann spontan wahrend der Inkubation zu
Fluoreszein hydrolysieren. Dies ist moglich durch das Vorhandensein von Spuren von
Wasser in den Stammldosungen oder durch die Feuchtigkeit wahrend der Inkubation.
Vitalitatsanalysen mit PI/FD werden unter der Annahme durchgefiihrt, dass vitale Zellen eine
hohe Esterasenaktivitat im Zytoplasma aufweisen und tote oder sterbende Zellen eine
geringe oder keine Esterasenaktivitat besitzen. Aul3erdem sterben Zellen ab, wenn sie aus
der ,Wohlfuhl-Atmosphare“ des Brutschranks enthommen werden. Es muss deshalb daflr
gesorgt werden, die Mikroskop-Fotos so bald wie mdglich nach dem Hinzufiigen der
Farbstoffe aufgenommen werden.

Bei der Auswertung galten hier die gleichen Einschrdnkungen aufgrund der manuellen

Zahlung wie bei der Auswertung der Proliferationsanalyse.

5.1.4 Charakterisierung der Zelldifferenzierung

Die NSC34-Zelllinie bildet nach Kultivierung zwei unterschiedliche Zellpopulationen aus:
kleine, undifferenzierte Zellen, die die Fahigkeit haben, sich zu teilen, und groRRere
Polykernzellen, die viele Eigenschaften von Motoneuronen ausdricken [9, 20, 24]. Unter
Verwendung eines speziellen Differenzierungsmediums konnte eine Verschiebung zum
gréRReren, mehrkernigen Motoneuron-ahnlichen Phanotyp erzielt werden. Pro Versuchsreihe
wurden in jedem Kulturregime ca. 400 Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop
ausgezahlt und auf die Neuritenparameter untersucht [62]. Wie bei den vorherigen
Experimenten erfolgte die Beurteilung der Zellen ,manuell“. Das Ubersehen sehr kleiner
Fortsatze muss angenommen werden. Eine weitere Fehlerquelle ist der Mediumwechsel. Er
stellt einen mechanischen Stress fur Zellen dar, in dessen Ergebnis die Zellen ihre Fortsatze
einziehen. So erklaren wir die etwas unerwarteten, relativ ,schlechten“ Neuritenparameter an
DIV 8.

Die immunhistochemische Darstellung und mikroskopische Visualisierung Motoneuronen-
spezifischer Rezeptoren gestaltete sich relativ. unkompliziert. Ebenso gelang die
Visualisierung der Mitochondrienverteilung in NSC34-Zellen mithilfe des Mitochondrien-
Markerproteins Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) in Kombination mit einer Phalloidin-Féarbung
ohne Einschrankungen. Wie immer bei immunhistochemischer Ergebniserhebung musste

aber Wert auf eine solide Spezifitat der verwendeten AntikOrper gelegt werden.
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5.1.5 Cardiolipin-/Fettsaure-Bestimmung

Die Massenspektrometrie erlaubt die Analyse von unterschiedlichstem Probenmaterial auf
molekularer Ebene. Damit ist sie Messsystemen, die auf der Photometrie oder auf
immunometrischen Techniken beruhen, Uberlegen, da sie deutlich spezifischer ist. Um
allerdings Lipide aus biologischem Material analysieren zu kénnen, mussen sie zunachst
extrahiert werden. Dieser Schritt ist eine wesentliche Fehlerquelle, so dass er sehr sorgfaltig
validiert werden muss. Der Gehalt freier Fettsauren in den NSC34-Zellen wurde durch
Analyse ihrer Methylester mit Hilfe der Gaschromatographie (GC) bestimmt. Vorteile dieser
Standard-Methode sind die scharfen Peaks, die hohe Peak-Kapazitat und die Mdoglichkeit,
komplexe Proben zu untersuchen. Allerdings sind die GC-Detektoren sehr empfindlich. Es
muss akribisch darauf geachtet werden, die Kapillarsaulen nicht zu Uberladen, um
asymmetrische Peaks zu vermeiden. Unsere Proben waren jedoch relativ gering

konzentriert, so dass das Problem kaum auftrat.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Zellproliferation und Zellvitalitat

