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I1. Zusammenfassung

I1. Zusammenfassung

Die Unreife des Zentralnervensystems (ZNS) bei Neugeborenen, aber besonders bei
Frihgeborenen, fuhrt zur Anfalligkeit fur Schadigungen des ZNS. Ausléser neurologischer
Entwicklungsstérungen bei Frihgeborenen sind daher neben der Unreife selbst vor allem
Hyperoxie, Hypoxie-Ischdmie und Infektionen. In der Fetalzone der fetalen Nebennierenrinde
werden Fetalzonensteroide (hauptsachlich Dehydroepiandrosteron [DHEA]) gebildet, welche
in der Plazenta fiir die Synthese der verschiedenen Ostrogene notwendig sind. Die Frithgeburt
geht mit dem Verlust dieser ,,feto-plazentaren Einheit” einher und fiithrt damit zu einem
drastischen Absinken von Ostrogenen und Progesteron im Frithgeborenen um den Faktor 100.
Bisher wurde der Tatsache, dass die Fetalzonensteroide in hohen Konzentrationen bis zum
Zeitpunkt der reifen Geburt weiter synthetisiert werden jedoch kaum Beachtung geschenkt.
Da klinische Vorstudien zur Substitution von Estradiol (E2) und Progesteron bei
Frihgeborenen keine eindeutigen Verbesserungen des neurologischen Outcomes zeigten,
stellte sich die Frage, ob E2 dann noch protektiv wirken kann, wenn Fetalzonensteroide
ebenfalls anwesend sind.

Zur Untersuchung der Fragestellung wurde das Schadigungsmodell der Hyperoxie bei
drei verschiedenen Typen unreifer Gliazellen verwendet. Dafur wurden zuerst die Rezeptoren
bestimmt, die an der E2-vermittelten Protektion bei Hyperoxie-induziertem Zelltod beteiligt
sind. Die am hdufigsten vorkommenden Vertreter der Fetalzonensteroide DHEA, 16a-
Hydroxy-Dehydroepiandrosteron (160H-DHEA) und Androstendiol (Adiol) wurden
untersucht, ob sie wie E2 ebenfalls protektiv wirken. Am Beispiel von DHEA wurden die an
der Protektion beteiligten Rezeptoren untersucht. Da intrazellulare Aromatasen die
Fetalzonensteroide in potentere Ostrogene umwandeln kénnen, wurde das AusmaR der
Protektion nach Inhibition der Aromatasen untersucht. Die Fetalzonensteroid-
Einzelbehandlungen wurden dann gegen die Kombination von E2 und Fetalzonensteroid in
Bezug auf das AusmaR der Protektion untersucht. Zusatzlich wurden genomische und nicht-
genomische Aspekte untersucht.

Bei OLN-93 Zellen (unreife Oligodendrozyten [OL], Ratte), Platelet-derived Growth
Factor Receptor Alpha positive (PDGFRa") Primarzellen (unreife OL, Maus) und C6 Zellen
(unreife Astrozyten, Ratte) vermittelten klassische Ostrogenrezeptoren (ER) die Protektion
durch E2. In C6 Zellen waren zusétzlich nicht-klassische ER beteiligt. Die Fetalzonensteroide
DHEA, 160H-DHEA und Adiol induzierten dosisabhéngig Protektion bei allen Zelltypen.
Der Effekt von DHEA wurde dabei zelltypabhangig Uber klassische ERs und/oder den

Androgenrezeptor (AR) vermittelt. Die Inhibition von Aromatasen fihrte in C6 Zellen bei
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I1. Zusammenfassung

160H-DHEA zum Verlust der protektiven Eigenschaften. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Inhibition der Aromatasen in OLN-93 Zellen tendenziell zu einer Steigerung der Protektion
aller Fetalzonensteroide. In den PDGFRo" Primérzellen wurden keine Aromatasen bzw. deren
Aktivitadt nachgewiesen. Die Kombinationsbehandlung mit E2 und Fetalzonensteroid flhrte
bei OLN-93 Zellen zu einem synergistischen Effekt gegenlber den Fetalzonensteroid-
Einzelbehandlungen. Das steht im Kontrast zu C6 und PDGFRa™ Zellen, wo die
Kombinationsbehandlung keine synergistischen Effekte gegeniiber den Einzelbehandlungen
aufwies. In C6 und OLN-93 Zellen konnten zudem genomische und nicht-genomische Effekte
von E2, sowie genomische Effekte von DHEA nachgewiesen werden.

Wahrend der Schutz vor apoptotischen Zelltod durch E2 in Friihgeborenen-Modellen
vielfach beschrieben worden ist, konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass auch die
Fetalzonensteroide in diesen Modellen zu protektiven Effekten fiihren. Die zelltypspezifische
Reaktion auf die Fetalzonensteroide war dabei von der Wirkstérke der Bindung an die ERS
und den AR, aber auch vom Vorkommen intrazellularer Enzyme abhéngig. Bei C6 und
PDGFRa" Zellen fiinrte die Kombination von E2 und Fetalzonensteroid nicht zu
synergistischen Effekten, da die E2- und Fetalzonensteroid-vermittelte Protektion
hauptsachlich tber die klassischen ERs wirkte, was wahrscheinlich zu einer Sattigung des am
ER erzeugten Mechanismus fuhrt. Das steht im Kontrast zu den OLN-93 Zellen, wo die
Kombinationsbehandlung zu Synergien fuhrte. Hier scheint DHEA gegenuber dem AR eine
genauso ausgepragte Wirkstéarke zu besitzen wie E2 gegentber den klassischen ERs, so dass
die Protektion durch E2 uber klassische ERs und die der Fetalzonensteroide uber den AR
ablaufen konnte. Die Ergebnisse zu genomischen und nicht-genomischen Effekte bedirfen
weiterer Untersuchungen.

Die Fruhgeburt erzeugt ein einzigartiges hormonelles Milieu, welches so nur beim
Menschen und anderen hoheren Primaten vorkommt. Die hohen Konzentrationen an
Fetalzonensteroiden in Frihgeborenen bis zum Zeitpunkt der reifen Geburt konnten zu einer
permanenten Aktivierung von klassischen ERs flihren, was sich bereits schutzend auf das
Gehirn von Fruhgeborenen auswirken konnte. Da Fetalzonensteroide im pM-Bereich im
Frihgeborenen akkumulieren, kénnte eine Sattigung durch Bindungskonkurrenz am ER bei
E2-Substitution stattfinden und so den klinischen Effekt einer Substitution von E2 bei
Frihgeborenen abschwaéchen. Weiterhin stellt sich die Frage, ob die derzeit verwendeten
Frihgeborenen-Modelle eine solide Grundlage flr die Entwicklung neuer Therapieansétze

bieten, da sie die groRen Mengen an Fetalzonensteroiden nicht berticksichtigen.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Apoptose und Nekrose

Es sind mehrere Formen des Zelltods bekannt, jedoch sind Apoptose und Nekrose die beiden
grolten Vertreter [1]. Die Nekrose ist ein passiver, aber akuter Vorgang, bei dem es nach sehr
schweren Stresssituationen oder hohen Konzentrationen toxischer Agenzien zu schnellem
Adenosintriphosphat (ATP)-Verlust und Zusammenbruch der Membranfunktion kommt.
Morphologisch ist Nekrose charakterisiert durch ein Anschwellen der Zellen, gefolgt von
Ruptur der Zellmembran und Freisetzung der Zellorganellen ins Zwischengewebe [2]. Durch
die Freisetzung inflammatorischer Zytokine kommt es zu einer Entzundungsreaktion im
umgebenden Gewebe und damit zur Beeintrachtigung der Nachbarzellen [3].

Im Gegensatz dazu ist die Apoptose ein aktiver Prozess, der nach einem konservierten
Programm abl&uft, weshalb dieser Prozess auch als ,,programmierter Zelltod* bezeichnet
wird. Durch den Vorgang der Apoptose wird das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation
und Zelltod im Organismus aufrechterhalten. Sie spielt damit eine wichtige Rolle bei der
Embryonalentwicklung und bei der Regulierung der physiologischen Regeneration, z.B.
durch Entsorgung alter oder geschadigter Zellen. Die Apoptose wird in drei Phasen unterteilt:
Initialphase, ,,point of no return* und Degradation. Ist der point of no return tberschritten,
kann das Fortschreiten des Zelltodes nicht mehr verhindert werden. Apoptose fiihrt so
innerhalb  weniger Stunden zum Schrumpfen der Zelle und des Zellkerns, zur
Chromatinkondensation, zur DNA-Fragmentierung, zum Crosslinking von Proteinen und zur
Bildung von Apoptosekdrperchen (apoptotic bodies), welche mittels Phagozytose durch die
Nachbarzellen entfernt werden [4].

Wihrend des apoptotischen Programms bleibt zu Beginn die Integritat der
Zellmembran erhalten und es kommt nur zu wenigen Veranderungen an der Zellmembran. So
wird beispielsweise Phosphatidylserin (PS) vom Zellinneren nach aul3en verlagert. Zentrales
Ereignis auf molekularer Ebene ist jedoch die Aktivierung von Caspasen (cysteine aspartate-
specific proteases). Sie liegen in den Zellen als Proenzyme (Procaspasen) vor und werden
durch Proteolyse in die aktive Form Uberfuhrt. Dadurch werden dann kaskadenartig weitere
Procaspasen aktiviert, was zum kontrollierten Abbau der zelluldrer Strukturen fihrt [5]. Die
Familie der Caspasen l&sst sich entsprechend ihrer Funktion in zwei verschiedene Gruppen
unterteilen: Initiatorcaspasen (Caspasen-2, -8, -9, -10) und Effektorcaspasen (Caspasen-3, -6,
-7). Wahrend die Initiatorcaspasen direkt in Folge des initialen proapoptotischen Signals
aktiviert werden, werden nach Uberschreiten des point of no return in der Regel

Effektorcaspasen aktiviert [6].
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1.2. Neurologische Konsequenzen der Frihgeburt

Frihgeburt ist die Hauptursache fur Sterblichkeit von Neugeborenen und die zweithdufigste
Ursache von Kindersterblichkeit [7]. Frihgeburt bedeutet, dass die Geburt vor der vollendeten
37. Schwangerschaftswoche (SSW) stattfindet. Mit den Mdglichkeiten der Intensivmedizin
und der damit verbundenen erhohten Uberlebenswahrscheinlichkeit, steigt jedoch auch das
Risiko verschiedener Komplikationen mit lebenslangen Konsequenzen fir Gesundheit,
Wachstum und der neurologischen Entwicklung [8]. Diese Komplikationen werden durch das
unreife Organsystem verursacht, welches noch nicht das Leben in der extrauterinen
Umgebung ausreichend unterstlitzen kann. So sind Gehirn, Lunge, Immunsystem, Haut,
Augen und Gastrointestinal-System noch unreif und entsprechend fragil. Die Haufigkeit von
akuten Komplikationen bei Neugeborenen und die Mortalitatsrate sinken mit zunehmenden
Schwangerschaftsalter [9].

Die Unreife des Zentralnervensystems (ZNS) bei Neugeborenen, aber besonders bei
Frihgeborenen, fuhrt zur Anfélligkeit fir Schadigungen des ZNS. Im letzten Trimester (24. —
36. SSW) finden wichtige Entwicklungsprozesse im Gehirn des Fetus statt. So werden
Synapsen zwischen den Neuronen gebildet und die Oligodendrozyten (OLs) beginnen in die
subkortikalen Regionen zu migrieren und dabei zu myelinisierenden OLs zu reifen. Die
myelinisierenden OLs sorgen fir die elektrische Isolation von Nervenzellen in der weiRen
Substanz und sind daher fur die schnelle Reizweiterleitung (saltatorische Erregungsleitung)
von Bedeutung. Dieser wichtige Zeitraum der Gehirnentwicklung wird daher als ,,Brain
Growth Spurt® bezeichnet [10]. Des Weiteren ist die Regulation des zerebralen Blutflusses
bei Frihgeborenen aufgrund des unreifen GefaRsystems eingeschrankt. Diese Faktoren flihren
dazu, dass die noch unreife weil3e Substanz rund um die Ventrikel und die Region der stark
vaskularisierten germinalen Matrix besonders empfindlich fur Schédigungen sind. Die
haufigsten Schadigungen der weillen Substanz (White Matter Injuries) sind daher
periventrikuldre Leukomalazie (PVL), intraventrikulare und intraparenchymale Blutungen
[11]. Bei intraventrikularen Blutungen kommt es zur Einblutung in die germinale Matrix
unterhalb der Seitenventrikel. Schwankungen im Blutdruck, verdnderte Osmolaritaten im Blut
und erhohtes Auftreten von freien Sauerstoff-Radikalen sind an der Pathogenese beteiligt.
Intraparenchymale Blutungen werden durch germinale Blutungen verursacht, welche den
venodsen Ruckfluss blockieren und so zu einer vendsen Ischdmie fuhren. Friihgeborene mit
leichten intraventrikuldren und intraparenchymalen Blutungen haben ein geringeres Risiko
neurologische Entwicklungsstorungen zu erleiden als die Frihgeborenen, die intraventrikulare

Blutungen mit Ventrikeldilatation, post-hdmorrhagischen Hydrozephalus oder stérkere
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intraparenchymalen Blutungen entwickeln [11]. Ungeféhr 11% der Frihgeborenen mit einem
Geburtsgewicht von unter 1.500g entwickeln intraventrikulare Blutungen mit
Ventrikeldilatation oder intraparenchymalen Blutungen [9, 11].

Als PVL bezeichnet man eine Schéadigung der weilRen Substanz, welche aus einer
fokalen und einer diffusen Komponente besteht. Die fokale Komponente ist durch eine lokale
Nekrose aller Zelltypen mit anschlieBender Zystenbildung charakterisiert, wahrend die diffuse
Komponente durch massive Apoptose von unreifen OLs gekennzeichnet ist [12]. Je unreifer
diese OLs sind, desto empfindlicher sind sie gegenliber Schadigungen [13]. Dabei wird der
Zelltod durch freie Radikale, Excitotoxizitat und Mikroglia-Aktivierung verursacht, aber auch
die intrinsische Vulnerabilitat der unreifen OLs, zerebrale Ischdmien und systemische
Infektionen begunstigen die Entstehung einer PVL [12]. Zusatzlich ist O,, welcher haufig in
der Neugeborenen-Intensivmedizin verwendet wird, epidemiologisch mit der PVL assoziiert
[14]. Je starker die Zystenbildung bei einer PVL ist, desto hoher ist das Risiko fur
neurologische Entwicklungsstorungen [15]. Bei einer PVL mit Zystenbildung sowie bei
intraparenchymalen Blutungen kommt es zu einer erhdhten Pravalenz motorischer Defizite,
welche als Zerebralparesen bezeichnet werden [16]. Ungefahr 25-50% der Uberlebenden
Frihgeborenen  weisen  spater  kognitive,  Aufmerksamkeits-,  Verhaltens- und
Sozialisierungsdefizite auf, welche die Lebensqualitét stark beeintrachtigen konnen [11, 17].
Die Anzahl an Frihgeburten steigt in den meisten Landern an [18] und macht es notwendig

effektivere Praventions- sowie Behandlungsstrategien zu entwickeln.

1.3. Feto-plazentare Einheit und Frihgeburt

Die fetale Nebennierenrinde ist ein aktives endokrines Organ und hat eine einzigartige
strukturelle und funktionelle Organisation. Ein spezialisiertes Kompartiment der fetalen
Nebennierenrinde wird als Fetalzone bezeichnet und kommt so nur beim Menschen und
anderen hoheren Primaten vor. Die Fetalzone wachst wahrend der Reifung des Fetus bis zum
Zeitpunkt der reifen Geburt und entwickelt sich kurz nach der Geburt zugig zurtick. Die fetale
Nebennierenrinde produziert Steroidhormone, welche die intrauterine Homoostase und
Reifung des Fetus regulieren [19, 20].

Diczfalusy et al. haben herausgefunden, dass diese grolle Mengen an Steroidhormonen
aus der Fetalzone in der Plazenta fiir die Synthese der verschiedenen Ostrogene verwendet
werden und entwickelten daraus die Bezeichnung ,,feto-plazentare Einheit* [21]. Wahrend der
Schwangerschaft werden die Ostrogene Estron (E1), 17B-Estradiol (E2), Estriol (E3) und
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Estetrol (E4) synthetisiert (Abbildung 1A) [22]. Da der Plazenta das Cytochrom P450-Enzym
CYP17 (17a-Hydroxylase) fehlt, ist die de novo Synthese der Ostrogene aus Acetat und
Cholesterin nicht méglich und damit abhéngig von den Steroidhormonen aus der fetalen und
mitterlichen Nebennierenrinde [23].

Das hdufigste Steroidhormon der Fetalzone ist Dehydroepiandrosteron (DHEA)-Sulfat
(DHEAS). Es wird ab der 8. -10. SSW gebildet und steigt bis zur Geburtsreife auf bis zu
200mg DHEAS am Tag an [24, 25]. Ein Teil des fetalen DHEAS wird in der Leber des Fetus
zu 16a-Hydroxy-Dehydroepiandrosteron-Sulfat  (160H-DHEAS) hydroxyliert. Beide
Substanzen werden in der Plazenta fiir die Ostrogen-Synthese verwendet (Abbildung 1A)
[26]. Fir die Ostrogen-Synthese wird zuerst die Sulfat-Gruppe des DHEAS durch eine
Sulfatase entfernt und anschlieBend wird DHEA durch 3p- und 17p-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen (3p- und 17B-HSD) in Androstendion (Adion) und Testosteron umgewandelt
(Abbildung 1B). Im né&chsten Schritt werden diese beiden Molekiile durch das Cytochrom
P450-Enzym CYP19 (Aromatase) zu E1 und E2 umgewandelt [22, 27]. Das in der fetalen und
mitterlichen Nebennierenrinde synthetisierte DHEAS entspricht ungefahr der in der Plazenta
synthetisierten Menge an E1 und E2 wéhrend der meisten Zeit der Schwangerschaft [28]. Da
die Plazenta selbst kein 16-Hydroxylase-Enzym besitzt, wird E3 ausschlieRlich aus 160H-
DHEAS durch Entfernung der Sulfat-Gruppe und anschliefender Aromatisierung gebildet
[21]. Da die Versorgung mit 160H-DHEAS von der mdtterlichen Seite limitiert ist, sind rund
90% des synthetisierten E3 fetalen Ursprungs [20]. Die Menge an synthetisierten E3 steigt
stetig an und uberschreitet die Menge an E1 und E2 am Ende der Schwangerschaft [26]. Auch
E4 wird in der Plazenta aus 16a-hydroxylierten Vorlaufern fetalen Ursprungs synthetisiert
[29]. Da die Fetalzone durch Apoptose ziigig abgebaut wird, verringert sich kurz nach der
reifen Geburt die Sekretion der Steroidhormone [30].

Durch die zu frihe Geburt wird die feto-plazentare Einheit zerstért und die Synthese
der Ostrogene, aber auch von Progesteron in der Plazenta ist nicht mehr méglich. Dies fiihrt
zu einem Abfall des Ostrogen- und Progesteron-Spiegels im Plasma des Frilhgeborenen um
den Faktor 100 [31]. DHEAS, der Hauptvorlaufer fir die Ostrogen-Synthese, wird jedoch
weiterhin in der Fetalzone der Nebennierenrinde des Frihgeborenen synthetisiert. Das
gebildete DHEAS wird dann aber in hydrophilere Metaboliten verwandelt, welche mit dem
Urin ausgeschieden werden konnen. Die Urinausscheidungsraten dieser 3B-Hydroxy-5-en
(3B-OH-5-en)-Steroide zeigt die Sekretionsrate von DHEAS und spiegelt damit das Mal an
Aktivitéat der Fetalzone wieder [32].
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Abbildung 1: Chemische Strukturen und Synthese der Ostrogene in der feto-
plazentaren Einheit.

Dehydroepiandrosteron (DHEA) 16a-Hydroxy-Dehydroepiandrosteron 5-Androsten-3f,17p-diol 5-Androsten-3[3,160.,17p,18-tetrol
(160H-DHEA) (Adiol) (Androstentetrol)
B
. 16a-Hydroxylase .
16a-Hydroxy-Dehydroepiandrosteron- - Dehydroepiandrosterone-
Sulphat (16a-OH-DHEAS) Sulphat (DHEAS)
Sulphatase Sulphatase
J
16a-Hydroxy-Dehydroepiandrosteron Dehydroepiandrosteron
(16a-OH-DHEA) (DHEA)
S 3B-HSD
lSB-HSD V
1 ﬁa-HydonyaILdr(:\stendion Andros?endiol Andr OSTBTldiOH Aromatase Estron (E1)
(16a-OH-Adion) (Adiol) (Adion)
1Ammalase w\ llTBHSD lr,'B.HSD
15a-Hydroxylase Aromatase .
Estriol (E3) —_— Estetrol (E4) Testosteron (T) —>  17p-Estradiol (E2)

15a-Hydroxylase &
16a-Hydroxylase
Estetrol (E4)

(A) Chemische Strukturen der verschiedenen Ostrogene, Dehydroepiandrosteron (DHEA) und einiger
DHEA-Metaboliten. (B) Vereinfachte Darstellung der Ostrogensynthese aus DHEA in der feto-
plazentaren Einheit. Abkiirzungen: 38- und 17B-HSD (3p- und 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase).

Dafur wurden in einer Studie von Heckmann et al. die 3p-OH-5-en-Steroidsulfate mittels
gekoppelter Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) im Urin von Frihgeborenen
bestimmt [33]. Die Gesamtexkretion der untersuchten Metaboliten wurde quantifiziert und
zusammengefasst (Abbildung 2). Dies ergab sehr hohe Konzentrationen von 3p3-OH-5-en-
Steroidsulfaten, welche kontinuierlich mit zunehmendem postmenstruellen Alter absinken.
Erst ab der 40. SSW werden die Exkretionsraten von reifen Neugeborenen erreicht. Demnach

persistiert die Urinausscheidung der 3B-OH-5-ene-Steroide in Frihgeborenen bis zum
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Zeitpunkt der reifen Geburt und sinkt dann erst auf das Niveau von reifen Neugeborenen ab
[32, 33]. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich die Fetalzone in reifen
Neugeborenen deutlich schneller verkleinert als bei Frihgeborenen [34, 35]. Zusétzlich
wurden langanhaltend hohe Plasma-Konzentrationen an DHEAS bei Friihgeborenen gefunden
[30, 36]. Diese Beobachtungen zeigen, dass das Verschwinden der Fetalzone mit dem
Schwangerschaftsalter und nicht mit der Geburt verbunden ist [32, 37].

Abbildung 2: Urinausscheidungsraten von 33-OH-5-en-Steroiden in Frihgeborenen
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Darstellung der 33-OH-5-en-Steroidexkretion in pug pro kg Kérpergewicht und Tag ist als Median (mit
Interquartil-Bereich und Minimum — Maximum) flr Frihgeborene mit < 30 SSW als Funktion des
postmenstruellen Alters. Die gestrichelte Linie entspricht dem Median der 3B-OH-5-en-
Steroidexkretion von reifen Neugeborenen. Aus Heckmann et al. “Persistent high activity of the fetal

adrenal cortex in preterm infants: is there a clinical significance?”, Walter De Gruyter GmbH Berlin
Boston, 2006 [33].

1.4. Schadigungsmodelle

Es existieren verschiedene experimentelle in vivo und in vitro Modelle des Friihgeborenen,
welche zu einer Schadigung von unreifen Zellen bzw. der unreifen weiRen Substanz fihren.
Fiur in vivo Modelle werden neugeborene Ratten und Mause zwischen Tag drei und sieben

nach Geburt (P3-P7) verwendet. In diesem Zeitraum durchlaufen diese Tiere ihren
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speziesspezifischen ,,Brain Growth Spurt* und stellen so ein gutes Modell fiir die Unreife des
Gehirns bei Fruhgeborenen dar [38].

Im Allgemeinen werden die drei Schadigungsmodelle Hypoxie-Ischamie, Hyperoxie
und Infektion untersucht. Die Hypoxie-lschdmie wird dabei durch Ligatur der beiden
Karotiden induziert, gefolgt von einer Hypoxie [39]. Dieses Modell fihrt zur
Unterversorgung mit Energie und O,. Dadurch wird unter anderen toxisches Glutamat
freigesetzt und es entsteht oxidativer Stress, was zu apoptotischen Zelltod fihrt [39]. Fur die
Schédigung durch Hyperoxie werden Tiere 80% O, ausgesetzt. Dies fiihrt zu oxidativem
Stress, Caspase-Aktivierung, verminderter Expression von Neurotrophinen und zur
Inaktivierung von Proteinen, welche fiir den Signalweg zum Uberleben der Zellen wichtig
sind [13, 40]. Um eine Infektion zu induzieren wird Lipopolysaccharid (LPS) in das
Multtertier wahrend der Schwangerschaft [41] oder in die Nachkommen nach der Geburt
injiziert [42]. Dieses Modell fuhrt zu apoptotischen Zelltod durch Aktivierung von Zytokinen
und Chemokinen, sowie durch Inaktivierung von zellschiitzenden Signaltransduktionswegen
[42]. Da Infektionen auch zu Hypoxie-lschamie und oxidativen Stress fiihren kdnnen, gibt es
Modelle zur Untersuchung der Folgen dieser Komorbiditaten [42-44]. So fuhrt Hypoxie-
Ischdmie mit LPS-induzierter Infektion zu einer massiven Induktion von Apoptose. Wahrend
Hyperoxie zum Zelltod sich entwickelnder OLs fihrt, wird durch Préinkubation mit LPS
jedoch das AusmaR des Zelltods reduziert, aber die Reifung der OLs kommt zum Stillstand
[43, 44].

Fir die in vitro Modelle werden unreife Primarzellen aus neugeborenen Ratten und
Mausen verwendet, sowie Zelllinien unreifer Zellen, um die Vulnerabilitdt der einzelnen
Zellsubtypen (vor allem die der OLs) zu untersuchen. Unreife OLs aus Primarzellen kénnen
dabei mit Hilfe der ,,Shaking“-Methode [45] und der magnetischen Zellsortierungsmethode
(magnetic-activated cell sorting method, MACS) gewonnen werden [46]. Es ist auch mdglich
unreife OLs durch ,,Primen* von neuralen Progenitorzellen zu generieren [47]. Bei allen
neuralen Zellsubtypen sind jedoch nur wenige unreife Zelllinien verflgbar.