Durch die Hybridisierung mit Neuroblastomzellen besitzt die Motoneuron-ahnliche Zelllinie
NSC34 die Moglichkeit zur Proliferation [9]. Zur FOrderung des Differenzierungsprozesses
wird routinemalig ein spezielles Differenzierungsmedium eingesetzt. Der Befund (Abb 4.1 2)
bestétigte die von Eggett et al. (2000) beschriebene Aufteilung von NSC34-Zellen in zwei
morphologisch unterschiedliche Populationen: proliferierende undifferenzierte Zellen und
differenzierte Zellen mit phanotypischer Charakterisierung von Motoneuronen. Letztere
folgen dem Prinzip von [98], dass die Differenzierung neuronaler Zellen mit einer Abnahme
der Proliferationsrate einhergeht. AuRerdem sterben mit der Zeit und unabh&ngig vom
Kulturmedium immer auch NSC34-Zellen ab. Dieses Verhalten von NSC34-Zellen wurde
auch in der Arbeitsgruppe von Jung et al. (2015) beobachtet. Grundsatzlich kann aber
festgehalten werden, dass die Basis-Vitalparameter des Zellsystems stabil, reproduzierbar
und aussagekraftig erhoben werden konnten, so dass die Effekte der Fettsaure-Intervention
als echte Effekte gewertet werden konnten.

5.2.2 Charakterisierung der Zelldifferenzierung

Im ersten Teil dieses Experimentes konnte beobachtet werden, dass die Differenzierung der
NSC34-Zellen — im Sinne des Neuritenwachstums - durch das DM stark unterstiitzt werden
konnte. Wie die Arbeitsgruppen Eggett et al., 2000 und Maier et al., 2013 schon berichteten,
fanden auch wir, dass der Differenzierungsprozess NSC34-Zellen dazu veranlasst, sich zu
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phanotypischen Motoneuronen mit vielen und langen Fortséatzen zu entwickeln. Die Neuriten-
bezogene Differenzierung erfolgte auch ohne den Einsatz von DM, also per se, verlief aber
unter DM deutlich stringenter.

Bezuglich der Expression der Motoneuronen-spezifischen Rezeptoren war zu verzeichnen,
dass eine Differenzierung mit einer starkeren Expression von NGF p75-Rezeptoren
einhergeht (Abb. 4.3-5). Diese wurde auch schon von der Arbeitsgruppe Matusica et al.,
2008 beschrieben. Im Gegensatz dazu nahm die Expression der nAChR a im Laufe des
Differenzierungsprozesses eher ab. Das war unerwartet, da bereits beschrieben wurde, dass
nNnAChRs eine Rolle bei der neuronalen Differenzierung einschlie3lich der Neuritogenese
spielen [4, 35, 85]. Bemerkenswert war, die Tatsache, dass PPAR a im Laufe der
Zelldifferenzierung aus dem Zytoplasma in den Zellkern wandert, wo er seine Funktion als

Transkriptionsfaktor ausfiihren kann.

5.2.3 Der Einfluss von Cardiolipin auf die Differenzierung

Das Wachstum von Neuriten erfordert eine hohe Stoffwechselaktivitat fir die Synthese von
Membranbestandteilen wie Lipiden und Phospholipiden [110]. CL ist fur eine effektive
mitochondriale Energieproduktion erforderlich, da es den Elektronenfluss durch die
mitochondriale Elektronentransportkette unterstitzt und somit die ATP-Produktion durch
oxidative Phosphorylierung beférdert [77, 88, 89, 101]. Zelldifferenzierung ist ein
energieaufwendiger anaboler Prozess, der von einer ausreichenden Energieproduktion
abhangt [95, 103, 118, 119]. Unsere Beobachtung, dass der Wechsel von NM zu DM mit
einem erhohten zellularen CL-Gehalt einherging, passt zur Hypothese eines hoheren
Energiebedarfs bei Differenzierung, der moglicherweise mit einer erhdohten Anzahl von
Mitochondrien und der Aktivierung von Stoffwechselwegen wie Lipidsynthese und
Proteinsynthese gekoppelt ist.

CL ist Bestandteil des mitochondrialen Membransystems [36]. Es beeinflusst die Form und
Funktion der mitochondrialen Innenmembran signifikant [100]. Die CL-Zusammensetzung
hangt von der Art des Gewebes ab und korreliert mit Funktionen wie der Zellproliferation [55,
118, 119]. Der Differenzierungsprozess von NSC34-Zellen war von wesentlichen

Anderungen in der Zusammensetzung und Verteilung der molekularen CL-Spezies begleitet.

5.2.4 Korrelation zwischen Fettsduregehalt und Zelldifferenzierung

Unsere Daten zu freien zelluldren Fettsduren zeigten Veranderungen des relativen
Fettsduregehalts einer Vielzahl unterschiedlicher Fettsdurespezies in Abh&angigkeit von
Kulturmedium und Kultivierungsdauer (Abb. 4.6-1). Die wahrend der Zellkultivierung

beobachteten Veranderungen sind Anzeichen fir einen aktiven Lipidstoffwechsel,
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einschlie3lich der De-novo-Lipogenese, die fur eine ordnungsgeméafle Neurodifferenzierung
von entscheidender Bedeutung [56], da die Fortsatzbildung mit Membran-Zuwachs und —

Umstrukturierungen einhergeht.

5.2.5 Intervention mit Fettsauren

Die positive Korrelation zwischen dem Differenzierungsstatus und dem Gehalt an
verschiedenen CL-Spezies ist mit der Annahme vereinbar, dass diese CL-Spezies den
Differenzierungsprozess fordern. Konsequenterweise wurde in den n&chsten Versuchsreihen
die Mdglichkeit getestet, die Zelldifferenzierung durch Manipulation der CL-
Zusammensetzung mithilfe einer Fettsauresupplementation zu manipulieren. Tatsachlich
stimulierte die Applikation von PA und/oder OA die Zelldifferenzierung der NSC34-Zellen,
was durch eine erhohte durchschnittiche Anzahl von Neuriten pro Zelle und durch das
Auswachsen von Neuriten angezeigt wurde (Abb. 4.7-1). Unter DM fihrte die Applikation von
PA und/oder OA an DIV 8 auch zu einem beschleunigten Differenzierungsprozess. Diese
Schlussfolgerung basiert auf der Beobachtung, dass die Differenzierungsparameter in DM
friher ein Plateau erreichten als in NM.

In Bezug auf die CL-Zusammensetzung flihrte die Fettsaureapplikation zu Veranderungen
des Gehalts an (C18: 1)3/C16:0-CL und (C18:1)2/(C16:0)2-CL, wenn die Zellen in DM
kultiviert wurden (Abb. 4.7- 4). Dieser Befund lasst den Schluss zu, dass die Stimulierung der
Differenzierung durch Fettsduresupplementierung die Modifikation derjenigen molekularen
CL-Spezies umfasst, die mit der Differenzierung korrelieren. Die induzierten Veranderungen
des CL-Metabolismus als Teil des zellularen Lipidmetabolismus spiegelten sich auch in der
veranderten Verteilung der zellularen freien Fettsduren nach der Behandlung wider (Abb.
4.7-5).

Obwohl die Fettsaure-Supplementierung Anderungen des CL-Gehalts, der CL-Struktur und
der Differenzierungsparameter von NSC34-Zellen induzierte, bewirkte der Wechsel von NM
zu DM starkere Auswirkungen auf diese Parameter. Beide Medien unterschieden sich in
ihrer Zusammensetzung. DM enthielt zusatzlich Linolsdure (0,042 mg/ml) und Liponsaure
(0,105 mg/ml). Weiterhin kdnnten auch andere Bestandteile des DMs wie Vitamine,
Wachstumsfaktoren und Aminosauren fur die Stimulierung der Differenzierung verantwortlich
sein. Ein weiterer Unterschied ist der FKS-Gehalt der Medien (NM: 10 % vs. DM: 1 %). Der
FKS-Gehalt kann den Fettsauretransport beeinflussen und die Verflgbarkeit bestimmter
Fettsduren verédndern. In separaten Experimenten wurde der Fettsdaure- und CL-Gehalt in
den Medien analysiert. Da keine signifikanten Mengen an Fettsdauren und CL gefunden