Um in vitro Hyperoxie zu imitieren, werden die Zellen hohen Sauerstoffpartialdriicken
(meistens 80% O,) ausgesetzt, was zur Entstehung von reaktiver Sauerstoff-Spezies (reactive
oxygen species, ROS) flihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der durch Hyperoxie verursachter
oxidative Stress zu Caspase-vermittelten apoptotischen Zelltod in unreifen OLs flhrt [13, 48].
Das in vitro Modell flr die Hypoxie-lschamie ist das Glucose-Sauerstoff-Deprivationsmodell
(glucose-oxygen deprivation, OGD), welches zu apoptotischen Zelltod mittels Induktion von

Ca?*-Einstrom und Caspase-Aktivierung fiihrt [49]. Auch LPS-induzierte Infektionen, allein
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oder in Kombination mit Hyperoxie oder Hypoxie-Ischamie, wurden im Zellkulturmodell
untersucht, wobei LPS als solches jedoch keinen Einfluss auf OLs hat. Mit LPS stimulierte
Mikroglia-Zellen (Co-Kultur-Modell) aber sekretieren Zytokine und Chemokine, welche zum
Absterben von unreifen OLs fuhren [43]. Wahrend es im Co-Kultur-Modell zum Absterben
von unreifen OLs kommt, fiihrt dieses Modell bei reifen OLs zum besseren Uberleben der
Zellen Uber anti-apoptotische Signalwege [50]. Das OGD-LPS Komorbiditatsmodell fiihrt zu
einer verstarkten Sekretion von Zytokinen und Chemokinen und verstérkt so das Ausmal an
Zelltod [51]. Neben OLs, werden Hyperoxie-, OGD- und LPS-Modell auch verwendet, um
die Vulnerabilitdt von Neuronen, Mikroglia und Astrozyten zu untersuchen [52-54].

Fur die vorliegende Arbeit wurde Hyperoxie als Schadigungsmodell verwendet, da es
bereits durch die Geburt zu einer relativen Hyperoxie im Frilhgeborenen kommt. Wéhrend in
utero der arterielle Sauerstoffpartialdruck (PaO;) weniger als 30 mmHg betragt [55], steigt
der PaO, auf 65-80 mmHg im Fruhgeborenen nach der Geburt an [56]. Zusétzlich wird O3 in
der neonatalen Intensivmedizin und zur Behandlung von Lungenerkrankungen
supplementiert. Gleichzeitig sind die Plasmakonzentrationen von antioxidativen Enzymen
und Glutathion in Friihgeborenen signifikant niedriger als in reifen Neugeborenen [57, 58]. So
fuhrt im Friihgeborenen die relative Hyperoxie zusammen mit der verringerten antioxidativen

Kapazitat zu einem drastischen Anstieg von oxidativen Stress auf das noch unreife Gehirn.

1.5. Unreife Gliazellen
Um die Eigenschaften wvon spezifischen Zelltypen zu untersuchen, haben sich
Zellkultursysteme als ein Mittel der Wahl etabliert. Fir die vorliegende Arbeit wurden drei
verschiedene Typen von unreifen Gliazellen verwendet: Platelet-derived Growth Factor
Receptor Alpha (PDGFRo/CD140a)-positive Primérzellen, die OLN-93- und die C6-Zelllinie.

PDGFRa wird von OL-Vorldaufern exprimiert, welche sich zu myelinisierenden OLs
differenzieren kénnen [59, 60]. Uber die MACS-Methode wurden die PDGFRa"-Priméarzellen
aus neugeborenen Mausen isoliert. Diese adhéarenten Primarzellen erhalten ihre Eigenschaften
bei Kultivierung in Serum-freiem Medium unter Zugabe von PDGF und Fibroblast Growth
Factor-basic (bFGF). Ihr Reifegrad entspricht denen von Progenitorzellen und pre-OLs
(Abbildung 3). In der Literatur werden OLs dieses Reifegrades auch als Oligodendrocyte
Precursor Cells (OPCs) bezeichnet.

OLN-93-Zellen sind eine adharente Zelllinie unreifer OLs, welche durch spontane

Transformation aus primaren unreifen Gliazellen der Ratte entstanden ist [61]. Die OLN-93
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Zellen sind positiv fir die Marker O4 und Galactocerebrosidase (GalC), welche Marker fir
unreife OLs sind. OLN-93 Zellen sind jedoch negativ fiir Splice-Varianten des basisches
Myelinprotein (Myelin Basic Protein; MBP), welche fiir reife myelinisierende OLs benétigt
werden (Abbildung 3) [48]. Die OLN-93 Zellen exprimieren jedoch auch eine Splice-Variante
des MBP, welches in unreifen Zellen des ZNS vorkommen kann und dort die Proliferation
reguliert [62]. Morphologie und antigene Eigenschaften spiegeln so den Reifegrad im Gehirn
von funf bis zehn Tage alten Tieren wieder. Zudem exprimieren die Zellen keine astroglialen
Marker [61]. Durch Zugabe bestimmter Faktoren (Abbildung 3) kann der Reifegrad der
Zellen zu pre-OLs bzw. reifen OLs beeinflusst werden [48].

Abbildung 3: Reifegrade von Oligodendrozyten mit entsprechenden Markern
Progenitor Pre-Oligodendrozyt Unreifer Oligodendrozyt Reifer Oligodendrozyt

X %ié,; A E{@
%

A2B5S A2BS 04
NG2 NG2 GalC (01) MBP
PDGFRa PDGFRa CNPase GalC (01)
Vimentin 04 CNPase
CNPase CNPase [
OLN-93 Zelllinie
PDGF-AA CNTF
bFGF T3
Forskolin
Primdrzellen

Vereinfachte Darstellung der Reifung von Oligodendrozyten nach Baumann et al. [63] und Gerstner et
al. [13] mit Einordnung des Reifegrades der verwendeten Primérzellen und der OLN-93 Zelllinie.
Reife myelinisierende OLs sind nicht dargestellt. Durch Zugabe bestimmter Faktoren (blaue Pfeile)
lassen sich OLN-93 Zellen in ihrem Reifegrad beeinflussen. Abkiirzungen: Neural/Glial Antigen 2
(NG2); Platelet-derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRa); 2',3'-Cyclic-Nucleotide 3'-
Phosphodiesterase (CNPase); Galactocerebrosidase (GalC); Myelin Basic Protein (MBP); Fibroblast
Growth Factor-basic (bFGF); Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF); 3,3',5-Triiodo-L-Thyronin (T5).

Die C6-Zellen sind eine adhérente Zelllinie unreifer Astrozyten, welche durch spontane
Transformation nach intrazerebraler Injektion von N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff in eine
mannliche Ratte entstanden ist [64]. Die Zellen sind positiv fiir den unreifen Marker S100p
und exprimieren nur geringe Mengen des reifen Marker saures Gliafaserprotein (glial
fibrillary acidic protein, GFAP) (Abbildung 4) [64, 65]. Durch Zugabe von bestimmten

Faktoren kann der Reifegrad der Zellen zu reiferen Astrozyten beeinflusst werden [53].
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Abbildung 4: Reifegrade von Astrozyten mit entsprechenden Markern

Progenitor Unreifer Astrozyt Reifer Astrozyt

\

A2B5 S100B S1008
NG2 Vimentin GFAP
PDGFRa v
Vimentin

C6 Zelllinie

IL-6
Vereinfachte Darstellung der Reifung von Astrozyten nach Holland et al. [66] und Krencik et al. [67]
mit Einordnung des Reifegrades der verwendeten C6 Zelllinie. Durch Zugabe bestimmter Faktoren
(blauer Pfeil) lassen sich C6 Zellen in ihrem Reifegrad beeinflussen.. Abkirzungen: Neural/Glial
Antigen 2 (NG2); Platelet-derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRa); glial fibrillary acidic
protein (GFAP); Interleukin 6 (IL-6).

1.6. Intrazellulare Signaltransduktion
Die beiden wohl am besten untersuchten intrazellulédren Signaltransduktionswege sind der
Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-(MAPK)- und der Phophatidylinositol 3-Kinase (P13K)-
Signaltransduktionsweg [68]. Beide Signaltransduktionswege werden durch zahlreiche
Faktoren wie Nahrstoffe, dem zellularen Energieniveau, Hyperoxie, Hypoxie,
Wachstumsfaktoren oder Steroidhormonen beeinflusst [68, 69]. Der Adenosinmonophosphat
(AMP)-aktivierte Proteinkinase (AMPK)-Signaltransduktionsweg wird Uber den AMP-
Spiegel und andere zelluldre Stressfaktoren reguliert. Wahrend eine Aktivierung der MAPK-
und PI3K-Signalwege meist mit ZellUberleben assoziiert ist, fihrt eine Aktivierung des
AMPK-Signalwegs zu gesteigertem Zelltod [70, 71]. Alle drei Signaltransduktionswege
haben Uberschneidungen und beeinflussen sich gegenseitig [68, 70, 72]. Die Aktivierung
dieser Signaltranduktionswege kann zeitlich begrenzt (transient) oder dauerhaft (permanent)
stattfinden. Transiente Signale kénnen bereits wenige Minuten nach Zugabe von Faktoren
aktiviert werden und sowohl bereits nach Minuten oder aber erst nach Stunden wieder
abklingen [73, 74]. Die im Folgenden n&her erlduterten Proteine bzw. in Abbildung 5
dargestellten Signalwege wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Der MAPK-Weg stellt eine zentrale, dreistufige Kaskade in der Verarbeitung
extrazellulérer Signale dar und nimmt damit Einfluss auf eine Vielzahl intrazellularer Ablaufe
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wie Proteinbiosynthese, Differenzierung und Zelliiberleben [68]. Zur Gruppe der MAPK
zahlen neben der extracellular-signal regulated kinase (ERK1/2) auch die p38—-MAPKSs und
c-Jun N-terminal kinases (JNKs) [75]. Die beiden Isoformen ERK1 und ERK2 sind zu 85%
homolog und haben ein Molekulargewicht von 44 und 42kDa, weshalb sie auch als ,,p44/p42
bezeichnet werden. Zytotoxische Stimuli wie UV-Strahlung, oxidativer Stress oder
proinflammatorische Zytokine vermitteln proapoptotische Signale durch Aktivierung von p38
und JNK. Stimulation der Zellen mit Wachstumsfaktoren aktiviert die ERK1/2 Signalkaskade,
welche in der Regel in die Kontrolle von Proliferations- oder Differenzierungsprozessen
involviert ist [76]. Im Kontrast dazu stehen in vitro Untersuchungen, in denen die Aktivierung
von ERK1/2 (z.B. durch Hyperoxie) zur Induktion von Apoptose fuhrte [77, 78]. Die
Aktivierung von ERK1/2 erfolgt durch Phosphorylierung eines Tyrosin (Tyr)- und eines
Threonin (Thr)-Restes.

ERKZ1/2 reguliert mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-Komplexe, welche ein
wichtiger Signal-Knotenpunkt fur die Proteinbiosynthese sind. Dieser Multimolekilkomplex
wird auch als ,,mTORC1* bezeichnet (Abbildung 5) [79]. Die Translation wird als Antwort
auf veranderte zellulare Bedingungen iiber mTORC1 aktiviert [80]. Uber diesen Kontenpunkt
werden somit Homd@ostase, Zellwachstum, Proliferation und Differenzierung reguliert.
Aktiviertes ERK1/2 ist in der Lage, mTORC1 inhibierende Molekillkomplexe zu
deaktivieren, um so die Funktion von mTORC1 zu aktivieren [81]. Aktiviertes mTORCL1
phosphoryliert dann die S6 ribosomales Protein-Kinase (p70S6K), welche wiederrum S6
ribosomales Protein (S6RP) aktiviert. Dadurch wird die Translation von mRNA aktiviert [68].
Daruber hinaus gibt es Studien, die eine direkte partielle Aktivierung von p70S6K Uber
ERK1/2 zeigen konnten [82, 83].

Auch der PI3K-Weg beeinflusst Proteinbiosynthese und Zelliberleben [68]. Die
PI3Ks gehdren zu einer Familie von konservierten intrazellularen Lipidkinasen, welche die
Phosphorylierung von Inositol-Lipiden katalysieren. Die umgesetzten Lipide wirken als
Second Messenger und rekrutieren reversibel cytoplasmatische Proteine an die
Plasmamembran [68]. Akt (auch als ,,Proteinkinase B bezeichnet) gehort zu einer Familie
von Kinasen mit drei hochkonservierten Isoformen und wird von diesen rekrutierten
Proteinen aktiviert [84]. Die Aktivierung von Akt erfolgt durch Phosphorylierungen eines
Thr- und eines Serin (Ser)- Restes.

Uber 100 Substrate von Akt wurden bisher identifiziert [85]. Dazu gehoren Bcl-2-
Antagonist of Cell Death (Bad), 40kDa Prolinreiches Akt-Substrat (PRAS40), JNK und
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3p) (Abbildung 5). In seiner nicht-phosphorylierten Form
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ist Bad ein proapoptotisches Protein, da es antiapoptotische Proteine der BCL-2-Familie
bindet und damit deaktiviert. Durch Phosphorylierung kann Bad diese Proteine nicht mehr
binden und fiihrt damit zu antiapoptotischen Effekten [86]. Zusétzlich kann Bad auch von
p70S6K phosphoryliert und damit inaktiviert werden [87]. PRAS40 bindet ein Protein des
mTORC1-Komplexes und inhibiert damit seine Funktion. Die Phosphorylierung von PRAS40
kann durch Akt oder durch mTORCL1 selbst erfolgen. Dadurch kommt es zur Dissoziation von
PRAS40 von diesem Protein und damit zur Aktivierung von mTORC1 [88]. Aktiviertes Akt
ist zusatzlich in der Lage, andere mTORC1-inhibierende Molekilkomplexe zu deaktivieren,
um so die Funktion von mTORCL1 zu aktivieren [68]. GSK-3p ist eine der beiden Isoformen
der GSK-3 und wird in grolRen Mengen im sich entwickelnden Gehirn exprimiert [89]. GSK-
3P aktiviert in seiner unphosphorylierten Form einen Molekilkomplex, welcher die Funktion
von mMTORC1 inhibiert. Aktiviertes (phosphoryliertes) GSK-3 ist nicht mehr in der Lage,
diese mTORCL1-inhibierende Faktoren zu aktivieren und fordert so die Proteinbiosynthese
wieder [68].

AMPK st ein heterotrimeres Protein, das aus der katalytischen a-, B- und y-
Untereinheit besteht. Die AMPK wird uber den AMP- und ATP-Spiegel der Zelle reguliert,
wobei die Verdnderung zu mehr AMP ein Zeichen fur Energiemangel ist. Der durch AMP
aktivierte AMPK-Signalweg kann zum einen die Proteinbiosynthese (ber mTORC1
inhibieren und zum anderen gibt es mehrere Arbeiten, die eine Hemmung von Akt durch
AMPK gefunden haben (Abbildung 5) [70, 90]. Dadurch kann keine Adaption an den
zellulé&ren Stress (ber eine veranderte Proteinbiosynthese stattfinden und die Rate an Zelltod

steigt.
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Abbildung 5: Downstream-Messenger der ERK1/2, Akt und AMPK Signalwege
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Vereinfachte Darstellung einzelner Downstream-Messenger der ERK1/2, Akt und AMPK
Signaltransduktionswege nach Martelli et al. und Gwinn et al. [68, 71]. Gruner Pfeil: durch
Phosphorylierung wird das Protein/der Proteinkomplex aktiviert; roter Pfeil: durch Phosphorylierung
wird das Molekll deaktiviert; schwarzer Pfeil: Aktivierung; schwarze Linie mit Querbalken:
Inhibition; durchgezogene Linien: direkte Wirkung auf das Molekiil; gestrichelte Linie: Wirkung tber
Zwischenschritte auf das Molekil. Abkiirzungen: extracellular-signal regulated kinase (ERK1/2);
mechanistic Target of Rapamycin-Complex 1 (mMTORCL1); S6 ribosomales Protein-Kinase (p70S6K);
S6 ribosomales Protein (S6RP); Bcl-2-Antagonist of Cell Death (Bad), 40kDa Prolinreiches Akt-
Substrat (PRAS40); Glykogensynthase-Kinase 3p (GSK-3p); Adenosinmonophosphat (AMP); AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK).

1.7. E2-vermittelte Protektion in Modellen

Die durch Hypoxie-lIschdmie oder Hyperoxie induzierte Apoptose kann durch Aktivierung
des MAPK- und des PI3K- Signaltransduktionsweg verhindert werden [13, 40]. E2 ist in der
Lage diese intrazelluldren Signaltransduktionswege zu aktivieren und damit Zellen so direkt
vor Apoptose zu schutzen [91, 92]. Verschiedene Modelle haben gezeigt, dass E2 unreife OLs

wirkungsvoll vor Zelltod schiitzt und auch im Tiermodell vor einer Schadigung der wei3en
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Substanz bei Hypoxie-Ischamie oder Hyperoxie schiitzt [91-93]. Der protektive Effekt von E2
konnte ebenfalls fur unreife Neurone [94, 95] und Astrozyten [96, 97] gezeigt werden.

E2 ist bereits langer dafiir bekannt, dass es beim Schlaganfall von Erwachsenen
neuroprotektiv wirkt [98, 99]. Es gibt jedoch deutlich weniger experimentelle Arbeiten zur
Neuroprotektion durch E2 im Fruhgeborenen-Modell. Wé&hrend der Entwicklung fihren
Ostrogene zur Etablierung von Geschlechterunterschieden, aber auch zu trophischen und
neuroprotektiven Effekten. In Abhangigkeit von der Hirnregion sind Ostrogene in der Lage
Apoptose zu verhindern oder zu férdern und die Neubildung von Synapsen zu fordern oder zu
inhibieren. Zudem ist das sich entwickelnde Gehirn in der Lage Ostrogene selbst zu
synthetisieren und in Abhéngigkeit zur Region [100-102] und dem Geschlecht [103-105]
verschiedene Mengen an Ostrogenrezeptor (estrogen receptor; ER)-a und ER-B zu
exprimieren. Ein nicht-klassischer Typ von ERs, der G Protein-gekoppelte Ostrogen-Rezeptor
(G protein-coupled estrogen receptor; GPER) wird im adulten Hirn exprimiert und seine
Rolle ist noch immer nicht abschlieRend geklart [106]. In Nagetieren wird der GPER in
unreifen OLs und Neuronen exprimiert und unterstiitzt den Prozess der Reifung [102, 107].

Die Menge an funktionalen Rezeptoren, die von einer Zelle exprimiert werden, ist fur
deren Antwortverhalten auf die Hormone (Liganden) entscheidend. Die Expression der
Steroidhormonrezeptoren kann sich mit dem Entwicklungsstadium, dem physiologischen und
auch dem pathologischen Status verandern [108]. Die Steroidhormonrezeptoren sind in der
Lage durch die Menge an Liganden reguliert zu werden (Autoregulation), sie kénnen sich
aber auch gegenseitig beeinflussen (Cross-Regulation) [108]. Bei der Autoregulation gibt es
zwei Maglichleiten: die Autoregulation kann positiv (Autoinduktion) sein, was zu einer
verstarkten Biosynthese des Rezeptors und damit zu einem verstarkten Antwortverhalten der
Zelle gegentiber dem entsprechenden Hormon flhrt. Die Autoregulation kann aber auch
negativ (Autorepression) sein, was zu einer Herunterregulierung des Rezeptors fiihrt und
damit zu einer verringerten Antwort der Zelle auf das entsprechende Hormon [108]. Dabei
sind fir ERs und den AR sowohl Autoinduktion als auch Autorepression in Abhangigkeit des
Gewebes beschrieben. Bei der Cross-Regulation wird durch die Bindung eines Hormons an
seinen Rezeptor ein anderer Rezeptor moduliert. So ist beispielsweise E2 in der Lage, Uber
Cross-Regulation die Expression des Progesteron-Rezeptors zu induzieren [109]. Dieser
Mechanismus kann zur Induktion oder Repression des Rezeptors fihren und dient einem
koordinierten Antwortverhalten auf hormonelle Veranderungen [108]. Die Auswirkungen der

Hyperoxie bzw. der Steroidhormone auf die Rezeptordichte wurden bisher kaum untersucht.
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Allgemein kann die Wirkung von E2 in genomische und nicht-genomische Effekte
unterschieden werden. Genomische Effekte bedeuten, dass durch E2 die Genexpression direkt
oder indirekt Gber Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Unter nicht-genomischen Effekten
versteht man unter anderem die Aktivierung von intrazellularen Signaltransduktionswegen
wie im Kapitel 1.6 erldutert. Mechanistisch kann der protektive Effekt von E2 dabei durch die
klassischen ERs ER-a und ER-B und den nicht-klassischen ER GPER uber genomische und
nicht-genomische Signalwege vermittelt werden. ER-a und -$ sind in der Lage, genomische
und nicht-genomische Effekte zu initiieren, wéhrend am GPER nur nicht-genomische Effekte
initilert werden (Abbildung 6) [95, 97, 110, 111]. Jedoch sollten genomische und nicht-
genomische Effekte nicht getrennt betrachtet werden, da nicht-genomische Effekte
nachfolgend die Genexpression verédndern, um den initiierten Prozess zu unterstutzen [106,
111-113]. Unabhéngig von diesen beiden Mechanismen gibt es Vermutungen, dass E2 wegen
seiner chemischen Struktur auch als Radikalfanger agieren konnte und es in hohen
Konzentrationen (uM-Bereich) zu rezeptorunabhangigen protektiven Effekten kommen
konnte [114].

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung genomischer und nicht-genomischer Effekte von
E2
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Vereinfachte Darstellung der verschiedenen Typen von Ostrogenrezeptoren (estrogen receptor; ER)
und deren Einfluss auf intrazelluldre Abldufe. 17p-Estradiol (E2) kann mit den klassischen ERs ER-a
und ER-f interagieren, welche sowohl auf der Zellmembran als auch intrazelluldr vorkommen kénnen.
Im Zellkern kann diese Interaktion von E2 mit dem Rezeptor die Transkription direkt oder indirekt
tber Transkriptionsfaktoren beeinflussen (genomische Effekte). E2 ist aber auch in der Lage
intrazellulare Signaltransduktionswege zu aktivieren wie den Mitogen-aktiviertes Protein-Kinase
(MAPK) und den Phophatidylinositol 3-Kinase (PI3K) Signalweg. Diese nicht-genomische Wege
kénnen sowohl Uber ER-0, und ER-f initiiert werden als auch {iber den G protein-coupled estrogen
receptor (G Protein-gekoppelter Ostrogen-Rezeptor; GPER). Beide nicht-genomische Wege sind in
der Lage durch Aktivierung weitere Kinasen zu aktivieren, welche die Transkription beeinflussen.

1.8. klinische Vorstudien

Wie zuvor beschrieben, filhrt die Frihgeburt zu einem Absinken des Ostrogen- und
Progesteron-Spiegel um den Faktor 100 [31]. Daraus resultiert ein Abschneiden von der
Versorgung mit diesen Hormonen bis zu einem Zeitraum von 16 Wochen bei den meisten
Frihgeborenen. Daher entwickelte sich die Idee, diese Hormone zu substituieren, um die
intrauterine Situation zu imitieren. Dadurch sollte zum einen die reguldre Entwicklung des
Kindes verbessert werden, zum anderen aber auch das Gehirn geschutzt sein fiir den Fall, dass
es zu neurologischen Komplikationen kommt [115].

Da die Behandlung mit E2 und Progesteron nicht nur in experimentellen Modellen,
sondern auch in klinischen Studien bei Erwachsenen protektive Effekte zeigte, wurde die
Substitution der beiden Hormone bei Frihgeborenen in einer préklinischen Studie getestet
[116]. Dafiir wurden 30 weibliche Friilhgeborene mit einem Gestationsalter unter 29 SSW und
einem Geburtsgewicht unter 1.000g randomisiert, um E2 und Progesteron so zu substituieren,
dass beide Steroide intrauterine Konzentrationen erreichen. Bei Entlassung wurde kein Effekt
dieser Behandlung auf das Uberleben oder die Vulnerabilitit fiir Hirnblutungen festgestellt.
Eine Nachfolgeuntersuchung der Kinder im Alter von 15 Monaten zeigte das gleiche MaR an
Verzogerung bei der mentalen Entwicklung in beiden Gruppen und eine normale
psychomotorische Entwicklung in der Behandlungsgruppe [117]. Der Unterschied zur
verzdgerten psychomotorischen Entwicklung in der unbehandelten Gruppe war jedoch nicht
signifikant.

In einer zweiten randomisierten, Placebo-kontrollierten und Doppelblinden Studie
wurden 83 Friihgeborene mit einem Gestationsalter unter 29 SSW und einem Geburtsgewicht
unter 1.000g mit E2 und Progesteron substituiert [118]. Bei Entlassung wurde kein Effekt
dieser Behandlung auf das Uberleben oder die Vulnerabilitat fur Hirnblutungen festgestellt.

Eine Nachfolgeuntersuchung der Kinder im Alter von 5 Jahren zeigte keinen Unterschied
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zwischen Behandlung und Placebo-Gruppe bei motorischen Fahigkeiten und beim
Vorhandensein von Paresen und Spastiken [119]. Es gab jedoch einen signifikanten zeitlichen
Zusammenhang in der Behandlungsgruppe. Jeder Tag Behandlung reduzierte signifikant das
Risiko fur Zerebralparesen und Spastiken.

Auch in hoheren Primaten wurde der Effekt einer postnatalen Behandlung mit E2
untersucht. Wie der Mensch, so entwickeln auch andere héhere Primaten eine Fetalzone im
adrenalen Kortex des Fetus [19]. Friihgeborene Paviane (~26.-28. SSW-Aquivalent) wurden
mit E2 substituiert und der Effekt auf die Gehirnentwicklung untersucht [120]. Keines der
Tiere bekam eine Hirnblutung oder Ischdmie, aber auch neuropathologisch gab es keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

1.9. Fetalzonensteroide und Rezeptorpromiskuitat

Die Interaktion von Hormonen mit Rezeptoren oder Enzymen ist oft nicht so spezifisch wie
friher angenommen wurde (Schliissel-Schloss-Prinzip). Steroidrezeptoren interagieren initial
hochaffin mit nur mit einem Teil des Liganden und sind dadurch in der Lage mit einem
Spektrum an verwandten Molekilen zu interagieren [121]. Diese sogenannte "Promiskuitat"”
ist bei den klassischen ERs bereits langer bekannt. ERs kénnen durch eine Vielzahl von
Substanzen aktiviert werden. Dazu gehdren die endogenen Ostrogene E1, E2, E3 und E4, aber
auch Xenoostrogene, Phytodstrogene und das synthetische nicht-steroidale Ostrogen
Diethylstilbestrol (DES) [122, 123]. Eine Aktivierung der ERs wird jedoch auch durch DHEA
und andere Metaboliten von DHEA hervorgerufen. Fir die Effekte von DHEA und DHEAS
gibt es viele Studien, da beide mit Tumorwachstum und Alterungsprozessen im Erwachsenen
assoziiert sind und zudem beide nicht nur im adrenalen Kortex gebildet werden, sondern auch
von den Zellen des Gehirns selbst synthetisiert werden kénnen. Daher werden DHEA bzw.
DHEAS auch als Neurosteroide bezeichnet und sind fiir regulatorische Prozesse im Gehirn
wichtig [124, 125]. Es konnte gezeigt werden, dass DHEA, DHEAS und deren Metaboliten
Androstenediol (Adiol), Adione, 7a-hydroxy-DHEA, 7-o0xo-DHEA und 160H-DHEA sind in
der Lage, ER-o und/oder ER-P zu aktivieren [126-128].

Messungen der Steroidspiegel in arteriellen und vendsem Nabelschnurblut bei
Friihgeborenen, ergab fir DHEA, 160H-DHEA und Adiol Konzentrationen im puM-Bereich
[129]. Wie zuvor erwahnt, wurden durch Heckmann et al. Messungen von 3R-OH-5-en-
Steroidsulfaten mittels GC-MS durchgefuihrt und die Exkretion dieser Fetalzonensteroid-
Abbauprodukte quantifiziert [33]. Hier sind 160H-DHEA, 16a,18-OH-DHEA und 5-
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Androsten-3f3,16a,17p3,18-tetrol  (Androstentetrol, Abbildung 1A) die am h&ufigsten
vorkommenden Metaboliten in den ersten Lebenstagen. Alle drei Metaboliten haben eine 16a-
Hydroxylierung (in der Leber) durchlaufen und zwei der drei Metaboliten wurden an C18
hydroxyliert. Bei der C18-Hydroxylierung wird vermutet, dass dadurch die Moglichkeit der
Dimerisierung und Cyclisierung des Steroidmolekiils erh6ht wird, was zum Maskieren der fir
die Rezeptorbindung wichtigen funktionellen Gruppe fiihren wirde bzw. eine fiir andere
Rezeptoren anziehende neue funktionelle Gruppe darstellen kénnte [130]. In den ersten zwei
Wochen nach der Geburt steigt die Gesamtexkretion der 3R-OH-5-en-Steroidsulfate von
1,097mg/kg/d auf 9,018mg/kg/d und die Exkretionsrate von Androstentetrol steigt auf 53%
aller Metaboliten. Das spricht flir eine gesteigerte Aktivitat der 16a-Hydroxylase, der 178-
HSD und von C18-Hydroxylierungen, welche auf das permanent neu synthetisierte DHEA
einwirken. Diese multiplen Hydroxylierungen erhéhen die Wasserldslichkeit der
Fetalzonensteroide und erleichtern so deren Ausscheidung tiber den Urin. Die Vermutung
liegt nahe, dass Androstentetrol durch C16- und C18-Hydroxylierung aus Adiol bzw. durch
17B-HSD, C16- und C18-Hydroxylierung aus DHEA entsteht (chemische Strukturen siehe
Abbildung 1A). Damit kdnnten DHEA, 160H-DHEA und Adiol &hnlich in Vorkommen und
Bedeutung im Kreislauf von Friihgeborenen sein wie unter normalen intrauterinen
Bedingungen.

In einer umfangreichen Studie von Miller et al. wurden Zellen mit humanem ER-a
und -B exprimierenden Vektoren transfiziert, um separat Effekte von DHEA und seinen
Metaboliten auf die transkriptionale Aktivitadt von ER-a und -p zu untersuchen [126]. Dafur
wurde die Aktivitat der sogenannten estrogen response elements (ERES) gemessen. Wird der
ER durch einen Liganden aktiviert, bindet der ER an diese spezifische DNA-Sequenz, welche
als ERE bezeichnet wird und aktiviert so die Genexpression. Uber ein ERE-Reporter-Plasmid
konnte dann die Aktivierung der beiden Rezeptoren durch die Steroide gemessen werden.
DHEA, DHEAS und Adiol erhdhten dabei signifikant die ERE-Aktivitdt (ber den ER-a.
DHEA, Adiol und 160H-DHEA erhéhten signifikant die ERE-Aktivitat tber den ER-B. Bei
Dosis-Antwort-Experimenten war Adiol der stdrkste Agonist am ER-a, aber auch am ER-§
flhrte Adiol bei hohen Konzentrationen zur Erhéhung der ERE-Aktivitat. Durch Zugabe von
Aromatase-Inhibitoren zu DHEA oder Adiol wurde die ERE-Aktivitat beim ER-B signifikant
inhibiert. Das Ergebnis spiegelt die zelltypspezifische Aktivitdt von Aromatasen wieder,
welche in der Lage sind diese Steroide in aktive(re) Ostrogene umzusetzen (Abbildung 1B).
Interessanterweise wurde durch die Zugabe von E2 zu DHEA, DHEAS und Adiol keine
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synergistischen® Effekte auf die ERE-Aktivitat bei ER-o oder ER-B festgestellt. Durch in vitro
Kompetitionsassays zur Ligandenbindung konnte gezeigt werden, dass DHEA und seine
Metaboliten mit E2 um die Bindung an ER-o und —3 konkurrieren. Dabei band Adiol an ER-a.
mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsp) von ~0.1uM, DHEA mit ICs
>500uM und DHEAS mit ICsp 100-500uM. Adiol band an ER-B mit ICso ~50nM und DHEA
mit 1Cso 500pM.

Wie im Fall von E2, sind neben der Aktivierung der Transkription, DHEA und
DHEAS auch dafir bekannt nicht-genomische Effekte Uber die MAPK und PI3K
Signaltransduktionswege zu vermitteln [131, 132]. Bei diesen Arbeiten wurde jedoch nicht
untersucht, ob DHEA durch intrazelluldare Aromatasen zu Molekulen mit einem hoheren
Ostrogenen Potential umgewandelt wurde.

Eine weitere offene Frage wirft die Rolle des GPER auf. Bei diesem Rezeptor gibt es
noch nicht so viele Untersuchungen wie an den beiden klassischen ER. So sind bisher erst
wenige physiologisch relevante Agonisten und Antagonisten beschrieben worden. Bisher ist
bekannt, dass 17a-Estradiol, E1, Progesteron, Cortisol und Testosteron nicht in der Lage sind
an den GPER zu binden [133]. Der DHEA-Metabolit 7p-Hydroxy-Epiandrosteron besitzt
anti-6strogene Eigenschaften bei Brustkrebszelllinien, da er GPER und ER-a. inhibiert, jedoch
ER-p aktiviert [134]. Auch E3 ist ein GPER-Antagonist da es in der Lage ist, die durch GPER
initiierten Prozesse wie die Aktivierung des MAPK Signalweges und die Hochregulierung
von Zielgenen zu inhibieren [135]. In einer Untersuchung, in der das Pertussis-Toxin zum
Inhibieren aller G Protein-gekoppelten Rezeptoren verwendet wurde, fihrte dies zu einer
Reduktion der durch DHEA induzierten Transkription [136]. Jedoch wurde auch hier nicht
die Moglichkeit der Umwandlung in Ostrogene durch Aromatasen tberpriift.

Da DHEA und Adiol aber auch zur Gruppe der Androgene gehdren und in noch
potentere Androgene wie Testosteron umgewandelt werden kénnen (Abbildung 1B), sind sie
ebenfalls in der Lage Androgenrezeptoren (AR) zu aktivieren. Genau wie bei den durch ERs
initiierten Prozessen kann es je nach Gewebe durch Aktivierung des AR zu pro- oder anti-
apoptotischen Effekten kommen. So induzieren DHEA, Adiol und Adion in einigen Zelllinien
die Transkription, was mit AR-Antagonisten wieder blockiert werden konnte [126, 137]. Im
Fall von DHEA war dieser Effekt auf die Transkription nicht abhdngig von der Umwandlung
in potentere Androgene (3p- und 17B-HSD-Aktivitét). Bei Adiol und Adion wurde dies nicht

genauer untersucht. Auf die Rezeptoraffinitdten der humanen Rezeptoren bezogen, werden

! Synergistisch, zusammenwirkend. Synergismus beschreibt eine addierende (additive) Wirkung von mehreren
Substanzen, bei denen die Wirkung der Summe der Einzelwirkungen entspricht.
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die Effekte von DHEA jedoch vorrangig zuerst am ER-f initiiert, da die Bindungsaffinitét
(Kq) fur ER-B ~0.5uM, fir ER-a ~1,1uM und fur AR ~1.2uM ist [138]. Dartber hinaus ist
Adiol potenter bei der Aktivierung beider ERs im Vergleich zu DHEA [126].

1.10. Hypothese und Fragestellung
Durch zahlreiche Studien ist E2 bekannt fir seine neuroprotektiven Eigenschaften. Die
Frihgeburt erzeugt jedoch ein einzigartiges hormonelles Milieu, welches so nur beim
Menschen und anderen hoheren Primaten vorkommt. Aufgrund der zuvor beschriebenen
Arbeiten ist bekannt, dass die Fetalzonensteroide DHEA, 160H-DHEA und Adiol, welche im
puM-Bereich in Frihgeborenen zirkulieren, in der Lage sind die Transkription Uber
Aktivierung von ER-a und -B zu initiieren. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass trotz
fehlender Versorgung mit Ostrogenen durch die Plazenta, die beiden klassischen ERs bei
Frihgeborenen durch Fetalzonensteroide dauerhaft aktiviert sein konnten. Intrazellulére
Aromatasen kénnen DHEA und seine Metaboliten in potentere Ostrogene umwandeln,
welche dann genomische und nicht-genomische Effekte an den beiden klassischen ERs und
dem nicht-klassischen ER GPER induzieren konnten. Da die Expression der Aromatasen mit
dem Gestationsalter steigt [139], kommt es wahrscheinlich zu keiner kompletten Abwesenheit
von Ostrogenen im Friihgeborenen. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die Zugabe von E2 zu
den Fetalzonensteroiden DHEA und Adiol keine synergistischen Effekte auf die Aktivitat der
Transkription verursacht. Im Fall von DHEA und Adiol kommt es sogar zur Kompetition mit
E2 um an die ERs zu binden. Bei Adiol sind die daftir notwendigen Konzentrationen bei
Frihgeborenen physiologisch relevant, so dass Adiol in der Lage sein kdnnte substituiertes E2
in Frihgeborenem vom ER zu verdrangen. Diese Ergebnisse fihren zu der Hypothese, dass
die klinischen Vorstudien zur E2- und Progesteron-Substitution bei Friihgeborenen keine
signifikanten Verbesserungen gefunden haben, weil es zu keinen (zusétzlichen)
neuroprotektiven Effekten kommt, wenn E2 in dieses einzigartige hormonelle Milieu eines
Friihgeborenen supplementiert wird.
Die zentrale Frage fir die vorliegende Arbeit war daher: Kann E2 im Hyperoxie-
Zellkulturmodel unreifer Gliazellen dann noch protektiv wirken, wenn Fetalzonensteroide
ebenfalls auf die Zellen einwirken?

Als Modelle wurden PDGFRa*-Primarzellen, C6 und OLN-93 Zellen verwendet, um

zellspezifische Aspekte genauer zu untersuchen, welche das Outcome beeinflussen kénnten.
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Auf dem Weg zu dieser Antwort ergeben sich weitere Fragen, da beispielsweise der

Mechanismus der E2-Protektion in den Frihgeborenen-Modellen kaum bzw. nur teilweise

untersucht worden ist. Deshalb sollen folgende Unterfragen Uber die zugrunde liegenden

intrazellularen Mechanismen beantwortet werden:

1)
2)
3)

4)

5)
6)

7)

8)

9

Fuhrt Hyperoxie in den untersuchten Zellen zur Induktion von Apoptose?

Wirkt E2 in den untersuchten Zellen protektiv bei Hyperoxie-induziertem Zelltod?
Uber welche Rezeptoren wirkt E2 protektiv bzw. sind nicht-Rezeptor-vermittelte
Mechanismen maglich?

Wirken unter den Bedingungen, unter denen E2 protektiv wirkt, die
Fetalzonensteroide DHEA, 160H-DHEA und Adiol ebenfalls protektiv?

Uber welche Rezeptoren wirkt DHEA als Vertreter der Fetalzonensteroide protektiv?
Wird die Protektion der Fetalzonensteroide durch intrazellulare Umsetzung mittels
Aromatasen zu potenteren Ostrogenen beguinstigt?

Gibt es synergistische Effekte durch die Kombinationsbehandlung von E2 und
Fetalzonensteroiden gegeniiber den Einzelbehandlungen?

Wird die Rezeptordichte der ERs oder des AR durch Hyperoxie bzw. durch die
Behandlung mit E2 oder DHEA verandert?

Sind nicht-genomische Effekte in Form von aktiviertem PI3K- und MAPK-
Signaltransduktionswegen an der Protektion durch E2 oder DHEA beteiligt?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Alle verwendeten Materialien wie Chemikalien, Kits, Antikorper, Verbrauchsmaterialien,
Gerate und Software, sowie die Rezepte der verwendeten Medien, Puffer und sonstigen
Losungen befinden sich im Anhang (Abschnitt V, ab Seite 121).

2.2. Methoden

2.2.1. Isolation und Kultivierung von PDGFRa"-Zellen

PDGFRa (auch als CD140a bezeichnet) wird von OL-Vorldufern exprimiert, welche zu
myelinisierenden OLs differenzieren konnen [59, 60]. Die PDGFRa -Priméarzellen wurden
aus drei bis funf Tage alten CD-1 Mausen isoliert. Die Tiere stammten aus der Zucht der
Zentralen Service- und Forschungseinrichtung flr Versuchstiere der Universitdtsmedizin
Greifswald. Die Haltung der Tiere, sowie der Umgang mit ihnen entsprachen den gultigen
gesetzlichen Bestimmungen. Es wurden Tiere beider Geschlechter verwendet ohne

Berlcksichtigung des Geschlechtes beim Poolen.

A) Vereinzelung der Zellen

Nach Dekapitation der Tiere wurden die Gehirne herausprépariert, gepoolt (n > 4 je Ansatz)
und mittels Skalpell (Fine Science Tools) zerkleinert. Daran schloss sich eine enzymatische
und mechanische Zersetzung des Gewebes zur Vereinzelung der Zellen nach dem manuellen
Protokoll des Neural Tissue Dissociation Kit (P) mit Hilfe des MACSMix Tube Rotator (beide
Miltenyi Biotec). Daflr wurde das zerkleinerte Gewebe fir 2min bei 300g
herunterzentrifugiert (Megafuge 40R, Thermo Fisher) und anschlielend mit der ersten
Enzymmischung des Kits versetzt. Ab der Zugabe der Enzymmischung erfolgten alle
weiteren Schritte unter sterilen Bedingungen (HERA Safe, Heraeus). Die Inkubation erfolgte
fur 15min bei 37°C (CB150, Binder) unter Rotation mit Hilfe des MACSMix. Nach der
Zugabe der zweiten Enzymmischung wurde das Gewebe mit in der Flamme (C2016GLS,
CampingGaz) gezogenen Glaspasteurpipetten (John Poulten) zerkleinert. Nach weiteren
10min bei 37°C unter Rotation wurde das Gewebe mit Hilfe von zwei Glaspasteurpipetten mit
absteigender OffnungsgroRe weiter vereinzelt. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten,
wurden die Zellen uber einen 70um-Filter (BD Bioscience) gegeben und die Emzymreaktion
mit Calcium- und Magnesiumhaltiger Hank's Balanced Salt Solution (HBSS; Life
Technologies) abgestoppt.
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B) Zellsortierung

Mit Hilfe der magnetischen Zellsortierungsmethode (MACS) wurden dann die PDGFRa'-
Zellen aus der Einzelzellsuspension isoliert. Dafiir wurden die Zellen nach Protokoll des
CDI140a (PDGFRa) MicroBead Kit (Miltenyi Biotec) unter sterilen Bedingungen mit dem
magnetischen Antikoper inkubiert und anschlieBend mit Sdulen zur positiven Selektion (LS
oder MS column; Miltenyi Biotec) im Magnetfeld (MACS Separator; Miltenyi Biotec) von
unmarkierten Zellen getrennt. Zuerst wurde daflr die Anzahl der lebenden Zellen unter dem
Mikroskop (Wilovert S, Hund Wetzlar) in einer Neubauerzdhlkammer (Laboroptik) mittels
Trypanblau-Ausschlussmethode (0,4% Trypanblau 1:1 in DPBS verdunnt, Sigma-Aldrich)
bestimmt [140]. Nach der Zentrifugation fir 10min bei 300g wurde die Zellsuspension so
resuspendiert, dass die Zellzahl bei 10" Zellen pro 80ul Puffer lag. Pro 10’ Zellen wurden
dann 10pl FcR Block hinzugegeben und die Suspension bei 4°C (profi line, Liebherr) flr
10min inkubiert. Der FcR Block blockiert unspezifische Bindungsstellen an Fc-Rezeptoren
exprimierenden Zellen und erhsht so die Reinheit der zu isolierenden Zellen. Pro 107 Zellen
wurden anschliefend 10ul PDGFRo MicroBead-Ldsung hinzugeben und die Suspension bei
4°C flr weitere 15min inkubiert. Ungebundene Beads wurden dann durch Zugabe von 1-2ml
Puffer pro 10" Zellen weggewaschen. Die Zellsuspension wurde anschlieBend fiir 10min bei
300g zentrifugiert und zu einer Konzentration von 10" Zellen pro 500ul Puffer wieder
resuspendiert. Je nach Ausbeute wurden MS oder LS Séulen im Magnetfeld des MACS
Seperator angebracht und durch Waschen mit Puffer vorbereitet. Nach dem Durchlaufen der
Zellsuspension blieben die PDGFRa’-Zellen mit den magnetischen Beads im Magnetfeld der
Saule héngen, wéhrend die ungebundenen Zellen durchliefen. Die S&ule wurde drei Mal mit
Puffer gewaschen und anschlieRend aus dem Magnetfeld entfernt. Die PDGFRa’-Zellen

wurden dann mit 5ml Zellkulturmedium eluiert, gezéhlt und in Kultur genommen.

C) Kultivierung

Das verwendete Zellkulturmedium bestand aus MACS NeuroMedium, erganzt mit 2% MACS
NeuroBrew (beide Miltenyi Biotec), 0,5mM GlutaMAX, 1% Penicillin-Streptomycin (10.000
U/ml) (beide Life Technologies), 10ng/ml bFGF und 10ng/ml PDGF (beide PeproTech).
Dieses Medium wurde ebenfalls fur experimentelle Ansétze verwendet. Kultivierung und
Experimente wurden in 96well-Platten (cell+-Oberflache, Sarstedt) durchgefiihrt, welche
zuvor mit 0,05% poly-D,L-Ornithin (in ddH,O, Sigma-Aldrich) beschichtet wurden. Fur die
Beschichtung wurden 40ul poly-Ornithin-Losung pro well hinzugegeben und fir 3h bei RT
inkubiert. Nach zweimaligen Waschen mit ddH,O und Trocknen konnten die Platten
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verwendet werden. Pro Ansatz wurden die Zellen je nach Ausbeute und Experiment auf die
wells aufgeteilt. Die Zellen wurden in einem Inkubator mit Befeuchtung bei 37°C und 5%
CO, (CB150, Binder) kultiviert. Uber Nacht bildeten die Zellen ihre Fortsatze nach und
hafteten fest am Boden, weshalb bereits am ndchsten Tag mit dem Experiment begonnen

werden kdnnte.

2.2.2. OLN-93 Zellen

Die OLN-93-Zellen sind eine adh&rente Zelllinie unreifer OLs, welche durch spontane
Transformation aus priméren unreifen Gliazellen der Ratte entstanden ist [61]. Durch Zugabe
bestimmter Faktoren kann der Reifegrad der Zellen beeinflusst werden [48]. Das Geschlecht
dieser Zelllinie wurde bisher noch nicht vertffentlicht. Diese Zelllinie wurde von Frau Prof.
Dr. Christiane Richter-Landsberg (Universitdt Oldenburg, Deutschland) zur Verflgung
gestellt.

A) Auftauen und Kultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie bereits zuvor von Gerstner et al. [48] beschrieben in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit 3,79/l NaHCO3, 25mM HEPES, 4,5¢/1 D-
Glucose, 4,4 g/l NaCl (Biochrom), erganzt mit 10% Hitze-inaktivierten fetalen Kélberserum
(FCS, Biochrom), 0,01% humanes Serumalbumin (HSA, aus 20%, Grifols) und 1%
Penicillin-Streptomycin. Zum Auftauen wurden die Zellen unter standigen Schwenken in
einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und anschlieend ziigig zu vorgewarmtem Medium
getropft. Nach dem Zentrifugieren fur 7min bei 300g wurde das Zellpellet mit vorgewarmtem
Medium resuspendiert und zu einer Zellkulturflasche mit 18ml voraquilibrierten Medium
gegeben. Die Zellen wurden in einem Inkubator mit Befeuchtung bei 37°C und 5% CO,
(entspricht 21% O,, Normoxie) kultiviert. Zur Kultivierung wurden T75-Flaschen (cell+,
Sarstedt) verwendet, wobei das Medium alle 2-3 Tage zur Hélfte erneuert wurde. Die Kultur
wurde alle 5 bis 7 Tage passagiert. Die Zellen wurden nur bis Passage 10 nach Auftauen

verwendet.
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B) Passage und Aussaen von Experimenten

Die Passage erfolgte bei ca. 80% Konfluenz2. Nach dem Waschen des Zellrasens mit
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS, PAN Biotech) wurden die Zellen mit 0,025%
Trypsin (aus 2,5% verdinnt in DPBS, Biochrom) vom Boden geldst. Die Enzymreaktion
wurde mit Medium abgestoppt und die Zellen bei 300g fir 7min zentrifugiert. Nach dem
Resuspendieren der Zellen wurde die Zellzahl bestimmt. Zur weiteren Kultivierung wurde ein
Teil der Zellsuspension in frische Zellkulturflaschen gegeben und der Rest zum Ansetzen von
Experimenten verwendet. Fir die Experimente wurden die Zellen dann zellzahlspezifisch in
Standardkulturmedium in 6-, 24- oder 96well-Platten (cell+, Sarstedt) ausgesat. Nach dem
Ausséden der Zellen folgte eine 48h andauernde Erholungsphase bevor mit dem Experiment

begonnen wurde.

C) Einfrieren

RegelmélRig wurden Zellen aus niedrigen Passagen zum Erhalt der Zelllinie eingefroren.
Dafiur wurden die Zellen in reinem FCS anstatt Medium nach dem Passagieren resuspendiert.
Nach der Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension so mit FCS verdiinnt, dass 10°
Zellen pro 900ul FCS enthalten waren. Diese Zellsuspension wurde in vorbereitete
Cryorohrchen (Carl Roth) gegeben und anschlieBend mit 100l Dimethylsulfoxid (DMSO,
Sigma-Aldrich) auf 1.000ul aufgefillt. Da DMSO zytotoxisch ist, mussten die Zellen ziigig in
mit Isopropanol (Carl Roth) beflllten und vorgekihlten Cryoboxen (Cryo 1°C Freezing
Container, Thermo Fisher) zu -80°C (HeraFreeze, Heraeus) transferiert werden. Nach 48h
wurden die Zellen entweder zur Kurzzeitlagerung (bis 6 Monate) bei -80°C oder zur

Langzeitlagerung in flussigen Stickstoff (ARPEGE, Air Liquide) umgelagert.

D) Charakterisierung

Um die morphologischen und antigenen Eigenschaften der OLN-93 Zellen zu erhalten
wurden sie wie zuvor beschrieben kultiviert und ausgesét, fir die Durchfihrung der
Experimente wurde jedoch ein vereinfachteres Medium gewahlt. Dieses bestand aus DMEM
(Life Technologies), erganzt mit 10% Hitze-inaktivierten FCS, 1% Penicillin-Streptomycin
und 100uM D,L-Buthionin-(S,R)-sulfoximin (BSO, Sigma-Aldrich) (experimentelles
Medium). Das BSO wurde zum Medium zugesetzt, um die zellulare Abwehr gegen
oxidativen Stress herabzusetzen. Es inhibiert die y-Glutamylcystein-Synthetase, welche eine

wichtige Rolle in der Glutathionsynthese spielt [141]. Auf diese Weise reduziert BSO die

2 Bedeckungsgrad des Flaschenbodens mit Zellen
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antioxidative Kapazitat der Zellen und imitiert so die Situation des O,-Stress in
Frihgeborenen.

Um den Reifegrad der OLN-93 Zellen zu tberprifen wurden die Zellen wie zuvor
beschrieben zu unreiferen bzw. reiferen Zellen induziert [48]. Um einen unreiferen
Ph&notypen mit bipolarer Morphologie zu induzieren, wurden die Zellen 6 Tage mit 10ng/ml
PDGF und 10ng/ml bFGF behandelt (Tabelle 1). Um einen reiferen Phanotypen mit stark-
verzweigten Fortsatzen zu induzieren, wurden die Zellen 6 Tage mit 10ng/ml CNTF, 5uM
Forskolin and 15nM T3 behandelt. Aller 2 Tage wurde das Medium mit den entsprechenden
Faktoren erneuert. Die Auswertung erfolgte zum einen mittels Fluoreszenzmikroskopie des
Strukturproteins B-Aktin sowie mittels Western Blot Analyse des Enzyms CNPase, welches

wahrend der Reifung von OLs immer starker exprimiert wird.

Tabelle 1: Zusammenstellung der verwendeten Substanzen fiir OLN-93 Zellen.

verwendete finale )
Substanz Abktirzung _ Verkaufer Ldsungsmittel
Konzentration

3,3',5-Triiodo-L- Sigma- DPBS + 0,2%
_ Ts 15nM _
Thyronin Aldrich HSA
D,L-Buthionine-(S,R)- Sigma-
o BSO 250uM ) ddH,0
sulfoximin Aldrich
) Sigma-
Forskolin - S5uM ) DMSO
Aldrich
Platelet-Derived Growth 1x TBS + 0,1%
PDGF 10ng/ml PeproTech
Factor BSA
Recombinant Rat Ciliary 1x TBS + 0,1%
) CNTF 10ng/ml PeproTech
Neurotrophic Factor BSA
Human Fibroblast 1x TBS + 0,1%
) bFGF 10ng/ml PeproTech
Growth Factor-Basic BSA
2.2.3. C6 Zellen

Die C6-Zellen sind eine adhérente Zelllinie unreifer Astrozyten, welche durch spontane
Transformation nach intrazerebraler Injektion von N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff in eine
mannliche Ratte entstanden ist [64]. Die Zelllinie wurde tber LGC Standards bei der

American Type Culture Collection (ATCC) erworben.
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A) Handling der Zellen

Als Standardkulturmedium fir diese Zellen wurde das von ATCC angegebene Medium
verwendet. Es bestand aus F-12K Medium (Life Technologies), erganzt mit 15% Hitze-
inaktivierten Pferdeserum (Biochrom), 2,5% Hitze-inaktivierten FCS und 1% Penicillin-
Streptomycin. Die C6 Zellen wurden nach dem gleichen Protokoll aufgetaut wie die OLN-93
Zellen. Auftauen, Einfrieren, Zellkulturbedingungen, und Ansetzen der Experimente erfolgten
bis auf weniger Ausnahmen wie bei den OLN-93 Zellen. So wurden die C6 Zellen zum
Einfrieren in Kulturmedium aufgenommen und so verdiinnt, dass 10° Zellen in 950pl Medium
und 50pl DMSO eingefroren wurden. AuBerdem wurden die C6 Zellen erst bei 90%
Konfluenz passagiert.