wurden, kann dieser Einflussfaktor aber eher ausgeschlossen werden.
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Der Befund der Differenzierungsstimulation durch OA-Supplementierung stimmt mit
veroffentlichten Daten Uberein, die zeigen, dass die neuronale Differenzierung durch OA aus
Astrozyten stimuliert wird [95, 109]. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass OA ein
wichtiger Faktor fur die Vermittlung des Crosstalk zwischen Astrozyten und Neuronen
wahrend des Aufbaus eines neuronalen Netzwerks ist [3]. Es wurde gezeigt, dass OA
bevorzugt in Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin eingebaut wurde [109]. Dies
scheint ein zusatzlicher Mechanismus zur Stimulierung der Differenzierung durch OA zu
sein. Phosphatidylcholin ist ein Hauptbestandteil der Biomembranen von Saugetieren. Die
Biosynthese/Re-Modellierung dieser Membranen ist fur die Neubildung von Neuriten und das
Neuritenwachstum essenziell [87]. Dartber hinaus kann OA die Proteinkinase C aktivieren,
von der bekannt ist, dass sie die GAP-43-mRNA stabilisiert, wodurch die Expression dieses
wachstumskegelbezogenen Proteins verstarkt wird [109].

Weiterhin wurde gezeigt, dass exogen appliziertes PA aktiv in GAP-43 eingebaut wird [105],
und auf3erdem ist eine Palmitoylierung von GAP-43 fur dessen wachstumsfordernde
Membranaktivitat erforderlich [27]. Dartber hinaus ist die dynamische Palmitoylierung der
Mechanismus, mit dem Mikrotubuli-Proteine auf das axonale Kompartiment abzielen [111].
Dies und das Zusammenspiel von Palmitoylierung/Depalmitoylierung steuert die
Proteinlokalisation sowie die Aktivitdit palmitoylierter Proteine [26, 33]. Das
Neuritenwachstum hangt im Wesentlichen von der dynamischen Membransynthese/-
Reorganisation ab  [74, 90]. Dieser Prozess héngt auch von der
Palmitoylierung/Depalmitoylierung von Membranproteinen [26, 28] wie Signalproteinen,
lonenkanélen, Zelladhasionsmolekilen und Neurotransmitterrezeptoren ab [37].

Das PPAR-System wurde als weiteres Ziel von Fettsauren als neuronaler
Differenzierungsaktivator diskutiert [6]. PPAR a, /& und Y gehdren zur Kernrezeptor-
Uberfamilie. Die Aktivierung von PPARs durch Fettsauren und deren Derivate fihrt zur
Heterodimerisierung mit Retinoid-X-Rezeptoren, um eine Transkriptionseinheit zu bilden, die
die Expression verschiedener Gene moduliert. PPARs werden im gesamten Gehirn
exprimiert [1]. Sie beteiligen sich an der Signallbertragung reaktiver Sauerstoffspezies [1] an
neuroprotektiven Mechanismen [121] am Fett- und Glukosestoffwechsel (Stump et al., 2016)
und an der Proliferation neuronaler Stammzellen sowie an der Differenzierung [12, 18]. Bei
der Aktivierung verlagern sich PPARs in den Kern, wo sie sich mit dem
Transkriptionsapparat verbinden. In unseren Experimenten war die Differenzierung von
NSC34 per se mit dem PPAR-Shuttling vom Zytoplasma in den Kern verbunden (Abb. 4.3-5).
Daher sind PPARs an der NSC34-Differenzierung beteiligt und kénnen die OA- und PA-
abhangige Férderung der neuronalen Differenzierung vermitteln.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch unsere Beobachtung, dass der NGFR p75

nach Fettsdureapplikation starker exprimiert wird. Es ist bekannt, dass er an der
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Neuritogenese beteiligt ist, allerdings inhibitorisch [44, 116]. So erklart sich, dass der

reduzierende Effekt von OA/PA auf seine Expression das Neuritenwachstum beférdern kann.