B) Charakterisierung

Um die morphologischen und antigenen Eigenschaften der C6 Zellen zu erhalten, wurden
diese ebenfalls in ihrem Standardkulturmedium kultiviert und ausgesét, fiir die Durchfuhrung
der Experimente wurde jedoch wieder ein vereinfachteres Medium gewahlt. Dieses bestand
aus DMEM, erganzt mit 10% Hitze-inaktivierten FCS und 1% Penicillin-Streptomycin
(experimentelles Medium).

Um den Reifegrad der C6 Zellen zu Uberpriifen wurden die Zellen wie zuvor
beschrieben zu reiferen GFAP-positiven Astrozyten (S100B"GFAP™) induziert [65]. Dafiir
wurden die Zellen 48h mit 100ng/ml IL-6 behandelt (Tabelle 2). Die Auswertung erfolgte
zum einen mittels Fluoreszenzmikroskopie des Strukturproteins p-Aktin sowie mittels
Western Blot Analyse von GFAP.

Tabelle 2: Zusammenstellung der verwendeten Substanzen fiir C6 Zellen.

verwendete finale

Substanz Abkirzung _ Verkaufer  Losungsmittel
Konzentration
Recombinant Rat 1x TBS + 0,1%
) IL-6 100ng/ml PeproTech
Interleukin 6 BSA

2.2.4. Vorbehandlung und Schadigung der Zellen
Nach der entsprechenden Erholungsphase der Zellen konnte mit dem Experiment begonnen
werden. Dafur wurden die zu testenden Substanzldsungen vorab im experimentellen Medium

verdinnt. Da die Substanzen in zytotoxischen DMSO gelost wurden, sind alle Losungen als
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Stocklésungen angesetzt worden, welche 1:1.000 verdinnt angewendet werden mussten
(Tabelle 3). Jede Kontrollbedingung wurde dann 1:1.000 (1pl/ml) mit DMSO versetzt, um

Losungsmitteleffekte auszuschlielRen.

Tabelle 3: Verwendete Steroidhormone, Agonisten, Antagonisten und Inhibitoren mit
Konzentrationen.

_ verwendete finale
Substanz Abkurzung Funktion ] Verkaufer
Konzentration(en)

1pM bis 10uM in Sigma-

17pB-Estradiol E2 ER-a/ER-B-Agonist L _ )
10°-Schritten Aldrich
Dehydroepi- 1pM bis100uM in Sigma-
ydroep DHEA ) Y ) _H g _
androsteron 10°-Schritten Aldrich
5-Androsten-3, 160H- 1pM bis 10uM in )
_ - 1 _ Steraloids
160-diol-17-on DHEA 10°-Schritten
5-Androsten- ] 1pM bis 10puM in _
] Adiol - 1 _ Steraloids
3P, 17p-diol 10°-Schritten
ER-a/ER-B-Antagonist, Sigma-
ICI 182,780 ICI ) 1uM )
GPER-Agonist Aldrich
Gl Gl GPER-Agonist 100nM Tocris
G36 G36 GPER-Antagonist 1uM Tocris
Bicalutamide Androgenrezeptor- Sigma-
CDX _ 10uM )
(Casodex) Antagonist Aldrich
o Sigma-
Exemestane Exe Aromatase-inhibitor 100nM )
Aldrich

Die PDGFRo-Primérzellen wurden 12h lang mit dem entsprechenden Medium inkubiert und
dann wie bei Gerstner et al. [92] zuvor beschrieben fir 12h in einem Inkubator mit
Befeuchtung bei 37°C, 5% CO; und 80% O, (CB53, Binder) dem O,-Stress (Hyperoxie)
ausgesetzt.

Bei OLN-93 und C6 Zellen betrug die Prainkubationszeit 2h, gefolgt von einer
Erneuerung des Mediums. Die Zellen wurden der Hyperoxie bzw. Normoxie

(Standardkulturbedingungen, 21% O,) flr die in den Ergebnissen angegebene Zeit ausgesetzt.
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2.2.5. FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie oder auch fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse ist
eine schnelle Methode einzelne Zellen anhand von Gré3e, Granularitat (Komplexitat) und
Fluoreszenzeigenschaften zu unterscheiden. Daflr werden die Zellen als Einzelzellsuspension
durch hydrodynamische Fokussierung nacheinander aufgereint an einem gebindelten
Laserstrahl mit der entsprechenden Wellenldnge vorbeigeleitet. Dabei wird zum einen die
Lichtstreuung als auch das emittierte Fluoreszenzlicht (z.B. Antikorper-gekoppelte
Fluorophore) detektiert. Dadurch kann das Auftreten bestimmter fluoreszenzmarkierter
Oberflachenmolekiile oder intrazellularer Molekule quantifiziert werden. Die entstandene
Lichtstreuung korreliert dabei mit der GroRe der Zelle und ihrer Granularitat. Da
Fluoreszenzfarbstoffe nicht nur in ihrem vorgesehenen Kanal bzw. Detektor ein Signal
verursachen, sondern auch in anderen Kanélen zu einem Signal fiihren, ist eine Kompensation
notwendig. Entstandene falsch-positiven Signale durch diese Streuung, werden durch die
Kompensation rechnerisch korrigiert. Die FACS-Methode wurde verwendet um die Reinheit
der PDGFRa’-Primérzellen zu bestimmen, sowie zum Nachweis von apoptotischen und toten

Zellen in den Zelllinien.

A) Reinheit der PDGFRo"-Primérzellen

Die Analyse wurde bei den PDGFRa -Primérzellen durchgefiinrt, um als Qualitatskontrolle
nach der Isolation die Reinheit und Vitalitat der eluierten Zellpopulation zu bestimmen. Da
die PDGFRa-Bindungsstellen im Eluat bereits von MicroBead-Antikorpern besetzt worden
sind, mussten PDGFRa" Zellen tiber die Bindung an die entsprechende Isotypkontrolle (Maus
anti-Ratte 1gG2a-Allophycocyanin [APC]; [Klon RG7/1.30, Miltenyi Biotec]) sichtbar
gemacht werden. In den restlichen Proben wurde ein Fluoreszenzgekoppelter Maus anti-
CD140a (PDGFRa) -APC Antikorper (Klon APA5, Miltenyi Biotec) zur Férbung des
Rezeptors verwendet. Es erfolgte keine Zugabe von FcR Block fir die FACS-Farbung, um
unspezifische Bindungsstellen zu besetzen, da die Zellen bereits wéhrend der Isolation mit
FcR Block behandelt wurden. Zur Identifizierung toter Zellen wurde Propidiumiodid (PI;
0,5mg/ml in DPBS; Sigma-Aldrich) verwendet.

Fur die FACS-Farbung wurden Zellen vor der Separation, sowie vom Eluat und
Durchfluss entnommen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden je Probe dann vier FACS-
Réhrchen (Falcon, Corning) mit jeweils 10° Zellen fiir die FACS-Farbung entnommen. Die
FACS-Féarbung erfolgte nach Herstellerangaben und war fur beide Antikorper identisch.

Dafur wurden die Zellen fir 10min bei 300g zentrifugiert und anschlielend in 45ul FACS-
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Puffer resuspendiert. Es wurden dann 5pl Antikérper- bzw. 5ul Pl-Lésung in die
entsprechenden Rohrchen hinzugegeben und fir 10min bei 4°C inkubiert. Durch Zugabe von
1-2ml Puffer pro R6hrchen und anschlieBender Zentrifugation fiir 10min bei 300g wurden die
ungebundenen Antikdérper weggewaschen. Die Zellen wurden dann in 100ul FACS-Puffer
resuspendiert und bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.

Mit dem Vorwaértsstreulicht (Forward Scatter, FSC) wurden ungeférbte Zellen dann
nach Volumen und im Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) nach der Granularitat
aufgetrennt (Software: FACSDIVA; Gerat: BD LSR I1l; beide BD Bioscience). Dabei wurden
FSC und SSC so eingestellt werden, dass die Hauptpopulation mittig im angezeigten
Diagramm der beiden Parameter lag. Zur Kompensation wurden Kompensations-Beads
(CompBeads, BD Bioscience) mit einem geeigneten PE- (fir PI) bzw. Alexa Fluor 647 (flr
APC-Antikorper) -gekoppelten Antikorper verwendet. Nach der Kompensation wurden die
Proben mit 100.000 events je Probe aufgenommen.

Die anschliefende Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo. Zuerst wurde die
Hauptpopulation definiert. Innerhalb dieser Population wurde ein single cell gating im FSC
und SSC vorgenommen, um zusammenhangende Zellen (Doubletten) auszuschlieRen, welche
aus gefarbten und ungefarbten Zellen bestehen kdnnen und damit ein verandertes Signalprofil
aufweisen. Innerhalb dieser Population wurde dann die Farbung ausgewertet. Anhand
ungefarbter Zellen wurde der Bereich der fur die Farbung negativen Zellen definiert. Diese
Einteilung wurde dann auf die Einzelfarbungen kopiert und Uberprift, ob die gatings immer
noch beide Populationen (positiv/negativ) richtig voneinander trennen. Durch Zugabe von
einem oder mehreren Antikdpern bzw. Fluoreszenzfarbstoffen kann es zum Verschieben der
Population kommen, was ggf. nachkorrigiert werden muss. Die gatings der Einzelfarbungen
wurde dann auf die Probe mit den Doppelfarbungen kopiert und die Definitionen der Bereiche
Uberprift. Das Ergebnis wurde als prozentualer Anteil an positiv gefarbten Zellen zur

untersuchten Population angegeben.

B) Nachweis von aktivierter Caspase 3/7

Die FACS-Analyse wurde ebenfalls bei OLN-93 und C6 Zellen angewendet, um die Menge
an apoptotischen und toten Zellen durch die verschiedenen Behandlungen nach 48h Normoxie
bzw. Hyperoxie zu untersuchen. Dafiir wurde mit dem CellEvent Caspase-3/7 Green Flow
Cytometry Assay Kit (Life Technologies) gearbeitet. Die Methode beruht darauf, dass ein
nicht-fluoreszierender Farbstoff zu den Zellen gegeben wird, welcher bei Bindung an die

DNA zu fluoreszieren beginnt. Gleichzeitig wird zu den Zellen jedoch ein Inhibitor
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dazugegeben, welcher diese Anbindung an die DNA und damit die Fluoreszenz verhindert.
Der Inhibitor ist das aus vier Aminosauren bestehende Peptid DEVD. Durch die Aktivierung
von Caspase-3 bzw. -7 wird DEVD gespalten und der hinzugegebene Farbstoff bindet an die
DNA und beginnt zu fluoreszieren. Zusatzlich wurde Sytox als Marker fur tote Zellen
hinzugegeben.

Einige wells wurden mit 0,5uM Staurosporin (SSP) (in DMSO, Sigma-Aldrich) als
positiv-Kontrolle fir Apoptose 24h vor Ablauf des Experiments behandelt. Nach Ablauf der
48h Normoxie oder Hyperoxie wurden die Zellen mit einem Zellschaber (Greiner Bio-One)
vom Boden geldst und in 50ml-Rohrchen (Falcon, Corning) tberflhrt. Anschlielend wurden
die wells mit DPBS gewaschen und dann ebenfalls mit in das Rohrchen gegeben. Die
Zellsuspension wurde fir 10min bei 300g zentrifugiert und das Pellet anschlieend in DPBS
resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden jeweils 10° Zellen auf vier FACS-
Rohrchen per Ansatz gegeben. Das Volumen in den FACS-Rohrchen wurde dann mit DPBS
auf 1ml aufgefillt. In die entsprechenden Rohrchen wurde dann 1ul CellEvent Caspase-3/7
Green Detection Reagent hinzugegeben und die Réhrchen anschlieend fiir 25min bei 37°C
inkubiert. Danach wurde 1pl SYTOX AADvanced dead cell stain solution in die
entsprechenden Rohrchen gegeben und weitere 5min bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubation wurden die Zellen zigig am FACS gemessen. Zur Kompensation wurden
Staurosporinbehandelte sowie DMSO-behandelte Zellen aus normoxischen Bedingungen
verwendet. Die Durchfuihrung der Messung und die anschlieBende Auswertung fanden wie

oben bereits beschrieben statt.

2.2.6. Vitalitatsassays

A) LDH-Assay

Fur die PDGFRa'-Primérzellen und die  OLN-93  Zellen wurde ein
Lactatdehydrogenase(LDH)-Zytotoxizitatsassays verwendet (LDH-Cytotoxicity Assay Kit I,
Abcam). LDH ist ein intrazellular vorkommendes Enzym welches frei wird, wenn eine Zelle
so geschadigt wird, dass die Zellmembran nicht mehr intakt ist (Apoptose, Nekrose). Das
Prinzip der Messung beruht darauf, dass LDH aus dem Uberstand das hinzugegebene Lactat
oxidiert und dadurch NADH gebildet wird. Das NADH reagiert dann mit dem dazugegebenen
roten wasserloslichen Tetrazoliumsalz und bildet einen gelben Farbstoff, welcher mit einem

Plattenlesegerat gemessen werden kann.
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Der Assay wurde bei PDGFRa’-Priméarzellen nach 12h Hyperoxie durchgefiihrt,
wahrend bei den OLN-93 Zellen der Assay nach 48h durchgefiihrt wurde. Fir die LDH-
Messung wurden am Ende des Experimentes die Platten gemischt um LDH gleichméRig im
Uberstand zu verteilen. AnschlieRend wurden die Platten fiir 10min bei 600g zentrifugiert.
Bei OLN-93 Zellen wurden 20l Uberstand und bei PDGFRa " -Primarzellen 30ul Uberstand
in frische wells einer 96well-Platten transferiert. Dazu wurden dann 100ul LDH Reaction Mix
hinzugegeben und die Platten fir 15-30min inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten bei
ODysonm und einer Referenzwellenlange von ODgsonm gemessen (Software: Ascent, Gerdét:
Multiscan Ex, beide Thermo Fisher). Zur Auswertung wurde der ODgsonm VOM ODgsonm
abgezogen. Jede Versuchsbedingung wurde als Triplikate untersucht und zu N=1 gemittelt.
Die erhaltenen Werte wurden in prozentualer Abweichung zur Kontrollbedingung unter

Hyperoxie bzw. Normoxie angegeben (DMSO = 100% Zelltod bzw. 1).

B) MTT-Assay
Um die Viabilitat der C6 Zellen unter den verschiedenen Behandlungen zu messen, wurde ein
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid ~ (MTT)-Assay  verwendet
(CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega). MTT ist ein gelbes
Tetrazol, welches durch metabolisch aktive (lebende) Zellen zu einem violetten,
wasserunldslichen Formazan reduziert wird. Mit organischen Losungsmitteln kann das
Formazan in Loésung gebracht werden und die entstandene Farblésung kann dann in einem
Plattenlesegerat gemessen werden.

Fur die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Viabilitat der Zellen, wurde der
Assay nach 24h, 48h und 60 bzw. 72h durchgefuhrt, wahrend die restlichen Experimente nach
48h gemessen wurden. Das Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet. Daflr wurde 4h vor
Ende des Experimentes 15ul MTT je well hinzugegeben. Am Ende des Experimentes wurden
dann 100ul Solubilization Solution/Stop Mix je well hinzugegeben. Da die entstandene Farbe
mehrere Tage stabil ist, wurde das Formazan nach Zugabe der Stopplésung tber Nacht
lichtgeschitzt auf einem Schiittler (64724, Thermo Fisher) in einer Feuchthaltekammer geldst
und die Platte am folgenden Tag gemessen. Die Platten wurden bei ODsgspm und einer
Referenzwellenlange von ODgsonm gemessen. Zur Auswertung wurde der ODgsonm VOm
ODsgsnm abgezogen. Auch hier wurde jede Versuchsbedingung als Triplikat gemessen und zu
N=1 gemittelt. Fur die Untersuchung des zeitlichen Verlaufes wurden die erhaltenen Werte in
prozentualer Abweichung zur Kontrollbedingung angegeben (DMSO = 100% Viabilitat). Fir

die Darstellung aller anderen Ergebnisse wurde dieser Assay an die Darstellung des LDH-
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Assays angepasst, um durch Vereinheitlichung die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
erhdhen. Mit der Formel: % Zelltod = 100- (% Viabilitdt — 100) wurden die Ergebnisse
umgerechnet und geben so die prozentuale Abweichung zur Kontrollbedingung unter
Hyperoxie (DMSO = 100% Zelltod) an.

2.2.7. (Immun-)Fluoreszenzfarbung

Die Fluoreszenz bzw. Immunfluoreszenzfarbung (IF) dient der Detektion wvon
Zellbestandteilen, welche im Durchlicht eines Mikroskops nicht sichtbar wéren. Bei der IF
werden Zellen mit (gegen das gewinschte Epitop gerichteten) Fluoreszenzgekoppelten
Antikdrpern inkubiert bzw. zuerst mit einem Primarantikérper und dann einen gegen die
Spezies des Primérantikorpers gerichteten Fluoreszenzgekoppelten Sekundérantikorper.

Bei der Fluoreszenzfarbung dagegen wird die Férbung durch die Eigenschaften des
dazugegebenen Stoffes erzeugt. So sind Hoechst und PI beispielsweise Interkalatoren, welche
nur durch die Anbindung in die DNA-Doppelhelix fluoreszieren. Hierbei dringt Hoechst
durch seine kleine Struktur in alle intakten Zellen ein, wohingegen PI ein sperriges Molekill
ist, welches nur in (tote) Zellen mit defekter Zellmembran eindringen kann. So l&sst sich
anhand beider Farbstoffe eine einfache lebend/tot-Bestimmung durchfiihren. Ebenfalls keine
Immunfluoreszenz ist die Verwendung von Fluoreszenzgekoppelten Annexin V zum
Nachweis von Apoptose. Phosphatidylserin (PS) befindet sich bei vitalen Zellen auf der
intrazellularen Seite der Zellmembran. Wird jedoch Apoptose induziert, wird relativ friih in
diesem Prozess PS auf die duflere Zellmembran umgelagert. Dieses extrazellulare PS kann
dann durch die stabile Anbindung von PS an (Fluoreszenzgekoppeltes) Annexin V
nachgewiesen werden.

Fluoreszenz und IF wurden verwendet um apoptotische und tote Zellen unter den
verschiedenen Behandlungen zu untersuchen und zum Nachweis von zelltypspezifischen

Markern.

A) Apoptose-Farbung

Bei PDGFRa'-, OLN-93 und C6 Zellen wurden Farbungen fiir die Detektion von lebenden,
apoptotischen und toten Zellen zur beispielhaften Darstellung von Schédigung bzw.
Protektion in 96well-Platten durchgefilhrt. Bei PDGFRa -Primarzellen wurde die Farbung
nach 12h Hyperoxie durchgefiihrt, wéhrend OLN-93 und C6 Zellen nach 48h untersucht
wurden. Dafur musste das Medium komplett abgenommen und pro well 40ul Annexin V-
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bindig buffer (Biolegend) mit 1pl Annexin V-APC (Biolegend), 1pl PI und 0,04ul Hoechst
33342 (Img/ml in DMSO, Sigma-Aldrich) hinzugefigt werden. Nach 20min Inkubation bei
37°C konnte die Farbung am Fluoreszenzmikroskop (Software: LAS AF, Gerat: DMI 4000b,
beide Leica) betrachtet werden. Da es sich bei der Kamera am Mikroskop um eine
schwarzweil3-Kamera handelte, konnte das Fluoreszenzsignal in verschiedenen Farben
dargestellt werden. Zur besseren Unterscheidung von Pl und Annexin V-APC, wurde dem
APC-Signal statt dem eigentlichen violett, die Farbe Grin zugeordnet. Je Farbung wurden

einige reprasentative Bilder aufgenommen.

B) Zelltypspezifische Marker

Fur die IF wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin (PLL; 0,1% in ddH,O; Sigma-Aldrich)
beschichteten Deckgléschen in Standardkulturmedium ausgesét. Fir die Beschichtung wurden
runde Deckgléschen in 24well-Platten gelegt und mit PLL (berschichtet. Die Inkubation
erfolgte Gber Nacht bei 37°C. Anschlieend wurden die wells zweimal mit ddH,O und danach
zweimal mit HBSS gewaschen. Der letzte Waschschritt verblieb in den wells bis zur
Verwendung.

Die Zellen wurden nach der Passage in den Platten ausgesat und fir mindestens 48h
inkubiert bis ein dichter Zellrasen entstanden war. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd (PFA; 4% in PBS, Sigma-Aldrich) fixiert. Dafur wurden die wells zuvor mit
DPBS gewaschen und anschieend mit kaltem PFA flr 10min bei 4°C fixiert. Danach wurden
die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und im letzten Waschschritt bei 4°C bis zur
Farbung gelagert.

Fur die IF wurde als erstes fur 2h eine Blocking Losung auf die Zellen gegeben,
welche unspezifische Bindungsstellen besetzen sollte. Diese Blocking Ldsung bestand aus 5%
Normal Goat Serum (NGS, Jackson ImmunoResearch) in 1x PBS mit 0,3% Triton (Sigma-
Aldrich). Anschlieend wurden die Zellen mit Primarantikorper-Losung versetzt und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Primarantikorper-Ldsung bestand dabei aus 3% NGS in 1x PBS
mit 0,3% Triton und dem entsprechenden Primarantikdrper (Tabelle 4). Am néchsten Tag
wurden die Zellen dreimal fir 10min mit 1x PBS gewaschen und anschlieend ftr 2h mit der
Sekundarantikorper-Losung inkubiert. Die Sekundarantikorper-Losung bestand ebenfalls aus
3% NGS in 1x PBS mit 0,3% Triton und einem entsprechenden Sekunddarantikérper. Danach
wurden die Zellen viermal mit 1x PBS fir 10min gewaschen und mit Eindeckmedium
eigedeckelt, welches 4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid  (Dapi)  (Vector
Laboratories) enthielt. Dapi farbt wie Hoechst die Zellkerne an durch Interkalation mit der
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DNA. Je Féarbung wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop einige représentative Bilder

aufgenommen.

Tabelle 4: Details zu verwendeten Primar- und Sekundarantikorpern fir die
Immunfluoreszenz.

Name Firma Bestellnummer  Verdinnung

Priméarantikorper

Mouse Anti-Oligodendrocyte R&D Systems MAB1326 1: 200
Marker O4, (Klon O4)

Rabbit Anti-S100p (Klon Abcam ab52642 1: 50
EP1576Y)

Rabbit Anti-p-Actin Sigma-Aldrich A6022 1: 100
Sekundarantikérper

Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) Life Technologies A-11029 1: 400

Alexa Fluor 488 Konjugat
Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L) Life Technologies A-11012 1: 400
Alexa Fluor 594 Konjugat

2.2.8. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, kurz PCR) ist eine Methode um
DNA zu vervielféltigen. Dabei binden kurze definierte DNA-Fragmente (Primer) an ihre
entsprechend komplementdren Sequenzen an der DNA und konnen durch die Polymerase
abgelesen und vervielfaltigt werden. Damit kann das VVorhandensein eines bestimmten Genes
bzw. Genvariante ermittelt werden. Diese Methode wurde verwendet, um das Geschlecht der
OLN-93 Zellen zu bestimmen. Dies erfolgte Gber den Nachweis des fir ménnliche Ratten
spezifische rat sex-determining region Y (SRY) Gen. Fiir die PCR wurde zusatzlich DNA aus
C6 Zellen und aus adultem mannlichen Ratten als positiv-Kontrollen verwendet, sowie aus

adulten weiblichen Ratten als negativ-Kontrolle.

A) DNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung
Zuerst musste dafiir genomische DNA aus den Zelllinien bzw. aus dem Gewebe adulter Tiere
isoliert werden. Fur die Isolation wurde das QIAamp DNA Isolationskit (Qiagen) nach

Protokoll des Herstellers verwendet. Fir die Isolation von DNA aus OLN-93 und C6 Zellen
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wurde das Medium entfernt und DPBS auf die Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die
Zellen mit einem Zellschaber vom Boden entfernt, in ein 50ml-Réhrchen tberfuhrt und fur
10min bei 300g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1ml DPBS resuspendiert, in ein 1,5ml
Eppendorf-Gefal} (Eppendorf) Gberflhrt und erneut fir 5min bei 300g zentrifugiert (1-15PK,
Sigma). Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet in 200ul DPBS resuspendiert.
AnschlieBend wurden 20ul QIAGEN Protease und 200ul Puffer AL hinzugegeben. Nach
kurzem Vortexen (RS-VAL10, Phoenix Instrument) wurde die Losung fir 20min bei 56°C auf
einem Thermo-Mixer inkubiert (PocketBloc, Biozym). Dann wurden 200l reiner EtOH (Th.
Geier) hinzugegeben und das Gefal} erneut gevortext. Diese Mischung wurde auf eine S&ule
gegeben, welche die DNA bindet. Die Sdule wurde fur 1min bei 6.000g zentrifugiert und
anschlieBend mit 500ul Puffer AW1 gewaschen. Nach Zentrifugieren fir 1min bei 6.000g
wurden 500ul Puffer AW2 auf die Séule gegeben. Nach 3min zentrifugieren bei 20.000g
wurde erneut fir 1min bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert, um Fllssigkeiten komplett
zu entfernen. Mit 100ul Puffer AE und Zentrifugation fir 1min bei 6.000g wurde die DNA
eluiert. Die Lagerung der gewonnen DNA erfolgte bei -20°C (profi line, Liebherr).

Fur die Gewinnung von DNA aus adulten Ratten wurde etwas Gewebe entnommen
und mit einem Skalpell zerkleinert. Das Gewebe wurde in ein 1,5ml Eppendorf-Gefal
uberfihrt und 180ul Puffer ATL hinzugefiigt. Anschlielend wurden 20ul Proteinase K
hinzugegeben und das GefaR gevortext. Uber Nacht wurde dann das Gewebe auf dem
Thermo-Mixer bei 56°C zersetzt. Am néchsten Tag wurden 200ul Puffer AL hinzugegeben,
gevortext und fir 10min bei 70°C auf einem Thermo-Mixer inkubiert. AnschlieBend wurden
200p reiner EtOH hinzugegeben und wie beim Protokoll zuvor fir DNA-Isolation aus Zellen
ab dem Schritt der EtOH-Zugabe fortgefahren.

Um die Konzentration der isolierten DNA zu bestimmen, wurde ein
Spektralphotometer (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher) mit einer eingesetzten Mikro-
Messzelle fir UV/VIS-Analyse (TrayCell, Hellma Analytics) verwendet. Der
Eluierungspuffer AE wurde als Leerwert verwendet und anschlieBend die Absorption der

Proben bei 260nm gemessen wor(ber sich die Konzentration berechnen in lief3.

B) Komponenten und Durchfiihrung der PCR

Fur den Nachweis von SRY wurden Primer nach Publikation von Ise et al. [142] mit der
folgenden Sequenz verwendet: forward Primer 5-CAGAGATCAGCAAGCATCTGG-3" und
reverse Primer 5'-TCTGGTTCTTGGAGGACTGG-3' (Eurofins). Die Primer wurden mit 1x
TE-Puffer (pH 8) (aus 100x TE-Puffer, Merck Millipore) so gelost, dass die Konzentration
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2UM betrug. Zur Amplifizierung wurde eine DreamTaq DNA-Polymerase (Thermo Fisher)
verwendet. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung untersucht und angesetzt wie in

Tabelle 5 angegeben.

Tabelle 5: Komponenten und Mengen fur 20pl PCR-Reaktionsansatz.

Komponente = Menge Finale Konzentration Firma

DNA 500ng 25ng/ul -

10x Puffer 2ul 1x Thermo Fisher
dNTPs 0,4ul 200nM Thermo Fisher
Primer for 0,1pl 100nM Eurofins
Primer rev 0,1pl 100nM Eurofins
Polymerase 0,1pl 0,5U Thermo Fisher
DEPC-ddH,O auf 20ul auffillen - Thermo Fisher

Aus 10x Puffer, Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), Primern und Polymerase wurde
ein Master-Mix fir alle Proben hergestellt. Zuerst wurde das DEPC-ddH,O in den 8-Tube-
Streifen vorgelegt, dann kam der Master-Mix hinein und zum Schluss wurde die DNA
hinzugegeben. Ein Ansatz enthielt keine DNA und wurde mit DEPC-ddH,O auf 20ul
aufgefiillt. Diese Probe diente als Leerprobe, um die Reagenzien auf Verunreinigungen zu
testen. Mit Hilfe eines Vortex-Mixer fiir Eppendorf-GefaRe (MixMate, Eppendorf) wurde die
Ansdtze gemischt und mit einem Real-Time PCR-System (StepOne Plus, Applied
Biosystems) anschlieBend amplifiziert. Der Ablauf der einzelnen Reaktionsschritte der PCR

ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Ablauf der PCR-Reaktionsschritte.

Phase Temperatur Dauer

Initiation 95°C 3min

Denaturierung 95°C 30sec
Primer-Anbindung/ Annealing 57°C 30sec 40 Zyklen
DNA-Synthese/ Elongation 72°C 1min

Finale Phase 72°C 7min
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C) Auswertung

Die Auswertung der PCR erfolgte tGber Gelelektrophorese der PCR-Produkte. Daflr wurde
ein 2%iges Agarosegel verwendet. Zur Herstellung wurden 2g Agarose (Biozym) in 100ml 1x
TAE-Puffer (aus 10x TAE-Puffer, Carl Roth) durch Erhitzen in der Mikrowelle (HF 600,
Siemens) geldst. In einem 60°C Wasserbad (1023, GFL) wurde die LOsung fir 15min
langsam abgekuhlt. Dann wurden 5ul RedSafe (Intro Biotechnology) hinzugegeben, die
Losung gemischt und das Gel in den GielRstand (40-0708, Peglab) gegossen. RedSafe kann
wie Hoechst und Pl in die DNA interkalieren. Nach dem Einsetzen des Kammes, hértete das
Gel fur ca. 20min aus. Anschlielend wurde die Gelelektrophorese-Kammer mit 1x TAE-
Puffer befullt bis das Gel gut bedeckt war. Dann wurde der Kamm entfernt und die Proben fiir
den Lauf vorbereitet. Dazu wurden 8ul PCR-Produkt mit 2ul Probenpuffer (TE/G-Puffer,
Carl Roth) gemischt und 8ul des Gemisches in die Tasche gegeben. Fir den Marker wurden
4l DNA-Leiter (O'Gene Ruler, Thermo Fisher) mit 4ul DEPC-ddH,O und 2pul Probenpuffer
gemischt und 8ul des Gemisches in die Tasche gegeben. Die Gelelektrophorese-Kammer
wurde an ein Netzteil (EV202, Consort) angeschlossen und auf 120V gestellt. Nach ~20min
bei 120V konnte das Gel ausgewertet werden. Durch Anregung des im Gel enthaltenen
RedSafe mit UV-Licht entsteht Fluoreszenz dort, wo DNA vorhanden ist. Dieses Signal
konnte mit einem Dokumentationssystem fir Gele und Membranen (ChemiDoc, Bio-Rad
Laboratories) detektiert werden. In den Proben, in denen SRY amplifiziert werden konnte,
war eine einzelne DNA-Bande (~400bp groR) sichtbar und diente somit als Nachweis fir
méannliche DNA.

2.2.9. Western Blot

Als Western Blot bezeichnet man den Transfer von Proteinen auf eine Trager-Membran, auf
welcher anschlieRend spezifische Proteine nachgewiesen werden kdnnen. Dem voraus geht
die Gelelektrophorese, welche die isolierten Proteine im elektrischen Feld nach ihrem
Gewicht auftrennt. Der Nachweis der Proteine auf der Membran verlduft nach demselben
Prinzip wie bei der IF mit Primédr- und Sekundarantikdrpern, nur das hier Peroxidase-
gekoppelte Sekundarantikorper verwendet werden. Durch die Zugabe von Dioxetanen
(Substrat) auf die Membran, oxidiert die Peroxidase dieses Substrat und Lumineszenz
entsteht. Diese Lumineszenz kann als Signal detektiert und anschlie3end quantifiziert werden.
Zur Quantifizierung wird in jeder Probe eine Referenz detektiert, welche durch die

Behandlung nicht beeinflusst wird wie z.B. das Strukturprotein B-Aktin oder das Enzym
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Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) der Glycolyse. Durch diese relative
Quantifizierung zur Proteingesamtmenge einer Probe konnen spezifische Proteine zwischen

verschiedenen Behandlungen (oder Zeitpunkten) miteinander verglichen werden.

A) Generierung der Proteinproben

Je nach Experiment mussten die Proben verschiedenen aufgearbeitet werden. Zum Nachweis
von Rezeptoren und Reifemarkern mussten die Proteine so isoliert werden, dass diese
vorrangig lipophilen (Membran-)Proteine erhalten blieben. Bei der Untersuchung des
Phosphorylierungsstaus war es wichtig die Phosphorylierungen zu erhalten. Bei diesen
Proteinen handelte es sich um hydrophile Proteine aus dem Zytosol.

Die Proteine fur Rezeptoren und Reifemarker wurden mit TRIzol (Life Technologies)
isoliert. Diese Proben wurden nach einem Experiment-Zeitraum von 48h gewonnen. Dafur
wurde der Zellrasen mit einem Zellschaber vom Boden geltst und die Zellsuspension in
50ml-Rohrchen tberfuhrt. AnschlieBend wurden die wells mit DPBS gewaschen und die
Waschlésung ebenfalls zum Rohrchen hinzugefligt. Nach Zentrifugation die 300g fur 10min
wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Zellpellet mit 1ml TRIzol gel6st bis
eine homogene Losung entstand. Die Losung wurde in 2ml Eppendorf-Gefalie transferiert und
bis zu 2 Wochen bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Fir die Proteinisolation
wurden die Proben bei RT aufgetaut und 200ul Chlorform (Merck Millipore) je Probe
hinzugegeben. Die Proben wurden fiir 15sec gevortext und anschlieBend fur 3min bei RT
inkubiert. Daraufhin wurden die Proben fir 15min bei 12.000g und 4°C zentrifugiert.
Dadurch wurde die Lésung in mehrere Phasen aufgeteilt. Die obere wéssrige Phase enthielt
RNA, wahrend die untere rote Phenol-Chloroform-Phase und die weildliche Interphase
Proteine und DNA enthielten. Daher wurde nach der Zentrifugation die obere Phase
abgenommen und zur verbleibenden Lésung 300ul reiner EtOH gegeben, um die genomische
DNA zu prézipitieren. Nach dem Invertieren wurden die Proben fiir 3min auf einem Schuttler
inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 2min bei 12.000g und 4°C wurde die DNA pelletiert. Der
Uberstand wurde anschlieRend auf zwei frische 2ml Eppendorf-GefaRe aufgeteilt. Durch
Zugabe von 750ul Isopropanol wurden dann darin die Proteine ausgeféllt. Nach dem
Invertieren der Proben und 10min Inkubation bei RT, wurden die Proteine anschlieBend fir
5min bei 12.000g und 4°C pelletiert. Das Proteinpellet wurde dann mit 1,5ml 0,3M
Guanidinium-Hydrochlorid (in 95% EtOH, Sigma-Aldrich, Protein-Waschpuffer) gewaschen.
Daflr kamen die Proben im Waschpuffer fir 20min auf den Schittler. Danach wurden die

Proteine fiir 2min bei 12.000g und 4°C erneut herunterzentrifugiert. Dieser Waschschritt mit
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dem Waschpuffer wurde anschlieend noch dreimal wiederholt. Daran schlossen sich zwei
Waschschritte mit reinem EtOH. Im letzten Waschschritt mit EtOH wurden die Proteine bis
zur Verwendung bei -80°C gelagert. Die Proteine der benétigten Proben wurden dann zeitnah
vor dem Western Blot in Lysepuffer resuspendiert. Der Lysepuffer bestand aus 8M Harnstoff
(Merck Millipore), 2M Thioharnstoff (Merck Millipore), 4% CHAPS (Carl Roth), 40mM Tris
(Carl Roth) und 65mM DTT (Merck Millipore). Lysierte Proteine sind ca. 6 Monate bei -
20°C stabil. Durch Zentrifugation fir 2min bei 12.000g und 4°C wurde das Pellet
herunterzentrifugiert. Der EtOH wurde abgenommen und das Pellet wurde im gedffneten
Gefal} getrocknet. Das Pellet wurde dann mit 200-500pl Lysispuffer versetzt und bei 850rpm
fur 3h in einem Vortex-Mixer fir Eppendorf-Gefale geschiittelt. Je nachdem wie gut das
Pellet dann resuspendiert war, kam es wieder auf den Mixer oder wurde bei -20°C
weggefroren.

Zur Isolation der zytosolischen Proteine flr die Phosphorylierungsuntersuchung wurde
M-PER Mammalian Proteine Extraction Reagent (Thermo Fisher) verwendet. Bei diesem
Experiment wurden die Zeitpunkte Oh, 6h, 12h, 24h und 48h untersucht. Um den
Phosphorylierungsstatus zu erhalten bzw. um die Proteine vor Abbau zu schiitzen, wurden
dieser Reagenz zusatzlich Inhibitoren flr Proteasen und Phosphatasen hinzugesetzt. Dafir
wurden 10ml Reagenz mit 100ul Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Single-Use
Cocktail (Thermo Fisher) versetzt. Fir die Isolation wurde ebenfalls der Zellrasen mit einem
Zellschaber vom Boden gelost und die Zellsuspension in 50ml-Réhrchen Gberfiihrt.
AnschlieBend wurde die wells mit DPBS gewaschen und die Waschlésung ebenfalls zum
Rohrchen hinzugefiigt. Nach Zentrifugation bei 300g fir 10min wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 500ul der Reagenz resuspendiert. Nach dem
Transfer in ein 1,5ml Eppendorf-Gefall wurde die Probe fir 10min auf einem Orbital-Mischer

(Edmund Bihler) lysiert. Die Proben wurden anschlieRend bei -20°C gelagert.

B) Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde photometrisch mit Hilfe der Bradford-Methode bestimmit.
Die Methode beruht darauf, dass der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 in saurer
Losung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe bildet. Durch
diese Komplexbildung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs auf 595nm
und ist damit ein MaR fir die Proteinkonzentration der L&sung. Fir die
Konzentrationsbestimmung ist eine Standardkurve mit bekannten Konzentrationen von BSA

notwendig.
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Fur die Bradford-Ldsung wurden 20ml Rotiquant (Carl Roth) mit 80ml ddH,O
gemischt und filtriert. Fir die Standardkurve wurde eine 1mg/ml BSA-Stammldsung in
Lysepuffer hergestellt (BSA von MP Biomedicals). Nach dem Auftauen der Proben auf Eis,

wurden die Standards und Proben angesetzt wie in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Pipettierschema fir Standardkurve und Probenmessung beim Bradford
Assay.

Standardkurve
BSA Stammldsung (1mg/ml) Lysepuffer | ddH,O | Bradford Losung
S1 2 ul 28 ul 70 pl 1,9 ml
S2 4 ul 26 pl 70 pl 1,9 ml
S3 6 ul 24 ul 70 pl 1,9 ml
S4 8 ul 22 ul 70 pl 1,9 ml
S5 10 ul 20 pl 70 pl 1,9 ml
S6 15 ul 15 ul 70 pl 1,9 ml
S7 20 pl 10 pl 70 ul 1,9 ml
S8 30 ul - 70 pl 1,9ml
Leerwert - 30 pl 70 pl 1,9 ml

Fur die Proben (abhangig von der erwarteten Proteinkonzentration)

Unbekannte Probe Lysepuffer | ddH,O | Bradford Ldsung
hohe Konz 2 ul 28 pul 70 pl 1,9 ml
niedrige Konz 5ul 25 pl 70 pl 1,9 ml

Fur die Bradford-Methode wurde zuerst ddH,O in 2ml Eppendorf-Gefalie vorgelegt, dann der
Lysepuffer hinzugegeben und anschlieend die entsprechende Menge BSA-Stammldsung
bzw. Probe hinzugegeben. Bei den Proben wurden entweder 2ul bei erwarteter hoher
Proteinkonzentration oder 5ul Proteinldsung bei erwarteter niedriger Proteinkonzentration
eingesetzt. Im letzten Schritt wurden 1,9ml Bradford-Losung dazugeben, der Deckel
geschlossen und die Losung gemischt. Nach 5min Inkubation mussten innerhalb von 1h alle
Proben gemessen werden. Dazu wurde zuerst der Leerwert gemessen und die Absorption bei
595nm darauf genullt. Dann wurden die Lésungen fir den Standard nacheinander in
Einmalkivetten (Carl Roth) geflllt und die Absorption mit einem Spektralphotometer bei
595nm gemessen. Danach wurde wieder auf den Leerwert genullt und die zu bestimmenden
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Proben nacheinander gemessen. Pro Standardkurve wurden bis zu 18 Proben gemessen. Fir
jede weitere Messung wurde eine neue Standardkurve hergestellt und gemessen.

Mit den bekannten Konzentrationen aus der Standardkurve konnten so die
Konzentrationen der zu bestimmenden Proben berechnet werden (Probe S1 entspricht 1ug/ml,
Probe S2 2ug/ml usw.). Mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogrammes (Excel, Microsoft)
wurde daraus ein Diagramm (Konzentration gegen Absorption) erstellt und die Datenpunkte
mit einer Trendlinie (lineare Regressionsgerade) versehen. Die erhaltene Geradengleichung
wurde nach x umgestellt und fur y die entsprechende Absorption der unbekannten Probe
eingefugt. Die erhaltenen Werte mussten noch auf das eingesetzte VVolumen der Probe und das

Gesamtvolumen in der Kivette bezogen werden.

C) Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden 12%ige Acrylamidgele selbst hergestellt. Dazu wurden
Glasplatten fir 1,5mm dicke Minigele in den GieRstdnden fixiert (alles von Bio-Rad
Laboratories). Zum GielRen des Trenngels (unterer Teil des Gels, hoher Acrylanteil) wurden
folgende Komponenten luftblasenfrei gemischt: ddH,O, Tris-Puffer, SDS-Lésung (in ddH,0,
Serva), Rotiphorese 30 Acrylamidlésung (Carl Roth), APS-Loésung (in ddH,O, Merck
Millipore) und TEMED (Carl Roth). Das Gel wurde zligig gegossen und musste ca. 45min
auspolymerisieren. Zum Giel3en des Sammelgels (oberer Teil des Gels, niedriger Acrylanteil)
wurden die gleichen Komponenten wie zuvor luftblasenfrei gemischt, wobei die Menge an
Rotiphorese 30 Acrylamidlésung entsprechend niedriger war. Das Gel wurde zligig gegossen
und musste ca. 20min auspolymerisieren.

Die Proteinproben, der Marker (SuperSignal Molecular Weight Protein Ladder,
Thermo Fisher) und der 5x Probenpuffer wurden auf Eis aufgetaut. Der 5x Probenpuffer
wurde selbst hergestellt und bestand aus Sammelgelpuffer mit Glyzerin (Sigma-Aldrich),
SDS-L6sung, B-ME (Sigma-Aldrich) und BPB-L6sung (Carl Roth). Die Gele wurden in einer
Gelelektrophorese-Kammer (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad Laboratories) fixiert und
die Kammer mit Laufpuffer (1x Puffer aus Rotiphorese 10x SDS Page, Carl Roth) gefillt. Pro
Tasche wurden 20ug Protein bei 25ul Gesamtvolumen eingesetzt. Daflr wurde eine
entsprechende Menge Lysispuffer vorgelegt, dann die Proteinlésung hinzugegeben und zum
Schluss die Probe mit 5ul 5x Probenpuffer gemischt. Als Positiv-Kontrollen fur die
Antikorper wurden Lysate vom adulten Rattenhirn, sowie Zelllysate von MCF-7 und
NIH/3T3 Zellen (alle Santa Cruz Biotechnology) verwendet. Ohne Zugabe weiterer
Reagenzien wurden 20ul Lysat der Kontrollen pro Tasche verwendet. Nach Beladen des Gels
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wurden die Proteine fir 20min bei 90V (PowerPac1000, Bio-Rad Laboratories) am unteren
Ende des Sammelgels konzentriert. AnschlieBend lief das Gel fur ca. 1h bei 120V bis die

Farbfront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

D) Transfer auf Membran

Fur den Transfer der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran wurde das
Tank-Blot-Verfahren verwendet. Der Transferpuffer wurde selbst hergestellt und bestand aus
folgenden Komponenten: Tris, Glycin (Merck Millipore), SDS und Methanol (Mallinckrodt
Baker). Das Gel wurde aus den Glasplatten genommen und das obere Sammelgel wurde
entfernt. Das Gel, Whatman-Papier (GE Healthcare) und Schwdmme (Bio-Rad Laboratories)
wurden mit Transferpuffer aquilibriert. Die PVDF-Membran (Bio-Rad Laboratories) wurde
zur Orientierung vorsichtig an einer Ecke eingeschnitten und in Methanol aquilibriert. In einer
Tank-Blot-Kassette wurde der Blot zusammengesetzt. Auf die schwarze Seite (Kathode) der
Kassette wurden dafur ein Schwamm und zwei Stiick Whatman-Papier gelegt. Darauf kam
das Gel und wurde glatt gestrichen. Auf das Gel wurde dann die PVDF-Membran gelegt,
welche ebenfalls wieder luftblasenfrei geglattet wurde. Darauf kamen wieder zwei Stiicke
Whatman-Papier und ein Schwamm. Die Kassette wurde geschlossen und in den mit
Transferpuffer geflllten Tank (Mini Trans-Blot Module, Bio-Rad Laboratories) gestellt. Der
Transfer lief fir 2h bei 50mA auf Eis.

E) Immunodetektion

Nach dem Lauf wurde der Blot auseinander gebaut und der erfolgreiche Transfer der Proteine
auf die Membran Uberpruft. Da der Marker einen speziellen roten Farbstoff enthielt, konnte
anhand der roten Farbe auf der PVDF-Membran der erfolgreichen Transfer auch ohne
Ponceau-Farbung ablesen werden. Die Membranen wurden auf Nylonnetzen (Flow Mesh)
liegend in 50ml-Rohrchen transferiert und mit 1x TBS (selbst hergestellt aus Tris und NaCl,
Carl Roth) gewaschen. Die Membranen wurden anschlieBend fur 2h bei RT auf einem
Rollinkubator (RM5.40, Karl Hecht) mit Blocking Losung inkubiert. Die Blocking Lésung
bestand aus 5 % Magermilchpulver (Carl Roth) und 0,15% Tween 20 (Sigma-Aldrich) in 1x
TBS. Anschliefend wurden die Membranen dreimal mit 1x TBS + 0,3% Tween (TBST)
gewaschen. Die meisten Antikdrper wurden mit 5% NGS in TBST angesetzt. Nur die
Antikorper von Cell Signaling wurden nach Herstellerangaben in 1x TBS mit 5% BSA und
0,1% Tween 20 angesetzt. Die Referenzantikorper gegen GAPDH bzw. B-Aktin wurde

gleichzeitig mit dem AntikOrper gegen das zu untersuchende Protein verwendet, da keine
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Wechselwirkungen auftraten und so die Anzahl des Reprobing der Membranen verringert
werden konnte. In Tabelle 8 sind die verwendeten Primér- und Sekundarantikérper mit der

entsprechenden Konzentration angegeben. Die Primarantikorper-Losung wurde Uber Nacht

bei 4°C auf einem Rollinkubator inkubiert.

Tabelle 8: Details zu verwendeten Antikérpern fir den Western Blot.

) Hersteller,
Antikorper Verdinnung
Katalognummer
_ ) Santa Cruz Biotechnology,
Rabbit Anti-Estrogen receptor-a, (HC-20) 1:200
sc-543
_ ) Affinity BioReagent,
Rabbit Anti-Estrogen receptor-§ 1:1.000
PA1-311
Rabbit Anti-GPER/GPR30 Abcam, ab39742 1:250
Mouse Anti-Androgen receptor (Klon
Abcam, ab9474 1:200
ARA441)
Mouse Anti-CNPase (Klon 11-5B) Abcam, ab6319 1:1.000
Rabbit Anti-GFAP (Klon G-A-5) Sigma-Aldrich, G3893 1:1.000
_ ) Santa Cruz Biotechnology,
Rabbit Anti-CYP19 (H-300) 1:200
sc-30086
Rabbit Anti-Phospho Akt (Ser473) Cell Signaling, 9271 S 1:1.000
Rabbit Anti-Akt Cell Signaling, 9272 S 1:1.000
Rabbit Anti-phospho-p44/42 MAP- o
) Cell Signaling, 4370 S 1:2.000
Kinase XP® mAb (Klon D13.14.4E)
Rabbit Anti-p44/42 MAP-Kinase ] )
Cell Signaling, 9102 S 1:1.000
(ERK1/2)
Rabbit Anti-p-Actin Sigma-Aldrich, A6022 1:5.000
Rabbit Anti-GAPDH Sigma-Aldrich, G9545 1:5.000
Peroxidase AffiniPure F(ab")2 Fragment  Jackson ImmunoResearch, 15,000
Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) 115-036-146 o
Peroxidase AffiniPure F(ab")2 Fragment  Jackson ImmunoResearch, T

Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L)

111-036-003

Am néchsten Tag wurden die Membranen 5x fir 3min mit TBST auf einem Rollinkubator

gewaschen. Anschliefend wurden die Membranen mit der Sekundérantikdorper-Losung fur 1h
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bei RT auf einem Rollinkubator inkubiert. Die Sekundarantikorper-LOsung bestand aus 1%
NGS in TBST mit den entsprechenden Antikérpern. Danach wurden die Membranen wieder
5x fur 3min mit TBST auf einem Rollinkubator gewaschen. AnschlieBend wurden die
Membranen mit 1x TBS gewaschen, um Tween 20 zu entfernen. Zum Entwickeln der
Membranen wurde ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher) verwendet. Dafir
wurden Losung 1 und 2 zu gleichen Teilen gemischt und die Membran anschlielend flr
mindestens 1min darin im Dunkeln entwickelt. In einem Dokumentationssystem fiir Gele und
Membranen wurde anschliefend das Chemilumineszenz-Signal der entsprechenden Protein-
Banden detektiert. Da die rekombinanten Proteine der Leiter IgG-Bindungsstellen besitzen,
binden Primar- und Sekundéarantikorper unspezifisch an diese Proteine. Dadurch wurden
neben den spezifischen Protein-Banden auch die Banden des Markers sichtbar.

Da das Wiederverwenden der Membranen (Reprobing) mdglich ist, wurden die
Membranen in vielen Fallen einmal ,,gestrippt“. Stripping bedeutet, dass die Antikorper auf
der Membran durch Behandlung mit S&ure protoniert werden und so von den spezifischen
Proteinen geldst werden. Der verwendete Stripping-Puffer besal} einen pH-Wert von 2,2 und
enthielt Glyzin, SDS und Tween 20. Die Membran wurde zweimal 10min auf einem Schttler
mit dem Stripping-Puffer inkubiert. Daran schlossen sich zwei Waschschritte mit 1x TBS fur
10min und zwei Waschschritte mit TBST fur 5min. AnschlieBend konnte mit den Schritten ab

dem Blocking eine neue Farbung begonnen werden.

F) Auswertung

Die aufgenommenen Chemilumineszenz-Bilder wurden mittels Densitometrie ausgewertet.
Mit der Software Image Lab (Bio-Rad Laboratories) wurden die verschiedenen Probenspuren
und die entsprechenden Proteinbanden darin definiert. Fir jede Bande wurde so ein Wert flr
dessen Intensitat generiert. Durch Auswahlen einer der Banden als Referenz (B-Aktin oder
GAPDH), berechnete die Software daraus das Verhdltnis der anderen Banden zu der
gewahlten Referenz. Durch diese relative Quantifizierung zur Referenz kénnen verschiedene
Behandlungen bzw. Zeitpunkte semi-quantitativ miteinander verglichen werden (Ratio).

Dafiir wurden nur Daten von derselben Membran verwendet.

2.2.10. Dot Blot (Multiplex ELISA Array)
Der Dot Blot ist eine Methode zum semi-quantitativen Nachweis von Proteinen basierend auf
dem Sandwich-ELISA-Prinzip. Bei einem Sandwich-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
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Assay) wird der Primdrantikorper an eine feste Oberflache gebunden. Dann wird die Probe
hinzugegeben und die entsprechenden Molekile werden spezifisch vom Primarantikdrper
gebunden. Im ndchsten Schritt wird ein zweiter Antikdrper hinzugegeben, der ein anderes
Epitop als der erste Primérantikdrper erkennt und an dessen Ende ein Reporterenzym
gebunden ist. Je nach Reporterenzym wird das entsprechende Substrat hinzugegeben und das
Molekil kann durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemilumineszenz nachgewiesen
werden. Bei einem Dot Blot handelt es sich um einen Multiplex ELISA Array, da mehrere
Antikorper auf einer Oberflache fixiert sind und so der Nachweis mehrerer Molekule in einer
Probe gleichzeitig stattfinden kann. Diese Methode wurde verwendet, um verschiedene
Molekiile der MAPK-, PI3K- und AMPK-Signaltransduktionswege zu untersuchen.