5.3 Ausblick

Die in meiner Arbeit erhobenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass das CL-System ein
potentielles Target flr neuartige Therapieanséatze bei der Behandlung von motoneuronalen
Ausfallen nach direkter Schadigung des Rickenmarks und/oder seiner peripheren Nerven
sein konnte. Bei der weiteren labor-experimentellen Suche nach solchen Therapieanséatzen
sollte den Fettsduren und damit einer gesunden Erndhrung durchaus mehr Aufmerksamkeit
gewidmet werden. Auch wenn nicht davon ausgegangen werden kann, dass es eine
.Neuroregenerations-fordernde” Diat geben wird, belegt die Arbeit, dass bestimmt Fettsauren

durchaus in der Lage sind, die Synthese und Komposition des CLs positiv zu beeinflussen.
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6. Zusammenfassung

Die Motorneurone des Rickenmarks sind zentraler Bestandteil unseres motorischen
Systems. |lhre Degeneration kann eine Vielzahl von Ursachen haben. Sie gehen unter nach
direkter Schadigung des Rickenmarks durch neurodegenerative Erkrankungen wie spinale
Muskelatrophie, amyotrophe Lateralsklerose oder Poliomyelitis, aber auch nach
ausbleibender Regeneration verletzter peripherer Nerven. Die Funktionsstérung von spinalen
Motoneuronen fuhrt dann zum Verlust der Willkirmotorik. Eine Regeneration ist kaum
mdglich. Da die Schadigungen aber meist Uber einen langeren Zeitraum entstehen, kénnen
entsprechende Therapien durchaus verzégernd, in einigen Fallen sogar verhindernd wirken.
Um solche Therapien zu etablieren, missen die Regenerations-/Degenerationsprozesse
aber erst einmal vollstandig verstanden werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Rolle des mitochondrialen Signatur-
Phospholipids Cardiolipin (CL) bei der Neurodifferenzierung zu untersuchen. Als
Studienmodell diente die Motoneuron-a&hnliche Zelllinie NSC34 - eine Hybridzelllinie aus
Motoneuron-angereicherten primaren Rulckenmarkszellen und Neuroblastomzellen. Als
Differenzierungs-marker wurden verschiedene Parameter des Neuritenwachstums und der
Rezeptorbesatz herangezogen. Weiterhin wurden Aussagen zum Gehalt freier zellularer

Fettsduren und zur Mitochondrienverteilung generiert.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

() Die Differenzierung von NSC34-Zellen findet per se stattfindet und wird durch den
Einsatz eines Differenzierungsmediums.

(i) Diese Differenzierung ist durch eine Reduktion der Proliferation bei gleichbleibend
guter Vitalitdt gekennzeichnet.

(i) Mit fortschreitender Differenzierung war eine verstarkte Abwanderung der
Mitochondrien in die Filopodia zu verzeichnen.

(iv) Der Gehalt der meisten CL-Spezies nahm ab; dabei gab es jedoch 2 Ausnahmen:
(C18:1),/(C16:0),-CL und (C18:1)s/C16:0-CL.

(v) Eine lineare Regressionsanalyse zeigte eine positive Korrelation von
Zelldifferenzierung  (Neuritenwachstum) und dem molekularen Gehalten von
(C18:1),/(C16:0),-CL und (C18:1)3/C16:0-CL.

(vi) Die Differenzierung der NSC34-Zellen ging einher mit einer starkeren Expression von
NGF p75-Rezeptoren. Im Gegensatz dazu nahm die Expression der nAChR a im Laufe
des Differenzierungsprozesses ab.

(vii) Der IGF | o—Rezeptor wurde zumindest unter unseren Kulturbedingungen von NSC34-

Zellen nicht exprimiert.
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(viii) Der PPAR a wurde grundsatzlich exprimiert, im Laufe der Zelldifferenzierung aber
verstarkt aus dem Zytoplasma in den Zellkern transloziert, wo er als Transkriptions-
faktor fungiert.

(ix) Die Anreicherung der Kulturmedien mit Olsdure (C18:1) und/oder Palmitinsaure
(C16:0) beforderte die neuronale Differenzierung der NSC34-Zellen ohne die
Proliferation, die Vitalitdt und den Cardiolipin-Haushalt wesentlich zu ver&ndern.

(x) Die Fettsaureintervention stabilisierte die Expression des nAChR a, reduzierte die
Expression des NGF p75-Rezeptors weiter und war in Bezug auf den IGF | a —
Rezeptor ohne Effekt.

(xi) Die Expression des PPAR a wurde durch die Fettsdure nicht beeinflusst, allerdings

wurde die Translokation des Rezeptors in den Zellkern befordert.