Beim verwendeten PathScan Intracellular Signaling Array (Cell Signaling) waren die
Antikorper auf mit Nitrozellulose beschichteten Objekttragern fixiert. Ein Objekttrager besald
16 wells und in jedem well waren 18 verschiedenen Antikorper als Duplikate auf die
Membran aufgebracht. Abbildung 7 zeigt den Aufbau der Objekttrdger und Tabelle 9
beschreibt die Zielmolekiile, welche durch die aufgebrachten Antikorper detektiert werden
kénnen. Da dieser Array auf humane Proben ausgelegt ist, sind nicht alle Antikdrper flr die
Detektion dieser Proteine aus der Spezies Ratte kreuzreaktiv. Auf Nachfrage beim Hersteller
wurde Spezies-Kreuzreaktivitat fur alle in Tabelle 9 grau hinterlegten Signalmolekdile
bestatigt (11 von 18). Nur diese wurden spater bei der Auswertung betrachtet. Das Signal
wurde mittels Meerrettich-Peroxidase (horse reddish peroxidase, HRP) in Form von

Chemilumineszenz detektiert.

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des Objekttragers beim Dot Blot.
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Schematischer Aufbau der Objekttrager fur die PathScan-Analyse. Auf jedem Objekttrager befinden
sich 16 wells mit jeweils 18 verschiedenen Antikdrpern als Duplikate aufgetragen. Quelle: Datenblatt
des Kits von https://media.cellsignal.com/pdf/7323.pdf.
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Tabelle 9: Details zu den im Dot Blot detektierbaren Zielmolekiilen.

Zielmolekdile Abklrzung Phosphory- Modifikation
lierungsort
1  Positiv-Kontrolle - - -
2 Negativ-Kontrolle - - -
3  extracellular-signal regulated kinase ERK1/2 Thr202/Tyr204 Phosphorylierung
4  signal transducers and activators of ~ Statl Tyr701 Phosphorylierung
transcription 1
5 signal transducers and activators of  Stat3 Tyr705 Phosphorylierung
transcription 3
6 protein kinase B Akt Thr308 Phosphorylierung
7  protein kinase B Akt Ser473 Phosphorylierung
8 AMP-activated protein kinase a AMPKa Thrl72 Phosphorylierung
9  S6 ribosomal protein S6RP Ser235/236 Phosphorylierung
10 mammalian target of rapamycin mTOR Ser2448 Phosphorylierung
11 heat shock protein 27 HSP27 Ser78 Phosphorylierung
12 Bad Bad Serl12 Phosphorylierung
13 p70 S6 kinase p70S6K Thr389 Phosphorylierung
14 proline-rich Akt substrate 40kDa PRAS40 Thr246 Phosphorylierung
15 tumor suppressor p53 p53 Serl5 Phosphorylierung
16 p38 mitogen-activated protein kinase p38 Thr180/Tyr182 Phosphorylierung

17 stress-activated kinases/ c-Jun N- SAPK/JNK  Thr183/Tyr185 Phosphorylierung

terminal kinases

18 poly(ADP-ribose) polymerase PARP Asp214 Spaltung
19 Caspase-3 Caspase-3  Aspl75 Spaltung
20 glycogen synthase kinase-38 GSK-38 Ser9 Phosphorylierung

Nur die grau hinterlegten Zielmolekiile konnten mit dem Aarray detektiert werden, da bei
diesen Spezies-Kreuzreaktivitat zur Ratte bestand.

A) Generierung der Proteinproben
Zur Isolation der Proteine fur die Phosphorylierungsuntersuchung wurde der 1x Cell Lysis
Buffer aus dem Kit verwendet. Um transiente und permanente Effekte der

Hormonbehandlungen zu untersuchen, welche sich auch mit den Ergebnissen aus den
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Western Blots vergleichen lassen, wurde 6h und 24h als Untersuchungszeitpunkte gewahilt.
Um den Phosphorylierungsstatus zu erhalten bzw. um die Proteine vor Abbau zu schitzen,
wurden der Puffer mit Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Single-Use Cocktail versetzt.
Fur die Isolation wurde der Zellrasen mit einem Zellschaber vom Boden geltst und die
Zellsuspension in 50ml-Réhrchen berfihrt. AnschlieBend wurde die wells mit DPBS
gewaschen und die Waschlésung ebenfalls zum Roéhrchen hinzugefugt. Nach Zentrifugation
bei 300g fiir 10min wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 500ul
in 1x Cell Lysis Buffer resuspendiert. Nach dem Transfer in ein 1,5ml Eppendorf-Gefal3
wurde die Probe fur 10min auf einem Orbital-Mischer lysiert. Die Proben wurden
anschlieBend bei -80°C gelagert. Die Konzentration der einzelnen Proben wurde mit der
Bradford-Methode bestimmt.

B) Durchfiihrung Dot Blot

Die Objekttrager und der Blocking Puffer wurden zuerst auf RT gebracht und die Proben auf
Eis aufgetaut. Wahrenddessen wurde nach Herstellerangaben 1x Array Wash Buffer, 1x
Detection Antibody Cocktail und 1x HRP-linked Streptavidin hergestellt. Die Proteinproben
wurden so mit Array Diluent Buffer verdunnt, dass in 75ul Proteinlésung 75ug Protein
(1pg/ul) enthalten waren. Nach dem Zusammenbau des Blots, wurden 100ul Blocking Puffer
in jedes well gegeben und fir 15min bei RT auf einem Orbital-Mischer inkubiert. Die
Blocking Losung wurde anschlieBend verworfen und die Proteinlésung in die wells
hinzugegeben. Die Proteinproben wurden dabei so aufgetragen, dass sich die verschiedenen
Experimente mit ihrer jeweiligen Kontrolle (DMSO) auf einem Objekttrager befanden.

Die Objekttrager wurden fur 2h bei RT auf einem Orbital-Mischer inkubiert.
Anschliefend wurden die Proteinlésungen verworfen und die wells 4x 5min mit 100ul 1x
Array Wash Buffer auf einem Orbital-Mischer gewaschen. Je well wurden dann 75 ul 1x
Detection Antibody Cocktail hinzugegeben und fur 1h bei RT auf einem Orbital-Mischer
inkubiert. Die Antikorperldsung wurde verworfen und wie zuvor 4x 5min mit 1x Array Wash
Buffer gewaschen. Danach wurden je well 75ul 1x HRP-linked Streptavidin hinzugegeben
und fur 30min bei RT auf einem Orbital-Mischer hinzugegeben. Anschliefend wurde wieder
wie zuvor mit 1x Array Wash Buffer gewaschen. Dann wurde der Blot auseinandergebaut und
nur der Objekttrédger als Ganzes weiterbearbeitet. Nach kurzem Waschen in 1x Array Wash
Buffer wurde der Objekttrager mit einer Mischung aus LumiGLO und Peroxidase-Substrat
kurz entwickelt. Das Chemilumineszenz-Signal der einzelnen Spots auf dem Objekttrager

wurde in ein Detektionssystem fiir Gele und Membranen gemessen.

58



2. Material und Methoden

C) Auswertung

Zur Auswertung der einzelnen Experimente wurde das Chemilumineszenz-Bild eines
Objekttragers mit der Software Image Lab gedffnet. Das Bild wurde durch Zoomen
vergroRert und diese Bildausschnitte dann im tiff-Format gespeichert. In der Software
PowerPoint (Microsoft) wurden die Bildausschnitte dann so ausgeschnitten und gespeichert,
dass ein Array pro Bild enthalten war. Die Einzelbilder wurden wieder im tiff-Format
abgespeichert. Zur weiteren Auswertung wurde die Software ImageJ (National Institute of
Health) mit dem Makro Protein Array Analyzer verwendet. Durch Ausfiihrung des Makros
wurde als erstes der Hintergrund subtrahiert und ein Dialog zur Definition eines Rasters
gedffnet [143]. Uber die positiv-Kontrollen an drei der duBeren Réander des Arrays wurde ein
Raster definiert und anschlieBend Uber den gesamten Array gelegt. Aus der Intensitat der
Signale in den einzelnen Flachen des Rasters wurden durch die Software entsprechende Daten
generiert. Der Workflow fur die Auswertung der Arrays ist in Abbildung 8 dargestelit.

Fiur die weitere Auswertung der Arrays konnten die positiv- und negativ-Kontrollen
nicht verwendet werden, weil sie laut Herstellerangaben nicht als Referenz geeignet waren.
Um die Ergebnisse zwischen zwei Proben eines Experimentes zu vergleichen, wurden daher
die Daten normalisiert. Daflr wurde die mittlere Intensitét fur beide zu vergleichende Arrays
bestimmt und durch Skalierung so prozessiert, dass die mittlere Intensitat fir beide gleich
wurde. Diese Berechnung ist eine sehr einfache Form der Normalisierung und erfolgt auf der
Annahme, dass es durch die Behandlung gegeniiber der Kontrolle zu keinen Veranderungen
kommt. Durch die Angleichung der Daten auf die gleiche mittlere Intensitdt wird so die
Wahrscheinlichkeit fir Unterschiede zwischen zwei Proben geringer und damit auch die
Wahrscheinlichkeit fur signifikante Unterschiede durch zuféllige Unterschiede kleiner. Die so
erhaltenen Werte aus den Duplikaten eines Zielmolekils wurden gemittelt und das Ergebnis
dann als Verhaltnis gegenlber (dem gemittelten Ergebnis aus) der jeweiligen Kontrolle
angegeben. In den Ergebnissen sind nur die Ergebnisse dargestellt, bei denen die Antikdrper
fur Ratte Spezies-kreuzreaktiv. und deren Chemilumineszenz-Signal nach 1min

Entwicklungszeit auf dem Array sichtbar wurde.
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Abbildung 8: Workflow fur die Array-Auswertung.
Chemilumineszenz-Signal des Objekttragers
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Signalintensitéten der einzelnen Spots

Lin./Col. C1 C2 c3 C4 cs €3

L1 122485 65344 62256 1496 3073 121592
L2 4674 1558 28578 29583 65290 55947
L3 2411 2392 4137 4077 513 1063
L4 631 487 15187 13525 4788 3068
LS 25895 25010 349 234 764 722
L6 4580 2092 632 456 775 643
L7 132171 17805 17039 215 243 219

Vereinfachte Darstellung fiir die Auswertung des Chemilumineszenz-Signals bei der PathScan-
Analyse. Das Chemilumineszenz-Bild eines Objekitragers wurde mit der Software Image Lab und
PowerPoint zu Einzelbildern prozessiert. Zur Auswertung wurde die Software ImageJ mit dem Makro
Protein Array Analyzer verwendet. Durch Ausfiihrung des Makros wurde als erstes der Hintergrund
subtrahiert und ein Dialog zur Definition eines Rasters gedffnet. Uber die positiv-Kontrollen an drei
der &uReren Ré&nder des Arrays wurde ein Raster definiert und anschlielend liber den gesamten Array
gelegt. Aus der Intensitat der Signale in den einzelnen Flachen des Rasters wurden durch die Software
entsprechende Daten generiert.
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2.2.11. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software Prism (GraphPad). Die
in den Diagrammen angegebenen Werte bestehen aus Mittelwert und dem Standardfehler des
Mittelwerts (eng. standard error of mean, SEM). Sie sind das Resultat von mindestens vier
unabhéngigen Experimenten, durchgefiihrt an unterschiedlichen Zeitpunkten bzw. beli
Zelllinien auch bei unterschiedlichen Passagen. Wenn Mehrfachbestimmungen (Duplikate,
Triplikate) durchgefiihrt wurden, dann wurde das Ergebnis zu N=1 gemittelt. Zum Vergleich
mehrerer Gruppen wurde die einfache Varianzanalyse ANOVA (one-way analysis of
variance) angewendet. Der multiple Vergleichstest Tukey’s post-hoc Test ermdglichte die
Bestimmung von signifikanten Unterschieden zwischen den Mittelwerten der einzelnen
Versuchsgruppen. Auflerdem wurde der Student’s t-Test zur Signifikanzprifung zweier
Proben verwendet. Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 beurteilt. Der Mal} der Signifikant
wurde in den Diagrammen wie folgt angegeben: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der verwendeten Zellen

Die Reinheit der isolierten PDGFRa" Primérzellen wurde mittels FACS-Analyse untersucht
und betrug 92.22 + 2.34 % (Mittelwert + Standardabweichung). Vor der Isolation befanden
sich 5,59 + 1,32%. PDGFRa" Zellen in den gesamten Zellen.

Bei den C6 Zellen wurde der Marker S1008 fiir unreife Astrozyten mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen (Abbildung 9A). Um den unreifen Charakter der Zellen zu
verdeutlichen, wurden die Zellen mit IL-6 behandelt, um die Zellen in reife Astrozyten zu
differenzieren. Die Immunfluoreszenzfarbung von B-Aktin zeigte keine morphologischen
Veranderungen der Zellen, jedoch zeigte die Western Blot Analyse, dass die Menge an
exprimierten GFAP deutlich anstieg (im Mittel 2,95fach hoher im Vergleich zu
undifferenzierten Zellen; Erganzende Abbildung 1A-C im Anhang ab Seite 136).

Bei den OLN-93 Zellen wurde der Marker O4 fur unreife OLs mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen (Abbildung 9B). Um die Eigenschaften weiter zu
verifizieren, wurden die Zellen durch Behandlung mit PDGF und bFGF in pre-OLs induziert
und durch Behandlung mit CNTF, T3 und Forskolin in reife OLs induziert. Nach den
jeweiligen Behandlungen wurden die OLN-93 Zellen mittels Immunfluoreszenzfarbung von
B-Aktin auf morphologischen Veranderungen untersucht, sowie eine Western Blot Analyse
des Reifemarker CNPase durchgefiihrt. Die Behandlung mit PDGF und bFGF fihrte zu einem
unreiferen Phanotyp der Zellen mit bipolarer Morphologie, was mit einer niedrigeren Menge
an exprimierter CNPase einherging (im Mittel das 0,68fache im Vergleich zu naiven Zellen,
Erganzende Abbildung 2A und C). Die Behandlung mit CNTF, T3 und Forskolin fiihrte zu
einem reiferen Phanotyp mit stark verastelten Prozessen, was mit einer erhdhten Expression
von CNPase einherging (im Mittel das 1,67fache im Vergleich zu naiven Zellen, Erganzende
Abbildung 2B-C).

Abbildung 9: Nachweis zelltypspezifischer Marker
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(A) Mittels Immunfluoreszenz wurde in C6 Zellen S100p angefarbt, ein Marker fir unreife
Astrozyten. (B) In OLN-93 Zellen wurde O4 gefarbt, ein Marker fur unreife Oligodendrozyten. Der
Malstabsbalken entspricht 75um.

Die Western Blot Analyse der drei Zelltypen zeigte, dass alle die Rezeptoren ER-a, ER-f,
GPER und AR exprimieren (Abbildung 10A-D). Bei allen Zelltypen ist die Bande des 66kDa
"full-length” ER-a nur sehr schwach, es gibt jedoch eine deutliche Bande bei einer 50kDa
Splice-Variante des ER-a. Auch bei den positiv-Kontrollen (MCF-7 und NIH/3T3 Zellen)
sind zelltypspezifische Splice-Varianten des Rezeptors sichtbar.

Abbildung 10: Rezeptorausstattung der untersuchten Zelltypen
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Die Western Blot Analyse von (A) Ostrogenrezeptor- a (estrogen receptor[ ER]-a), (B) ER-B, (C) G
Protein-gekoppelter Ostrogenrezeptor (G protein—coupled ER [GPER]), und (D) Androgenrezeptor
(AR) Expression in PDGFRa" Primarzellen, C6, und OLN-93 Zellen. MCF-7, NIH/3T3 Zelllysate und
adultes Rattenhirnlysat wurden fur positiv-Kontrollen verwendet.

Bei den OLN-93 Zellen wurde zuvor noch nicht das Geschlecht beschrieben. Die
Untersuchung mittels PCR ergab keine Amplifikation des fir méannliche Ratten spezifischen
SRY-Gens, weshalb es sich bei den OLN-93 um weibliche Zellen handelt (Ergénzende
Abbildung 3). Von den C6 Zellen war bereits bekannt, dass es sich um méannliche Zellen
handelt. Dementsprechend wurde bei der Untersuchung der Zellen mittels PCR eine
Amplifikation des SRY-Gens nachgewiesen. Bei den PDGFRo" Priméarzellen handelte es sich
um eine Mischkultur aus mannlichen und weiblichen Zellen, da die Gehirne der Tiere ohne

Rucksicht auf das Geschlecht gepoolt wurden.
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3.2. Einfluss von BSO, Zeit und Zelldichte und auf Hyperoxie-induzierten Zelltod

Da im Gegensatz zu friheren Publikationen [48, 92] Hyperoxie (80% O,) allein in den OLN-
93 Zellen nicht mehr zu einer ausreichenden Induktion von Zelltod gefiihrt hatte, wurde
Buthionin-sulfoximin (BSO) verwendet, um die intrazellulare Glutathionsynthese zu
hemmen. BSO reduzierte so die antioxidative Kapazitdt der Zellen und imitiert so die
Situation in Friihgeborenen. Die Auswirkungen von BSO wurden mittels FACS-Analyse des
Zelltod-Markers Sytox untersucht. Bei einer Konzentration von 100uM BSO im Medium
konnte eine signifikante Schadigung der Zellen unter Hyperoxie erreicht werden, wéhrend
sich BSO unter Normoxie (21% O,) nicht auf das Uberleben der OLN-93 Zellen auswirkte
(Erganzende Abbildung 4). Deshalb wurde BSO fir die im Folgenden dargestellten
Experimente ohne weitere Kennzeichnung zum experimentellen Medium der OLN-93 Zellen
gegeben.

Um den Einfluss von Zeit und Zelldichte auf die Schadigung der Zellen zu
untersuchen, wurde die Viabilitdit der C6 und OLN-93 Zellen unter Hyperoxie bei
verschiedenen Zelldichten zu verschiedenen Zeitpunkten mittels MTT-Asssay untersucht. In
beiden Zelllinien fuhrte die Hyperoxie nach 48h bei einer Zelldichte von 40.000
Zellen/0,35cm? zu einer signifikanten Reduktion der Viabilitat (0,35cm? entspricht der Flache
eines well der verwendeten 96well-Platten; Ergdnzende Abbildung 5A-D). Deshalb wurde
eine Dauer von 48h Hyperoxie bei 40.000 Zellen/well fur die folgenden Experimente mit C6
und OLN-93 Zellen gewdhit.

3.3. Nachweis der Art des Zelltods

Die Art des Zelltods wurde mittels FACS-Analyse des Apoptose-Markers (aktivierte)
Caspase-3/7 bestimmt. Als positiv-Kontrolle fiir Apoptose wurde Staurosporin verwendet.
Sowohl bei den mit Staurosporin behandelten Zellen als auch bei den Hyperoxie-geschadigten
Zellen beider Zelllinien kam es zu einem signifikanten Anstieg an aktivierter Caspase-3/7-
positiven Zellen gegenuber den Zellen unter Normoxie (Abbildung 11A-B). Folglich wird
durch Hyperoxie Apoptose in C6 und OLN-93 Zellen induziert.
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Abbildung 11: Induktion von Apoptose durch Hyperoxie und Staurosporin
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FACS-Analyse der Caspase-3/7-Aktivierung in (A) C6 und (B) OLN-93 Zellen unter Normoxie, nach
48h Hyperoxie und nach Behandlung mit 0,5uM Staurosporin (SSP). Signifikante Unterschiede zur
Kontrolle (weilBer Balken mit DMSO) sind dargestellt als ** p<0.001 und *** p<0.0001. WeilRe
Balken repréasentieren Normoxie und schwarze Balken Hyperoxie.

Der Apoptose-induzierende Effekt der Hyperoxie konnte ebenfalls bei Fluoreszenz-
Farbungen mit Hilfe des Apoptose-Marker Annexin V und dem Zelltod-Marker PI
nachgewiesen werden. Unter Hyperoxie wurden im Vergleich zur Normoxie deutlich mehr
Zellen durch beide Marker angefarbt (Abbildung 12).

Abbildung 12: Repréasentatives Beispiel fir OLN-93 Zellen bei Normoxie bzw.
Hyperoxie.

Normoxie Hyperoxie

Reprasentatives Beispiel fir die Fluoreszenz-Farbung von OLN-93 Zellen unter Normoxie (links) und
Hyperoxie (rechts). Hoechst (blau) markiert alle intakten Zellen, wohingegen Propidiumiodid (rot)
tote Zellen féarbt. Phosphatidylserin (PS) wird wahrend dem Prozess der Apoptose auf die &ulere
Zellmembran umgelagert. Dieses extrazellulare PS kann dann durch die Anbindung von PS an
fluoreszenzgekoppeltes Annexin V (griin) nachgewiesen werden. Der Malistabsbalken entspricht
100pm.
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3. Ergebnisse

3.4. Effekt von E2 auf Hyperoxie-induzierten Zelltod

Um zu untersuchen, ob E2 vor Hyperoxie-vermittelter Apoptose schiitzt, wurden PDGFRa"
Primarzellen wie zuvor flir primére pre-OLs beschrieben fir 12h mit verschiedenen
Konzentrationen E2 bzw. DMSO prainkubiert und anschliefend fir 12h mit Hyperoxie
geschadigt [92]. Die Messung des Zelltods im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen ergab
einen signifikanten dosisabhangigen protektiven Effekt von E2 in PDGFRa" Primérzellen.
Der Median der wirksamen Konzentration (median effective concentration; ECsy) betrug
1,14x10°M (Abbildung 13A).

C6 und OLN-93 Zellen wurden fur 2h mit verschiedenen Konzentrationen E2 bzw.
DMSO prdinkubiert und anschlie3end fir 48h mittels Hyperoxie geschadigt. Die Messung des
Zelltods im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen ergab bei beiden Zelltypen einen
signifikanten dosisabhangigen protektiven Effekt mit einem ECsy von 5,34x10% M in C6
Zellen und einem ECsq von 1,48x10M in OLN-93 Zellen (Abbildung 13B-C).

Um dieses Ergebnis zu validieren, wurden C6 und OLN-93 Zellen unter den gleichen
experimentellen Bedingungen zusétzlich mittels FACS-Analyse von aktivierter Caspase-3/7
untersucht. Die Prdinkubation mit E2 flihrte zu einer signifikanten Reduktion aktivierter
Caspase-3/7-positiver Zellen im Vergleich zu DMSO-behandelten C6 und OLN-93 Zellen
(Abbildung 13D-E).

PDGFRa" Primérzellen wurden mit E2 bzw. DMSO vorbehandelt und nach
Hyperoxie-Behandlung mit Hoechst, Annexin V und Pl geféarbt. Bei E2-behandelten Zellen
befanden sich deutlich weniger Annexin V-positive apoptotische und Pl-positive tote Zellen
im Vergleich zu den DMSO-behandelten Zellen (Abbildung 13F). Zusatzlich fiihrte die
Behandlung mit E2 im Gegensatz zu DMSO zu einer reiferen Morphologie der Zellen mit
stark verastelten Prozessen, was fir eine Induktion der Differenzierung durch E2 spricht.
Zusammenfassend schiitzte die Vorbehandlung mit E2 dosisabhangig signifikant in allen drei

untersuchten Zelltypen vor Hyperoxie-vermittelter Apoptose.
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Abbildung 13: E2 schitzt dosisabhangig vor Hyperoxie-induzierten Zelltod
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Untersuchung der E2-vermittelten Protektion. Die verwendeten Konzentrationen sind in der
Abbildung angegeben. (A) PDGFRo" Primarzellen wurden fir 12h mit verschiedenen
Konzentrationen von E2 oder DMSO vorbehandelt, gefolgt von 12h Hyperoxie. Anschlieend wurde
die Zelltodrate mittels Vitalititsassays bestimmt. Nach 2h Vorbehandlung mit E2 oder DMSO und 48h
Hyperoxie, wurde die Zelltodrate von (B) C6 und (C) OLN-93 Zellen mittels Vitalitatsassays
bestimmt. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle (DMSO) sind dargestellt als * p<0.05, ** p<0.001,
und *** p<0.0001. Mittels FASC-Analyse wurde die Caspase-3/7-Aktivierung von E2- und DMSO-
vorbehandelten (D) C6 und (E) OLN-93 Zellen nach 48h Hyperoxie untersucht. Signifikante
Unterschiede zur Kontrolle (DMSO) sind dargestellt als * p<0.05. Schwarze Balken reprasentieren
Hyperoxie. (F) PDGFRa" Primarzellen wurden 12h mit 100nM E2 oder DMSO vorbehandelt und
dann fiir 12h der Hyperoxie ausgesetzt. Anschlielend wurden die Zellen mit Hoechst, Propidiumiodid
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(P1) und Annexin V versetzt, um vitale, tote und apoptotische Zellen anzufarben. Der MaRstabsbalken
entspricht 100um.

3.5. Effekt von ER-Antagonisten auf E2-vermittelte Protektion

Um die an der E2-vermittelten Protektion beteiligten Rezeptoren in den verschiedenen
Zelltypen zu untersuchen, wurden folgende Agonisten und Antagonisten verwendet: der ER-
a/-B-Antagonist und GPER-Agonist ICI, der GPER-Agonist G1 und GPER-Antagonist G36.
Die verschiedenen Zelltypen wurden wie zuvor beschrieben mit DMSO, E2, Agonisten und
Antagonisten prainkubiert und dann mit Hyperoxie geschéadigt. Anschlielend wurde das Maf}
an Zelltod mittels Vitalitatsassays gemessen.

Keines der verwendeten Agonisten oder Antagonisten veranderte das Uberleben der
PDGFRa" Primarzellen. Wenn die Zellen jedoch gleichzeitig mit E2 und ICI behandelt
worden sind, wurde der protektive Effekt von E2 signifikant blockiert (Abbildung 14A). Die
zeitgleiche Behandlung mit E2 und G36 konnte die signifikante Protektion durch E2 nicht
inhibieren. Die Zugabe von ICI und G36 zu E2 fiihrte zu einem Anstieg des Zelltods auf das
MaR von DMSO-behandelten Zellen. Daher scheint es keinen rezeptorunabhéngigen
Mechanismus zu geben und folglich wird in PDGFRa" Primérzellen der protektive Effekt von
E2 nur uber klassische ERs (ER-a/ —B) vermittelt.

In C6 Zellen flhrte bereits die Einzelbehandlung mit ICI und G1 zu signifikanter
Protektion (Abbildung 14B). Wenn die Zellen zeitgleich mit E2 und ICI bzw. E2 und G36
behandelt worden sind, wurde die Protektion signifikant inhibiert. Die Zugabe von ICI und
G36 zu E2 fuhrte zu einem Anstieg des Zelltods auf das Mall von DMSO-behandelten Zellen.
Daher scheint es keinen rezeptorunabhéngigen Mechanismus zu geben und folglich wird in
C6 Zellen der protektive Effekt von E2 (ber klassische ERs und den nicht-klassischen ER
GPER vermittelt.