Die Ergebnisse zeigen, dass das CL-System eine wichtige Rolle bei der motoneuronalen
Differenzierung spielt. Diese Rolle leitet sich ab aus der Tatsache, dass die neuronale
Differenzierung ein ATP- und damit Mitochondrien-abhangiger Prozess ist. Fir das
regelgerechte Funktionieren der Mitochondrien sind die CL aber unabdingbar. Sie verankern
zytosolische Precursor-Proteine fir den Import in die Mitochondrien an deren Membran und
beeinflussen die Anordnung und die Stabilitat mehrerer integraler Membranproteine.
AulRerdem sind sie essenziell fur die Mitochondriendynamik, die wiederum eine
Voraussetzung fur die Neuritogenese darstellt.

Somit konnten die CL ein potenzielles Target fUr neuartige Therpieansatze bei der
Behandlung von motoneuronalen Ausféllen nach direkter Schadigung des Rickenmarks
und/oder seiner peripheren Nerven sein. Und auch den Fettsauren und damit einer
gesunden Erndhrung sollte bei der weiteren labor-experimentellen Suche nach alternativen
Therapieansatzen zukinftig durchaus mehr Aufmerksamkeit entgegengebracht werden.
Sicherlich wird es keine ,Neuroregenerations-fordernde“ Diat geben, aber als hilfreiche
Begleitung koénnen bestimmt Fettsauren durchaus in der Lage sein, die Synthese und
Komposition des CLs und damit auch der neuronalen Differenzierungs-

/Regenerationsprozesse positiv zu beeinflussen.
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11. Anhang

11.1 Chemikalien und Antikdrper

Tab. 11.1-1 Verwendete Chemikalien, Materialien und fertige Losungen

Material

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Boron Trifluorid-Methanol

Merck, Darmstadt Deutschland

Bromodesoxyuridin (1000x)

Boehringer, Ingelheim Deutschland

Butylhydroxytoluen Sigma Aldrich, Minchen Deutschland
Chloroform Merck, Darmstadt Deutschland

Ciprobay Bayer AG, Leverkusen Deutschland
D-Glucose Merck, Darmstadt Deutschland

DMEM / F12 Gibco® Invitrogen, Darmstadt Deutschland

DMEM High Glucose

Gibco® Invitrogen, Darmstadt Deutschland

DMEM No-Glucose Pyruvat-frei

Gibco® Invitrogen, Darmstadt Deutschland

EGTA (Ethylenglycoltetraacetat)

Merck, Darmstadt Deutschland

Ethanol 96 %

Otto Fischar GmbH und Co. KG,
Saarbriicken Deutschland

Ethylacetat

Merck, Darmstadt, Deutschland

fetales Kalberserum (FKS)

PAA Laboratories GmbH, Colbe Deutschland

HEPES

Boehringer, Ingelheim Deutschland

Heptadecansaure Sigma Aldrich, Minchen Deutschland

Immu-Mount Thermo Scientific, Wilmington USA

MEM-NEAA Gibco® Invitrogen, Darmstadt Deutschland

Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Deutschland

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt Deutschland

n-Hexan g:ﬂtSRCor':lr;ndebH + Co. KG, Karlsruhe

Olsaure Sigma Aldrich, Miinchen Deutschland

Palmitinsaure Sigma Aldrich, Miinchen Deutschland

Paraformaldehyd Sigma Aldrich, Minchen Deutschland

Percoll —-Lésung

Sigma Aldrich, Minchen Deutschland

Phosphat gepufferte Salzlésung

Gibco® Invitrogen, Darmstadt Deutschland

Saccharose Sigma Aldrich, Miinchen Deutschland
Salzsaure Merck, Darmstadt Deutschland
SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Deutschland

Streptomycin/Penicillin

Gibco® Invitrogen, Darmstadt Deutschland

Tetra-Myristoyl-CL

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL

TRIS

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, BRD

Trypsin

PAA —Laboratories, Pasching, Osterreich
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Tab. 11.1-2 Antikérper und Fluoreszenzfarbstoffe