In den OLN-93 Zellen fuhrte unter Hyperoxie die Einzelbehandlung mit ICI zu
massiven Zelltod, wéhrend die Einzelbehandlung mit G36 signifikant vor Zelltod schitzte
(Abbildung 14C). Im Gegensatz dazu hatten beide Einzelbehandlungen unter Normoxie
keinen Einfluss auf das Uberleben der Zellen. Die Induktion des Zelltods durch ICI kénnte
auf einer Abhangigkeit der Zelllinie fur Survival Signaling (Uberlebenssignalwege) durch
klassische ERs weisen, wie es hdufig in Tumorzellen vorkommt [144]. Aufgrund dieser
starken Reaktion der Zellen auf die Antagonisten war es nicht méglich Rickschlisse aus der

Behandlung mit E2 und ICI bzw. E2 und G36 zu ziehen (Daten nicht gezeigt). Daraus ergibt
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sich jedoch, dass nur die klassischen ERs das Potential fir die Vermittlung der Protektion

haben, wobei sich rezeptorunabh&ngige Mechanismen nicht ausschliel3en lassen.

Abbildung 14: Klassische und nicht-klassische ERs sind an der E2-vermittelten
Protektion beteiligt
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Untersuchung der an der E2-vermittelten Protektion beteiligten Rezeptoren mit Hilfe von ER-a/-f-
Antagonist und GPER-Agonist ICI 182,780 (ICl), sowie der GPER-Agonist G1, und GPER-
Antagonist G36. Die verwendeten Konzentrationen sind in der Abbildung angegeben. Nach der zuvor
beschriebenen Behandlung und Schadigung von (A) PDGFRa" Primarzellen und (B) C6 Zellen, wurde
die Zelltodrate mittels Vitalitatsassays bestimmt. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten
Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt als * p<0.05, ** p<0.001, und *** p<0.0001; signifikante
Unterschiede zu E2-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt als # p<0.05, ## p<0.001, und
### p<0.0001. (C) Die OLN-93 Zellen wurden wie zuvor beschrieben vorbehandelt und geschadigt.
Das Ergebnis der Vitalitatsassays wurde auf die Normoxie normalisiert. Signifikante Unterschiede zu
DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie sind dargestellt als * p<0.05, ** p<0.001, und ***
p<0.0001; signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt
als # p<0.05, ## p<0.001, und ### p<0.0001. Signifikante Unterschiede bei einer Behandlung
zwischen Normoxie und Hyperoxie sind dargestellt als +++ p<0.0001. Weille Balken représentieren
Normoxie und schwarze Balken Hyperoxie.
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3.6. Effekt von Fetalzonensteroide auf Hyperoxie-induzierten Zelltod

Um zu untersuchen, ob die Fetalzonensteroide DHEA, 160H-DHEA und Adiol ebenfalls vor
Hyperoxie-vermittelten Zelltod schiitzen, wurden sie unter den gleichen Bedingungen wie E2
in PDGFRa" Primarzellen, OLN-93 und C6 Zellen angewendet. AnschlieRend wurde das Maf
an Zelltod mittels Vitalitatsassays gemessen.

Sowohl die Behandlung mit DHEA als auch mit 160H-DHEA und Adiol fihrten in
PDGFRa" Primérzellen, OLN-93 und C6 Zellen zu dosisabhéngiger signifikanter Protektion
(Abbildung 15A-1). Wahrend der Kurvenverlauf der Dosis-Antwort-Kurven fir PDGFRa"
Primérzellen und OLN-93 Zellen sigmoidal verlief, zeigte sich bei den C6 Zellen ein U-
formiger Verlauf. In Tabelle 10 sind die ECs fur die einzelnen Fetalzonensteroide in den

untersuchten Zelltypen aufgelistet.

Abbildung 15: Dosisabhangige Protektion durch Fetalzonensteroide
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(A-C) PDGFRa" Primarzellen, (D-F) C6 Zellen und (G-I) OLN-93 Zellen wurden wie fir E2 zuvor
beschrieben vorbehandelt und anschliefend mit Hyperoxie geschéadigt. Daftr wurden die Zellen mit
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den Fetalzonensteroiden DHEA, 160H-DHEA und Adiol prainkubiert und nach der Schéadigung mit
Vitalitatsassays untersucht. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie
sind dargestellt als * p<0.05, ** p<0.001, und *** p<0.0001.

Tabelle 10: Median der wirksamen Konzentration (ECsp) der Dosis-Antwort-Kurven.

Steroid PDGFRo" C6 OLN-93

E2 1.14x10°M 5.34x10°M 1.48x 10° M]
DHEA 858x10°M 9,35x10°M" 1.27x10°M
160H-DHEA 3.24x10°M 4,33x10°M" 1.1x10%°M

Adiol 1.23x10°M 1.28x10'M" 4.64x10° M

* Erster ECso-Wert der U-férmigen Dosis-Antwort-Kurve.

Um dieses Ergebnis am Beispiel von DHEA zu validieren, wurden C6 und OLN-93 Zellen
unter den gleichen experimentellen Bedingungen zusétzlich mittels FACS-Analyse von
aktivierter Caspase-3/7 untersucht. Die Prainkubation mit DHEA flihrte zu einer signifikanten
Reduktion aktivierter Caspase-3/7-positiver Zellen im Vergleich zu DMSO-behandelten C6
und OLN-93 Zellen (Erganzende Abbildung 6A-B).

PDGFRo" Zellen wurden mit DHEA bzw. DMSO vorbehandelt und nach Hyperoxie-
Behandlung mit Hoechst, Annexin V und PI gefarbt. Bei DHEA-behandelten Zellen befanden
sich deutlich weniger Annexin V-positive apoptotische und Pl-positive tote Zellen im
Vergleich zu den DMSO-behandelten Zellen (Ergédnzende Abbildung 6C).

Zusammenfassend  schitzt  die  Vorbehandlung mit allen  untersuchten
Fetalzonensteroiden dosisabhangig signifikant in allen drei untersuchten Zelltypen vor

Hyperoxie-vermittelter Apoptose.

3.7. Effekt von ER- und AR-Antagonisten auf DHEA-vermittelte Protektion

Im n&chsten Schritt wurden am Beispiel von DHEA die Rezeptoren untersucht, welche an der
Fetalzonensteroid-vermittelten Protektion beteiligt sind. Es wurden folgende Agonisten und
Antagonisten verwendet: der ER-o/-B-Antagonist und GPER-Agonist ICI, GPER-Antagonist
G36 und der AR-Antagonist CDX. Die verschiedenen Zelltypen wurden wie zuvor
beschrieben mit DMSO, DHEA, Agonisten und Antagonisten prainkubiert und dann mit
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Hyperoxie geschadigt. AnschlieBend wurde das MaBR an Zelltod mittels Vitalitatsassays
gemessen.

In PDGFRa" Priméarzellen fiihrte die Einzelbehandlung mit CDX zu einer
signifikanten Reduktion von Zelltod, was fiir proapoptotisches Signaling Gber den AR spricht
(Abbildung 16A). Wéhrend die zeitgleiche Behandlung mit DHEA und ICI zum signifikanten
Verlust der DHEA-vermittelten Protektion fuhrte, wurde durch die zeitgleiche Behandlung
mit DHEA und CDX die durch DHEA-vermittelte Protektion signifikant gesteigert. Durch
diesen (additiven) protektiven Effekt von CDX war es nicht mdglich zu untersuchen, ob
andere Rezeptoren an der DHEA-vermittelten Protektion beteiligt sind. Jedoch wird ein
signifikanter Teil der Protektion durch DHEA in PDGFRa" Primérzellen (iber klassische ERs
vermittelt.

In C6 Zellen beeinflusste die Einzelbehandlung mit CDX das Uberleben der Zellen
nicht (Abbildung 16B). Die zeitgleiche Behandlung mit DHEA und ICI bzw. mit DHEA und
CDX fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der DHEA-vermittelten Protektion. Die
Behandlung der Zellen mit DHEA und G36 hatte keinen Einfluss auf die DHEA-vermittelte
Protektion. Die Behandlung mit DHEA und allen drei Antagonisten gleichzeitig fiihrte zu
einem Verlust der Protektion auf das Niveau von DMSO-behandelten Zellen. Dadurch gibt es
vermutlich keine weiteren protektive Wege neben den untersuchten Rezeptoren. Der
protektive Effekt von DHEA in C6 Zellen wird daher Uber klassische ERs und den AR
vermittelt.

In OLN-93 Zellen fuhrte die Einzelbehandlung mit CDX zu massiven Zelltod wie bei
der Behandlung mit ICI (Abbildung 16C und Erganzende Abbildung 7). Auch im Fall von
CDX wurde das Uberleben der Zellen unter Normoxie nicht beeinflusst. Die Induktion des
Zelltods durch CDX kdnnte daher neben der Abhédngigkeit von Survival Signaling tber die
klassischen ERs auch auf eine Abhangigkeit der Zelllinie von Signaling Uber den AR zum
Uberleben der Zelllinie weisen. Aufgrund dieser starken Reaktion der Zellen auf CDX war es
nicht moglich Riickschlisse aus der Behandlung mit DHEA und CDX zu ziehen (Daten nicht
gezeigt). Daraus ergibt sich jedoch, dass die klassischen ERs und der AR das Potential
besitzen, die Protektion von DHEA zu vermitteln.

Tabelle 11 fasst die (mutmaRlich) an der Protektion von E2 und DHEA beteiligten

Rezeptoren fur die drei untersuchten Zelltypen zusammen.
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Abbildung 16: An der DHEA-vermittelten Protektion beteiligte Rezeptoren
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Um die an der DHEA-vermittelten Protektion beteiligten Rezeptoren zu untersuchen, wurden ICI,
G36, und der AR-Antagonist Bicalutamid (Casodex; CDX) verwendet. Die verwendeten
Konzentrationen sind in der Abbildung angegeben. Nach der zuvor beschriebenen VVorbehandlung und
Schadigung von (A) PDGFRa" Primarzellen und (B) C6 Zellen, wurde die Zelltodrate mittels
Vitalitatsassays bestimmt. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie
sind dargestellt als ** p<0.001 und *** p<0.0001; signifikante Unterschiede zu DHEA-behandelten
Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt als # p<0.05, ## p<0.001, und ### p<0.0001. (C) Die OLN-93
Zellen wurden wie zuvor beschrieben vorbehandelt und geschéadigt. Das Ergebnis der Vitalitatsassays
wurde auf die Normoxie normalisiert. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter
Normoxie sind dargestellt als *** p<0.0001; signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen
unter Hyperoxie sind dargestellt als ### p<0.0001. Signifikante Unterschiede einer Behandlung
zwischen Normoxie und Hyperoxie sind dargestellt als +++ p<0.0001. Weille Balken représentieren
Normoxie, schwarze Balken Hyperoxie.

73
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Tabelle 11: An der Protektion beteiligte Rezeptoren

PDGFRa C6 OLN-93
Rezeptor
E2 DHEA E2 DHEA E2 DHEA
ER-a/-B + + + + (+) (+)
GPER = - +
AR - + )

+, vermittelt Protektion; -, vermittelt nicht Protektion; (+), besitzt das Potential Protektion zu
vermitteln.

3.8. Auswirkung der Inhibition von Aromatasen auf Fetalzonensteroid-vermittelte
Protektion

Die CYP19-Aromatase ist in der Lage die untersuchten Fetalzonensteroide intrazellular so
umzuwandeln, dass sie dadurch starker mit den ERs wechselwirken kénnen. Durch Inhibition
dieser Aromatase mit Exe wurde untersucht, ob in den untersuchten Zelltypen Aromatasen
aktiv sind und inwieweit diese Umwandlung sich auf die Protektion auswirkt.

In PDGFRa" Primarzellen hatte die Einzelbehandlung mit Exe keinen Einfluss auf das
Uberleben der Zellen (Abbildung 17A). Auch die zeitgleiche Behandlung von Exe mit
DHEA, 160H-DHEA bzw. Adiol hatte keinen Einfluss auf das Uberleben der Zellen.

In C6 Zellen hatte die Einzelbehandlung mit Exe keinen Einfluss auf das Uberleben
der Zellen (Abbildung 17B). Die zeitgleiche Behandlung von Exe mit den DHEA, 160H-
DHEA bzw. Adiol flihrte zu einer Reduktion der protektiven Eigenschaften der
Fetalzonensteroide. Diese Reduktion war jedoch nur im Fall von 160H-DHEA signifikant
und fihrte hier zu einem vollstandigen Verlust der Protektion. Folglich gibt es CYP19-
Aromatasen in C6 Zellen, welche die Fetalzonensteroide in &strogenere Molekile
umwandeln. Diese umgewandelten Molekile haben ein hoheres protektives Potenzial als
nicht-umgewandelte Fetalzonensteroide.

In OLN-93 Zellen hatte die Einzelbehandlung mit Exe keinen Einfluss auf das
Uberleben der Zellen (Abbildung 17C). Die zeitgleiche Behandlung von Exe mit DHEA,
160H-DHEA und Adiol flihrte zu einer nicht-signifikanten Steigerung der Protektion in allen
untersuchten Fetalzonensteroiden. Folglich gibt es CYP19-Aromatasen in OLN-93 Zellen,
welche die Fetalzonensteroide in 06strogenere Molekile umwandeln. Die nicht-
umgewandelten Fetalzonensteroide haben jedoch scheinbar ein tendenziell groReres

protektives Potenzial.
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Die Expression von CYP19-Aromatasen in den drei Zelltypen wurde mit Western
Blots untersucht. CYP19-Aromatasen wurden in C6 und OLN-93 Zellen gefunden, jedoch
nicht in den PDGFRa" Primérzellen (Abbildung 17D).

Abbildung 17: Einfluss von Aromatasen auf die Fetalzonensteroid-vermittelte
Protektion
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Um die intrazelluldare Konversion der Fetalzonensteroide in dstrogenere Substanzen zu untersuchen,
wurde der CYP19-Aromatase-Inhibitor Exemestan (Exe) verwendet. Die verwendeten
Konzentrationen sind in der Abbildung angegeben. Nach wie zuvor beschriebener VVorbehandlung und
Schadigung der (A) PDGFRa" Primarzellen, (B) C6 und (C) OLN-93 Zellen, wurde die Zelltodrate
mittels Vitalitatsassays bestimmt. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter
Hyperoxie sind dargestellt als * p<0.05, ** p<0.001, und *** p<0.0001; signifikante Unterschiede
zwischen der Fetalzonensteroid-Einzelbehandlung und der Kombinationsbehandlung mit Exe sind
dargestellt als ## p<0.001. Schwarze Balken reprasentieren Hyperoxie. (D) Western Blot Analyse der
CYP19-Aromatase-Expression in OLN-93, C6, und PDGFRa" Zellen.
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3.9. Einfluss der Kombinationsbehandlung von E2 und Fetalzonensteroiden auf die
Protektion

Um den Einfluss der Kombinationsbehandlung von E2 und Fetalzonensteroiden zu
untersuchen, wurden die verschiedenen Zelltypen wie zuvor beschrieben mit DMSO, E2, den
einzelnen Fetalzonensteroiden und Kombinationen aus E2 mit DHEA, 160H-DHEA bzw.
Adiol prainkubiert und dann mit Hyperoxie geschadigt. Anschliefend wurde das Mal} an
Zelltod mittels Vitalitatsassays und FACS-Analyse von aktivierter Caspase-3/7 gemessen.

In PDGFRa" Primérzellen fiihrte die Kombinationsbehandlung von DHEA, 160H-
DHEA bzw. Adiol mit E2 in den Vitalitatsassays nicht zu einer Steigerung des protektiven
Effekts im Vergleich zu den Fetalzonensteroid-Einzelbehandlungen (Abbildung 18A).

Auch in den C6 Zellen flihrte die Kombinationsbehandlung mit E2 nicht zu einer
Steigerung der Protektion gegeniber den Fetalzonensteroid-Einzelbehandlungen in den
Vitalitatsassays (Abbildung 18B). Dieses Ergebnis wurde durch FACS-Analyse von
aktivierter Caspase-3/7 am Beispiel von DHEA verifiziert (Abbildung 18C).

In OLN-93 Zellen flihrte die Kombinationsbehandlung von DHEA, 160H-DHEA
bzw. Adiol mit E2 jedoch in den Vitalitatsassays zu einer signifikanten Steigerung des
protektiven Effekts im Vergleich zu den Fetalzonensteroid-Einzelbehandlungen (Abbildung
18D). Dieses Ergebnis lieR sich jedoch nicht am Beispiel von DHEA durch FACS-Analyse
von aktivierter Caspase-3/7 bestétigen (Abbildung 18E). Dies kénnte jedoch der niedrigeren
Anzahl an FACS-Experimenten (N= 4) im Gegensatz zu den Vitalitatsassays (N= 7)
geschuldet sein.

Folglich kam es durch Kombinationsbehandlung von E2 mit Fetalzonensteroiden nur
in den OLN-93 Zellen zu einem synergistischen Effekt auf die Protektion. Bei den PDGFRa"
Primarzellen und den C6 Zellen lieR sich durch gleichzeitige Zugabe von E2 und
Fetalzonensteroiden  der  protektive  Effekt gegenliber den  Fetalzonensteroid-

Einzelbehandlungen nicht weiter steigern.
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Abbildung 18: Protektion durch Kombinationsbehandlung von E2 und
Fetalzonensteroiden
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Um den Effekt der Kombinationsbehandlung auf den Hyperoxie-vermittelten Zelltod zu untersuchen,
wurden Fetalzonensteroid-Einzelbehandlungen gegen die Kombinationsbehandlung mit E2 verglichen.
Die verwendeten Konzentrationen sind in der Abbildung angegeben. Nach wie zuvor beschriebener
Vorbehandlung und Schéadigung der (A) PDGFRo" Primarzellen und (B) C6 Zellen wurde die
Zelltodrate mittels Vitalitatsassays bestimmt. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen
unter Hyperoxie sind dargestellt als ** p<0.001 und *** p<0.0001. (C) Um diese Ergebnisse zu
verifizieren, wurde mittels FACS-Analyse die Caspase-3/7-Aktivierung in den C6 Zellen gemessen.
Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie sind dargestellt als ***
p<0.0001; signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt
als # p<0.05 und ## p<0.001. Weille Balken représentieren Normoxie, schwarze Balken Hyperoxie.
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(D) Nach wie zuvor beschriebener VVorbehandlung und Schédigung der OLN-93 Zellen, wurde die
Zelltodrate mittels Vitalitatsassays bestimmt. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen
unter Hyperoxie sind dargestellt als ** p<0.001 und *** p<0.0001; signifikante Unterschiede
zwischen Fetalzonensteroid-Einzelbehandlungen und Kombinationsbehandlungen mit E2 sind
dargestellt als ### p<0.0001. (E) Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde mittels FACS-Analyse
die Caspase-3/7-Aktivierung in den OLN-93 Zellen gemessen. Signifikante Unterschiede zu DMSO-
behandelten Zellen unter Normoxie sind dargestellt als ** p<0.001 und *** p<0.0001; signifikante
Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt als # p<0.05, ## p<0.001,
und ### p<0.0001. Weil3e Balken représentieren Normoxie, schwarze Balken Hyperoxie.

3.10. Die relativen Rezeptordichte unter Hyperoxie und Steroideinfluss

Um zu untersuchen, ob sich durch die Hyperoxie bzw. durch die Behandlung mit den
Steroidhormonen die Rezeptordichte verandert, wurde die relative Rezeptordichte von ER-a,
ER-B, GPER und AR analysiert. Im Fall von ER-a wurden die Verdnderungen der 50kDa
Splice-Variante quantifiziert, da diese Splice-Variante der Menge nach am héaufigsten
vertreten war. Flr die Analyse wurden C6 und OLN-93 Zellen mit DMSO, E2, DHEA bzw.
E2 und DHEA préinkubiert und anschlie3end fir 48h Normoxie bzw. Hyperoxie ausgesetzt.
Die Menge an Rezeptorproteinen wurde als Verhéltnis zu B-Aktin mittels Western Blot
berechnet und die relative Rezeptordichte wurde dann aus dem Vergleich zu DMSO-
behandelten Zellen unter Normoxie ermittelt.

In C6 Zellen fiihrte weder die Hyperoxie noch die Behandlung mit Steroidhormonen
im Vergleich zur Normoxie (DMSO) zu einer Verédnderung der relativen Menge von ER-a
(Abbildung 19A). Nur zwischen zwei Behandlungen ohne weiteren Zusammenhang bestand
ein signifikanter Unterschied. Folglich scheinen weder die Hyperoxie, noch die
Steroidhormone einen Einfluss auf die Menge an exprimierten ER-a zu haben.

Die relative Quantifizierung von ER-B flhrte zu sehr &hnlichen Ergebnissen.
Hyperoxie fiihrte im Vergleich zur Normoxie zu keiner Veranderung der relativen Menge von
ER-B (Abbildung 19B). Die Kombinationsbehandlung mit E2 und DHEA fiihrte jedoch unter
Hyperoxie zu einem signifikanten Anstieg von exprimierten ER-B im Vergleich zur
Normoxie. Zwischen zwei anderen Behandlungen ohne weiteren Zusammenhang bestand
ebenfalls ein signifikanter Unterschied. Folglich scheint die Hyperoxie allein keinen Einfluss
auf die Rezeptordichte zu haben. Jedoch konnte die Kombination aus beiden
Steroidhormonen unter Hyperoxie signifikant die Menge an exprimierten ER-p steigern.

Weder Hyperoxie noch die Behandlung mit Steroidhormonen fuhrte im Vergleich zur

Normoxie zu einer Verénderung der relativen Menge von GPER (Abbildung 19C). Folglich
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scheinen weder die Hyperoxie, noch die Steroidhormone einen Einfluss auf die Menge an
exprimierten GPER zu haben.

Hyperoxie flhrte im Vergleich zur Normoxie zu keiner Veranderung der relativen
Menge von AR (Abbildung 19D). Die Behandlung mit E2 unter Hyperoxie fiihrte jedoch zu
einem signifikanten Anstieg an AR im Vergleich zur Normoxie. Dieser Anstieg an AR durch
E2-Behandlung unter Hyperoxie unterscheidet sich zudem signifikant von der relativen
Rezeptordichte durch E2-Behandlung unter Normoxie. Zwischen zwei anderen Behandlungen
ohne weiteren Zusammenhang bestand ebenfalls ein signifikanter Unterschied. Folglich
scheint die Hyperoxie unter Einfluss von E2 zu einem signifikanten Anstieg an AR zu fihren.
Sonst hatten weder die Hyperoxie noch die Steroidhormone allein Einfluss auf die
Rezeptordichte.

Abbildung 19: Relative Rezeptordichte durch Hyperoxie und Steroidhormon-
Behandlung in C6 Zellen
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Um den Einfluss auf die relative Rezeptordichte zu untersuchen, wurden C6 Zellen wie zuvor
beschrieben vorbehandelt und geschédigt. Die verwendeten Konzentrationen sind in der Abbildung
angegeben. Mittels Western Blot Analyse wurde die Rezeptordichte von (A) ER-a, (B) ER-B, (C)
GPER und (D) AR bestimmt. Dafiir wurden die einzelnen Experimente auf f-Aktin normiert und die
Ergebnisse dann in Relation zur Rezeptordichte von DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie
angegeben. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie sind dargestellt
als ** p<0.001; signifikante Unterschiede zwischen zwei Behandlungen sind dargestellt als # p<0.05
und ## p<0.001.
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In OLN-93 Zellen fiihrte bereits Hyperoxie allein zu einem signifikanten Anstieg der relativen
Menge von ER-a (Abbildung 20A). Aber auch die Behandlung mit DHEA sowie die
Kombinationsbehandlung mit DHEA und E2 flihrten unter Hyperoxie zu einem signifikanten
Anstieg von ER-a im Vergleich zur Normoxie (DMSQ). Dabei waren beide Behandlungen
(DHEA und E2 + DHEA) in der Lage, die relative Rezeptordichte von ER-a gegentber
Zellen unter Hyperoxie (DMSO) nochmals signifikant zu steigern. Zusatzlich bestand ein
signifikanter Unterschied in der Kombinationsbehandlung mit E2 und DHEA unter Normoxie
gegentiber dieser Behandlung unter Hyperoxie. Zwischen anderen Behandlungen ohne
weiteren Zusammenhang bestand ebenfalls ein signifikanter Unterschied. Folglich scheinen
Hyperoxie allein, aber auch die Behandlungen mit DHEA unter Hyperoxie zu einem Anstieg
an exprimierten ER-a zu fihren. Dabei ist DHEA in der Lage, den von der Hyperoxie
initiierten Anstieg an ER-a nochmals signifikant zu steigern.

Die relative Quantifizierung von ER- fiihrte zu sehr dhnlichen Ergebnissen. So flihrte
bereits Hyperoxie allein zu einem signifikanten Anstieg der relativen Menge von ER-B
(Abbildung 20B). Auch die Behandlung mit DHEA sowie die Kombinationsbehandlung mit
E2 und DHEA flhrten unter Hyperoxie zu einem signifikanten Anstieg von ER-B im
Vergleich zur Normoxie. Zusatzlich bestand ein signifikanter Unterschied zwischen E2-
behandelten Zellen unter Hyperoxie und Kombinationsbehandelten Zellen (E2 + DHEA)
unter Hyperoxie. Zwischen zwei anderen Behandlungen ohne weiteren Zusammenhang
bestand ebenfalls ein signifikanter Unterschied. Folglich scheinen Hyperoxie allein, aber auch
die Behandlungen mit DHEA unter Hyperoxie zu einem Anstieg an exprimierten ER-B zu
flhren.

Hyperoxie allein fiihrte im Vergleich zur Normoxie zu einem signifikanten Anstieg
der relativen Menge von GPER (Abbildung 20C). Weder unter Normoxie noch unter
Hyperoxie waren die Steroidhormone in der Lage die relative Rezeptordichte von GPER zu
veréndern. Folglich scheint nur Hyperoxie allein, jedoch nicht die Behandlung mit
Steroidhormonen einen Einfluss auf die Menge an exprimierten GPER zu haben.

Weder Hyperoxie noch die Behandlung mit Steroidhormonen fuhrte im Vergleich zur
Normoxie zu einer Verdnderung der relativen Menge von AR (Abbildung 20D). Folglich
scheinen weder die Hyperoxie, noch die Steroidhormone einen Einfluss auf die Menge an

exprimierten AR zu haben.
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Abbildung 20: Relative Rezeptordichte durch Hyperoxie und
Steroidhormonbehandlung in OLN-93 Zellen
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Um den Einfluss auf die relative Rezeptordichte zu untersuchen, wurden OLN-93 Zellen wie zuvor
beschrieben vorbehandelt und geschédigt. Die verwendeten Konzentrationen sind in der Abbildung
angegeben. Mittels Western Blot Analyse wurde die Rezeptordichte von (A) ER-a, (B) ER-B, (C)
GPER und (D) AR bestimmt. Dafiir wurden die einzelnen Experimente auf B-Aktin normiert und die
Ergebnisse dann in Relation zur Rezeptordichte von DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie
angegeben. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie sind dargestellt
als * p<0.05 und *** p<0.0001; signifikante Unterschiede zwischen zwei Behandlungen sind
dargestellt als # p<0.05, ## p<0.001, und ### p<0.0001.