Primare Antikorper Verdinnung | Hersteller

Monoclonal rat anti-BrdU 1:100 AbD Serotec, Disseldorf, BRD
Monoclonal mouse anti-SMI 311 1:1.000 ggﬁgr;:sr?’eagﬂ:noclonals
monoclonal rabbit anti-NGFR p75 1:50 Merck-Millipore, Darmstadt, BRD
polyclonal rabbit anti-IGFR | a 1:100 Merck-Millipore, Darmstadt, BRD
polyclonal rabbit anti-PDH E1a | 1:1.000 Iﬂgi;rggh'fﬁzgg Waltham,
polyclonal rabbit anti-nChR a 1:1.000 Abcam, Cambridge, UK
polyclonal rabbit anti-PPAR a 1:250 BioTrend GmbH, Kbln, BRD
DAPI Merck-Millipore, Darmstadt, BRD
Fluoreszeindiazetat Merck-Millipore, Darmstadt, BRD
Phalloidin Merck-Millipore, Darmstadt, BRD
Propidiumiodid Merck-Millipore, Darmstadt, BRD
sekundéarer Antikdrper

anti-rat Alexa 540, rot 1:500 Invitrogen, Darmstadt, BRD
Anti-rabbit Alexa 546, rot 1:500 Invitrogen, Darmstadt, BRD
anti-mouse Alexa 488, grun 1:500 Invitrogen, Darmstadt, BRD

11.2 Plastik-, Glas- und Zellkulturmaterial

Tab. 11.2-1 Verwendete Plastik-,

Glas- und Zellkulturmaterialien

Plastikmaterial

Hersteller bzw. Bezugsquelle

25 cm? Zuchtflaschen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Deutschland

35 mm Petrischalen

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold Deutschland

75 cm?2 Zuchtflaschen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Deutschland

Deckglaschen 25 mm

VWR International GmbH, Darmstadt Deutschland

Eppendorf Safe Lock

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Reaktionsgefale

Kanulen 18G ; 23G B. Braun Melsungen AG, Melsungen Deutschland
Kryoréhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Deutschland
Objekttrager Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig Deutschland

Pipettenspitzen
10 pl; 200 pl 1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht Deutschland

Spritzen 5 ml, 10 ml, 25 ml

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg Deutschland

Messpipetten cellstar
10 ml, 25 ml, 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Deutschland

Zellschaber

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Deutschland

Zentrifugenréhrchen Typ

Falcon 15 ml; 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen Deutschland
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11.3 Gerate

Tab. 11.3-1 Verwendete Geréate

Geratename und Beschreibung

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Biohit 12-Kanalpipetten
50 pl, 300 pl

Sartorius Weighing Technology GmbH,
Rosbach vor der Hohe Deutschland

CO: Inkubator
Forma Series Il Water Jacket

Thermo Scientific, Wilmington USA

CO; Inkubator Heraeus 6000

Heraeus Holding GmbH, Hanau Deutschland

Feinpipetten Research
10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl,
1000 pl, 5000 pl

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Fluoreszenzmikroskop
Axiolmager.M1

Carl Zeiss AG, Jena Deutschland

Gefrierschranke -20 °C

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss Deutschland

Gefrierschranke -80 °C

Thermo Scientific, Wilmington USA

Homogenisierer Xenox MHX/E

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

HPLC Séaulen

Merck, Darmstadt Deutschland

Infusionspumpe PIM 303

Doltron, Uster, Schweiz

inverses Phasenkontrast-Mikroskop
DMI 3000

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Deutschland

Kihlschranke

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss Deutschland

Kuvetten

Sarstedt, NiUmbrecht Deutschland

Laborzentrifuge UEC Force IV

Labortechnik Frobel GmbH, Lindau Deutschland

Massenspektrometer (TSQ Quantum

Discovery Max

Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

Neubauer Zahlkammer

Fein-Optik, Blankenburg Deutschland

pH-Meter

Xylem Analysis Sales GmbH & Co. KG. Weilheim,
Detschland

Photometer Cary 1E

Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, USA

Rollerpumpe

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Stereomikroskop S6E

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Deutschland

Sterilwerkbanke
Hera Guard und HeraSafe KS12

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Stromversorgung EV215

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen,
Deutschland
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Geratename und Beschreibung Hersteller bzw. Bezugsquelle
Surveyor HPLC-System Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA
Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Vortex Scientific Industries Inc., New York USA
Waagen Sartorius Weighing Technology GmbH,

Rosbach vor der Hohe Deutschland
Zentrifuge Biofuge 15R Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Multifuge X3R Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
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