3.11. Aktivierung des PI3K- und MAPK-Signaltransduktionsweges durch
Steroidbehandlungen

Um auf nicht-genomischer Ebene Faktoren fir die protektiven Effekte von E2 und
Fetalzonensteroiden zu untersuchen, wurden die MAPK- und PI3K-Signaltransduktionswege
untersucht, welche bereits bei E2-vermittelter Protektion beschrieben worden sind. ERK1/2
und Akt wurden als Vertreter dieser Signaltransduktionswege im Western Blot analysiert.
Dafur wurden C6 und OLN-93 Zellen 2h mit DMSO, E2, DHEA oder E2 und DHEA
inkubiert und anschliel3end der Hyperoxie ausgesetzt. Die Menge an phosphorylierten bzw. an
Gesamtprotein von ERK1/2 und Akt (Ser473) in den Zellen wurde nach Oh, 6h, 12h, 24h und
48h Hyperoxie untersucht. Dadurch konnte der zeitliche Verlauf durch eine Behandlung, aber
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auch der Unterschied zwischen steroidhormonbehandelten und DMSO-behandelten Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten analysiert werden. Daflr wurden zuerst die Ergebnisse im
Verhaltnis zum Oh-Zeitpunkt (=1) berechnet, was der ublichen Darstellungsweise von
Zeitverlaufen phosphorylierter Proteine entspricht. An den sehr unterschiedlichen Verlaufen
der jeweiligen DMSO-Kurven wurde jedoch sichtbar, dass es trotz gleicher Behandlung zu
individuellen, experimentabhangigen Schwankungen kommt, welche sich auf den Vergleich
zwischen Behandlung und DMSO auswirkten (Daten nicht gezeigt). Um diese individuellen
Schwankungen der einzelnen Experimente herauszurechnen, wurden die Ergebnisse daher als
Verhéltnis zur Kontrolle des jeweiligen Experiments dargestellt. Dadurch wurde in beiden
Zelltypen der Unterschied zwischen Kontrolle und Behandlung deutlicher.

Mit dieser Darstellung flhrte in den C6 Zellen die Behandlung mit DHEA nach 48h
Hyperoxie zu einem signifikanten Verlust an phosphoryliertem ERK1/2 (Abbildung 21A).
Bei der Kombinationsbehandlung mit E2 und DHEA kommt es nach 6h unter Hyperoxie in
den C6 Zellen zu einem signifikanten Verlust an phosphoryliertem Akt (Abbildung 21B).

In den OLN-93 Zellen fiihrte die Behandlung mit E2 nach 48h Hyperoxie zu einem
signifikanten Verlust an phosphoryliertem ERK1/2 (Abbildung 21C). Bei der
Kombinationsbehandlung mit E2 und DHEA kommt es nach 48h unter Hyperoxie zu einem
signifikanten Verlust an phosphoryliertem Akt (Abbildung 21D).

Abbildung 21: Ergebnisse der Western Blots nach Normierung auf DMSO
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Um den Einfluss der Steroidhormon-Behandlung auf ERK1/2 und Akt zu untersuchen, wurden C6 und
OLN-93 Zellen 2h mit DMSO, E2, DHEA oder E2 mit DHEA inkubiert und anschlieRend fiir die
angegebene Zeit mit Hyperoxie geschadigt. Die Menge an phosphorylierten ERK1/2 und Akt (Ser473)
wurde dann nach 6h, 12h, 24h und 48h Hyperoxie im Western Blot untersucht. Fir die Auswertung
wurden die einzelnen Experimente auf B-Aktin normiert und die Ergebnisse dann in Relation zur
Rezeptordichte von DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie zum jeweiligen Zeitpunkt angegeben.
(A-B) Bei den C6 Zellen wurden 10uM E2 und 100nM DHEA verwendet, (C-D) bei den OLN-93
Zellen wurden 1uM E2 und 100nM DHEA verwendet. Signifikante Unterschiede zu DMSO-
behandelten Zellen unter Hyperoxie zum jeweiligen Zeitpunkt sind dargestellt als * p<0.05 und **
p<0.001.

Die Darstellung dieser Ergebnisse als phosphorylierte Form im Verhaltnis zum Standard
unterschied sich statistisch nicht von der Darstellung der phosphorylierten Form im
Verhaltnis zum entsprechenden Gesamtprotein (Tabelle 12). Daher spiegelt auch die
Darstellung der phosphorylierten  Proteine die tatsachliche Veranderungen des

Phosphorylierungsstatus wieder und nicht nur eine Verédnderungen der Gesamt-Proteinmenge.

Tabelle 12: Statistischer Vergleich der Darstellungsmoglichkeiten der Ergebnisse des
Western Blot

C6 OLN-93
Ratio p-ERK/GAPDH vs. Ratio p-ERK/total-ERK p=0,9485 | p=0,8611
Ratio p-Akt/B-Aktin vs. Ratio p-Akt/total-Akt p=10,9994 | p=0,7917

Wahrend die Protektion durch Steigerung als auch durch Verlust an phosphorylierten ERK1/2
in der Literatur beschrieben wurde [43, 96], ist nur die Steigerung von phosphorylierten Akt
mit der Protektion assoziiert [92]. Um die Ergebnisse der Western Blots besser zu verstehen,
wurden im nédchsten Schritt der MAPK-, der PI3K- und der AMPK-Signaltransduktionsweg
unter Berlcksichtigung weiterer Downstream-Signalmolekiile dieser Signalwege mit einer
PathScan-Analyse (Dot Blot) untersucht. Daftir wurden OLN-93 und C6 Zellen mit DMSO,
E2, DHEA bzw. E2 und DHEA vorbehandelt und anschliefend fir 6h bzw. 24h mittels
Hyperoxie geschadigt. Durch einen friihen und einen spateren Zeitpunkt sollte transiente und
permanente Aktivierung bestimmter Signalmolekdile untersucht werden. Durch die begrenzten
Maoglichkeiten zur Normalisierung der Daten zueinander wurden die Behandlungen nur an
den jeweiligen Zeitpunkten zu ihrer jeweiligen DMSO-Kontrolle verglichen. Es wurde kein
Vergleich zwischen den verschiedenen Zeitpunkten berechnet, da die mittlere Signalintensitét
der Arrays zwischen den beiden Zeitpunkten zu verschieden war und nach 24h Hyperoxie

signifikant weniger Signalstérke im Vergleich zu 6h gemessen wurde (Ergédnzende Abbildung

83



3. Ergebnisse

8A-B). Innerhalb der Experimente gab es keine signifikanten Unterschiede in der mittleren
Signalintensitat zwischen Kontrolle und Behandlung nach 6h bzw. 24h Hyperoxie.

In C6 Zellen wurden Signale von phosphorylierten ERK1/2 (Thr202/Tyr204), Akt
(Thr308 und Ser473), S6RP (Ser235/236), Bad (Serll2), p70S6K (Thr389), PRAS40
(Thr246) und GSK-3p (Ser9) gemessen. Es wurde keine Aktivierung von Stat3 (Tyr705) und
p38 (Thr180/Tyr182) gemessen. Aus dem Phosphorylierungsstatus dieser Proteine lassen sich
folgende Signalwege ableiten: (1) der PI3K/Akt/Bad Signalweg (Akt, Bad), (Il) der
PI3K/Akt/mTOR Signalweg (Akt, PRAS40, GSK-3B) und (lIl) der MAPK/ERK/mTOR
Signalweg (ERK1/2, p70S6K, S6RP). Diese Signalwege interagieren miteinander und ihre
Aktivierung ist mit Zelluberleben assoziiert (Abbildung 5, Seite 23).

Nach 6h Hyperoxie war in den E2-behandelten C6 Zellen p70S6K signifikant
herunterreguliert, wahrend GSK-3p signifikant hochreguliert war (Abbildung 22A). Bei den
DHEA-behandelten Zellen gab es keine Unterschiede zur Kontrolle. In den E2 und DHEA-
kombinationsbehandelten Zellen war Akt (Ser473) signifikant herunterreguliert, wahrend
GSK-3B signifikant hochreguliert war. Es gab keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen. Diese Ergebnisse weisen auf eine Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR
Signalwegs durch E2 hin. Trotz der signifikanten Herunterregulierung von Akt durch
Kombinationsbehandlung mit E2 und DHEA, wurde eine signifikante Hochregulierung von
Downstream-Signalmolekilen des Akt Signalweges gefunden. Das kdnnte fiir eine transiente
Aktivierung von Akt sprechen, welche vor dem Zeitpunkt der Untersuchung schon
abgeklungen ist. Das konnte auch auf die E2-einzelbehandelten Zellen zutreffen, da auch hier
Downstream-Signalmolekiile von Akt signifikant angestiegen waren ohne dass Akt selbst
reguliert war.

Nach 24h Hyperoxie gab es weder in den E2-, noch in den DHEA-einzelbehandelten
C6 Zellen signifikante Veranderungen zur Kontrolle (Abbildung 22B). In den E2 und DHEA
kombinationsbehandelten Zellen war ERK1/2 signifikant runterreguliert, wahrend Bad,
PRAS40 und GSK-3p signifikant hochreguliert waren. Es gab keine Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen. Die signifikante Herunterregulierung von ERK1/2 spricht nicht fur
eine vorausgegangene Aktivierung von ERK1/2, da keine der Downstream-Signalmolekiile
des Signalweges reguliert sind. Die Ergebnisse in der Kombinationsbehandlungsgruppe
weisen auf aktivierte PI3K/Akt/Bad und PI3K/Akt/mTOR Signalwege hin.
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3. Ergebnisse

Abbildung 22: Ergebnisse der PathScan-Analyse in den C6 Zellen
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Um intrazelluldre Signalwege zu untersuchen, wurde eine PathScan-Analyse in den C6 Zellen
durchgefuhrt. Nach 2h Prdinkubation mit DMSO, 10uM E2, 100nM DHEA oder E2 mit DHEA
(Kombinationsbehandlung), wurden die Zellen fir (A) 6h oder (B) 24h mit Hyperoxie geschadigt.
Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt als * p<0.05
und **p<0.001. WeiRe Balken reprasentieren E2-behandelten Zellen, schwarze Balken reprasentieren
DHEA-behandelten Zellen und graue Balken repréasentieren E2 mit DHEA behandelte Zellen.

In den OLN-93 Zellen wurden Signale der zuvor genannten Signalmolekile und von AMPKa
(Thr172) gemessen. Auch hier wurde keine Aktivierung von Stat3 und p38 gemessen. Neben
den drei zuvor genannten Signalwegen lasst sich hier noch ein vierter ableiten: (V) der
AMPKao/mTOR Signalweg (AMPKa, p70S6K, S6RP). Dieser Signalweg fordert den Zelltod
uber die Aktivierung von AMPKa, was zur Inaktivierung von p70S6K und S6RP fhrt.

Nach 6h Hyperoxie fihrte die Behandlung mit E2 zu einer signifikanten
Herunterregulierung von Akt (Thr308) und einer signifikanten Hochregulierung von ERK1/2
(Abbildung 23A). Unter DHEA-Behandlung wurde GSK-3B signifikant herunterreguliert.
Durch Kombinationsbehandlung mit E2 und DHEA kam es zur signifikanten
Herunterregulierung von Akt (Ser473), wéhrend ERK1/2 und PRAS40 signifikant
hochreguliert wurden. Zusatzlich gab es signifikante Unterschiede zwischen E2- und DHEA-
Einzelbehandlungen beim Phosphorylierungsstatus von Akt (Thr308) und GSK-3B. Obwohl
Akt in den beiden Behandlungsgruppen mit E2 signifikant herunterreguliert war, wurden auch

hier wieder signifikant hochregulierte Downstream-Signalmolekiile der Akt-Signalwege
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gefunden. Das konnte wie bei den C6 Zellen fiir eine transiente Aktivierung von Akt
sprechen, welche vor dem Zeitpunkt der Untersuchung schon abgeklungen ist.
Interessanterweise gab es in den beiden mit E2 behandelten Gruppen eine signifikante
Hochregulierung von ERK1/2 ohne dass Downstream-Signalmolekiile bereits aktiviert waren.
Diese Ergebnisse weisen auf eine Aktivierung des PI3K/AK/mTOR- und des
MAPK/ERK/mTOR-Signalwegs durch E2 hin. Bei den DHEA-behandelten Zellen gibt es
keinen Hinweis auf eine Aktivierung einer der genannten Signalwege. Aufgrund der
signifikanten Herunterregulierung von GSK-3p kdnnte der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg sogar
aktiv blockiert zu sein.

Nach 24h Hyperoxie fiihrte die Einzelbehandlung mit E2 zu einer signifikanten
Hochregulierung von phosphorylierten PRAS40 (Abbildung 23B). Es gab keine weiteren
Unterschiede zwischen Behandlung und Kontrolle bzw. zwischen zwei Behandlungen. Das
Ergebnis weist auf den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg durch E2-Einzelbehandlung hin. Eine

Zusammenfassung der PathScan-Ergebnisse ist in Tabelle 13 dargestellt.

Abbildung 23: Ergebnisse der PathScan-Analyse in den OLN-93 Zellen

A OLN-93 Zellen nach 6h Hyperoxie
- 154 ]: #
5 I I . =
0
2 # [
E *k * — I
o
c d E2
2 101 m " - . i I -+~ Bl DHEA
= [ DHEA + E2
5
0.5-
v N N 2 e & o S
& & & ¢ & & &
< RO v & < G
S
B OLN-93 Zellen nach 24h Hyperoxie
515
0
®
£ .
2
o . |I. €L III 0O E2
21.0 = T - - P - @B DHEA
e 3 DHEA + E2
) I I
0.5-
\q ) N 2 ] & A o S
Q-*:\\ S & ,;8* & & J’b er?u a,‘l?
¢ & & v Q& < G

86



3. Ergebnisse

Um intrazellulare Signalwege zu untersuchen, wurde eine PathScan-Analyse in den OLN-93 Zellen
durchgefuhrt. Nach 2h Prainkubation mit DMSO, 1uM E2, 100nM DHEA oder E2 mit DHEA
(Kombinationshehandlung), wurden die Zellen fur (A) 6h oder (B) 24h mit Hyperoxie geschédigt.
Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind dargestellt als * p<0.05
und ** p<0.001; signifikante Unterschiede zwischen den verschiedeneren
Steroidhormonbehandlungen sind dargestellt als # p<0.05. WeiRe Balken reprasentieren E2-
behandelten Zellen, schwarze Balken reprasentieren DHEA-behandelten Zellen und graue Balken
représentieren E2 mit DHEA behandelte Zellen.

Tabelle 13: Aktivierte Signalwege durch Steroidhormonbehandlung im PathScan

C6 OLN-93
Steroide
6 h 24 h 6 h 24 h
E2 Akt (I1) - Akt (11)/ ERK (111) Akt (1)
DHEA - - - -
DHEA + E2 | Akt (I1) Akt (1,11) | Akt (11)/ ERK (111) -

() PI3K/Akt/Bad-Signalweg, (Il) PI3SK/Akt/mTOR-Signalweg und (llII) MAPK/ERK/mTOR-
Signalweg.

Der Vergleich der beiden Methoden in Bezug auf Akt (Ser473) und ERK1/2 zeigt nur im Fall
von Akt in den kombinationsbehandelten C6 Zellen nach 24h Hyperoxie eine
Ubereinstimmung. Im Gegensatz zum Western Blot wurden mit dem PathScan jedoch vier
weitere Unterschiede zwischen Behandlung und Kontrolle gefunden.

Der direkte Vergleich der Daten aus beiden Methoden zeigt eine gréRere Streuung bei
den Ergebnissen aus den Western Blots (Abbildung 24A-B). Dies kénnte den Unterschied bei

der statistischen Auswertung zwischen beiden Methoden erklaren.
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Abbildung 24: Vergleich Ergebnisse aus Western Blots und PathScan-Analyse
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Vergleich der Ergebnisse aus den Western Blots und der PathScan-Analyse am Beispiel von (A) dem
Verhaltnis an phosphorylierten ERK1/2 unter Kombinationsbehandlung zu DMSO in C6 Zellen nach
24h Hyperoxie, sowie (B) dem Verhaltnis an phosphorylierten ERK1/2 unter E2-Behandlung zu
DMSO nach 6h Hyperoxie. Aufgetragen sind jeweils die Ergebnisse der zu Grunde liegenden
Einzelergebnisse. Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Hyperoxie sind
dargestellt als * p<0.05 und ** p<0.001.
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4. Diskussion

Wahrend der Schwangerschaft werden die Fetalzonensteroide vom Fetus synthetisiert und
dienen als Vorlaufer der Ostrogensynthese in der Plazenta [21]. Heckmann et al. und andere
Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass die Synthese der Fetalzonensteroide in Friihgeborenen bis
zum Zeitpunkt der reifen Geburt in hohen Konzentrationen persistiert [32, 33]. Die
Literaturrecherche wies darauf hin, dass Fetalzonensteroide in der Lage sind, die klassischen
ERs zu aktivieren, was zur Protektion vor apoptotischen Zelltod fuhren kdnnte [145]. Dieses
Potential konnte die supprimierten Effekte der E2- und Progesteron-Substitution auf das
neurologische Outcome in Frihgeborenen erkldren [119], obwohl verschiedene Modelle
gezeigt haben, dass E2 unreife OLs wirkungsvoll vor Zelltod schutzt und auch im Tiermodell
vor einer Schadigung der weien Substanz schitzt [91-93]. Daraus entstand die Frage, ob E2
auch noch in Gegenwart von Fetalzonensteroiden protektiv wirken kann. Diese Hypothese
wurde als Commentary verdffentlicht [145] und flr die vorliegende Arbeit experimentell
untersucht. Der Grof3teil dieser Experimente wurde als Originalarbeit veroffentlicht [146]. Fur
die Untersuchung der Hypothese sollten molekularbiologische Hintergriinde der Protektion
genauer untersucht werden, um die Ergebnisse aus mechanistischer Sicht begrinden zu
konnen Fir die Untersuchung der Fragestellung wurden drei Typen unreifer Gliazellen
verwendet, welche mit Hyperoxie geschéadigt wurden. Die Fetalzonensteroide wirkten
vergleichbar mit E2 dosisabhangig protektiv in den drei Zelltypen. Die Zugabe von E2 in
Anwesenheit von Fetalzonensteroiden flhrte nur in einem der drei Zelltypen zu (zusétzlicher)
Protektion. Damit wurde die Hypothese teilweise bestatigt. Fur die nachfolgende Diskussion
der Ergebnisse wurden nur Arbeiten einbezogen, in denen entsprechend unreifen OLs, unreife
Astrozyten bzw. neugeborene Tiere untersucht wurden, da der Reifegrad der Zellen einen
Einfluss auf Rezeptoren, intrazellulare Enzyme usw. aber auch auf das Schadigungsmodell
hat [13, 48, 92, 139, 147, 148].

4.1. Protektion von E2 wird durch zelltypabhangige Rezeptoren vermittelt

Mit dem Nachweis von aktivierter Caspase-3/7 bzw. Phosphatidylserin konnte gezeigt
werden, dass Hyperoxie in PDGFRa’-Primérzellen, OLN-93 und C6 Zellen apoptotischen
Zelltod induziert. In allen drei Typen unreifer Gliazellen war E2 in der Lage dosisabhéngig
vor apoptotischen Zelltod zu schiitzen, wobei je nach Zelltyp verschiedene Rezeptoren

beteiligt waren.
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In priméren unreifen OLs (Oligodendrocyte Precursor Cells, OPCs; dazu gehotren
auch die PDGFRa" Primarzellen) und der unreifen oligodendroglialen Zelllinie OLN-93
konnte in friheren Arbeiten gezeigt werden, dass E2 vor Hyperoxie-induzierter Apoptose
schutzt indem u.a. die Aktivierung von Caspase-3 verhindert wird [92, 149], was auch in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte. Jedoch wurden in diesen Arbeiten die
beteiligten Rezeptoren nicht untersucht. In einer Arbeit von Takao et al. wurde mit 3-(4-
Morpholinyl)-Sydnonimin (SIN-1) Zelltod in OPCs induziert. In diesem Modell war E2 in der
Lage Uber klassische ERs vor Apoptose zu schiitzen [150]. Bei dem fur die vorliegende
Arbeit verwendeten Hyperoxie-Schédigungsmodel konnte gezeigt werden, dass ebenfalls die
klassischen ERs an der E2-vermittelten Protektion in PDGFRa" OPCs und OLN-93 Zellen
beteiligt sind. An der Protektion der PDGFRa" OPCs konnten rezeptorunabhéngige Effekte
ausgeschlossen werden, wahrend diese Frage fur die OLN-93 Zellen nicht zu klaren war
wegen der starken Reaktion der Zellen auf die beiden Antagonisten IClI und G36.
Antagonisten von klassischen ERs (wie z.B. ICI) sind in der Lage Zelltod zu induzieren,
wenn Zellen von diesem Rezeptorsignalweg essentiell abhangig sind wie es beispielsweise
bei bestimmten Brustkrebsarten vorkommt [151]. Das weist auf eine Abhéngigkeit der
Zelllinie fur Survival Signaling tber klassische ERs hin. Im Gegensatz dazu ist in der
Literatur ein fordernder Effekt des Zelllberlebens durch G36 jedoch bisher noch nicht
beschrieben worden. In den OLN-93 Zellen scheint es einen GPER-assoziierten Signalweg zu
geben, welcher wichtig fiir den VVorgang der Apoptose ist.

In der unreifen astroglialen Zelllinie C6 konnten Sur et al. zeigen, dass E2 in der Lage
ist, den durch oxidativen Stress induzierten apoptotischen Zelltod durch Reduktion von
aktivierter Caspase-3 zu verhindern [97], was auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
werden konnte. In diesen Experimenten wurde jedoch nicht untersucht ber welche
Rezeptoren E2 vor Hyperoxie-induziertem Zelltod schitzt. Allerdings wurde in einem Modell
mit Glutamat-induzierter Apoptose in C6 Zellen der protektive Effekt von E2 auf Rezeptor-
Ebene untersucht [152]. Hier haben die Autoren eine signifikante Reduktion der protektiven
Eigenschaften von E2 festgestellt, wenn ICI zu E2 gegeben wurde und schlossen daraus, dass
die Protektion ber klassische ERs vermittelt wird. Interessanterweise haben die Autoren auch
signifikanten Schutz vor Glutamat-induzierten Zelltod festgestellt, wenn die Zellen nur mit
ICI inkubiert wurden. Dieses Ergebnis wurde in der Publikation nicht weiter diskutiert, jedoch
kann ICI auch als Agonist am GPER wirken. Damit reflektieren diese Ergebnisse auch die

E2-vermittelte Protektion bei Hyperoxie-induziertem Zelltod, wo klassische und nicht-
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klassische ERs an der Protektion beteiligt sind. Des Weiteren wurden Kkeine

rezeptorunabhdngige Protektion in den C6 Zellen gefunden.

4.2. Fetalzonensteroide induzieren dosisabhéngig Protektion

Die vorherige Arbeit von Miller et al. konnte zeigen, dass DHEA und einige seiner
Metaboliten in der Lage sind, die transkriptionale Aktivitat von Kklassischen ERs signifikant
zu induzieren [126]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in allen drei
untersuchten Zelltypen die Fetalzonensteroide DHEA, 160H-DHEA und Adiol vergleichbar
zu E2 dosisabhéngig signifikant vor apoptotischen Zelltod geschitzt haben. Im Fall von
DHEA wurde die Protektion tber klassische ERs vermittelt, wéhrend der AR abhé&ngig vom
Zelltyp sowohl Uberleben als auch Zelltod induzieren konnte. Da die Fetalzonensteroide
keinen phenolischen Ring wie E2 besitzen, sind antioxidative Eigenschaften uber
rezeptorunabhangige Mechanismen nicht wahrscheinlich.

Die Fetalzonensteroid-vermittelte Protektion wurde zuvor noch nie in OLN-93 Zellen
untersucht und im Jahre 2016 wurde erstmals ein protektiver Effekt von DHEA in OPCs
gegen 6-amino-NADP (6AN)-induzierte Nekrose beschrieben [153]. In dieser Arbeit wurden
die Effekt-vermittelnden Rezeptoren jedoch nicht weiter untersucht. Fir 160H-DHEA und
Adiol wurden in OPCs bisher noch keine protektiven Effekte beschrieben. Caruso et al. haben
herausgefunden, dass Testosteron in OPCs gering toxisch Uber den AR wirkt [154]. Daran
angelehnt fihrte die Blockierung des AR in den PDGFRa" OPCs unter Hyperoxie zu
signifikant weniger Zelltod. Das stand im Gegensatz zu den OLN-93 Zellen, wo die
Blockierung des AR unter Hyperoxie zur Induktion von Zelltod fihrte. Dementsprechend
liegt in den OLN-93 Zellen nicht nur eine Abhangigkeit von ER-Signalwegen, sondern auch
von AR-vermittelten Effekten fiir das Zelltberleben vor. Diese gegensétzlichen Reaktionen
auf die Blockierung des AR in beiden Zelltypen sind gut untersucht und hangen vom Zelltyp
und der Mikroumgebung ab [155, 156]. In dem Hyperoxie-Modell der vorliegenden Arbeit
vermitteln die klassischen ERs den protektiven Effekt von DHEA in den PDGFRa" OPCs,
wéhrend klassische ERs und ARs in den OLN-93 Zellen das Potential fir die Vermittlung der
Protektion haben.

In C6 Zellen wurde die Protektion durch Adiol und 160H-DHEA zuvor noch nicht
beschrieben. In einem Modell mit immunstimulierten und Glucose-deprivierten C6 Zellen
schiitzte DHEA dosisabhéangig vor Zelltod, wobei die daran beteiligten Rezeptoren nicht

weiter untersucht wurden [157]. In Konzentrationen von 10 bis 100uM steigerte DHEA das
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Zelluberleben in diesen Experimenten, wahrend im Gegensatz dazu im hier untersuchten
Hyperoxie-Modell ein U-férmiger Verlauf beobachtet wurde. Hier liegt das Maximum der
Protektion bei ~100nM DHEA, wobei der protektive Effekt bereits bei 1uM wieder
verschwunden ist. Diese Unterschiede konnten in der Art der Schadigung, aber auch in den
Zellkulturbedingungen oder in der Dauer der Prainkubation mit DHEA begrindet sein.
Allgemein kdnnen U-formige Dosis-Antwort-Kurven durch die Bildung eines Kolloids der
verwendeten Substanz entstehen, sowie durch Bindung der Substanz an verschiedene, sich
entgegen wirkende Zielemolekiile oder durch Bindung an verschiedenen Bindungsstellen des
selben Zielmolekuls [158, 159]. Ein U-formiger Verlauf der Dosis-Antwort-Kurve durch
DHEA wurde ebenfalls in Bezug auf die IL-6 Sekretion in mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes gefunden [160]. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass in den C6
Zellen klassische ERs und der AR an der Protektion durch DHEA im Hyperoxie-Modell
beteiligt sind.

4.3. Intrazelluldre Aromatasen verandern die Protektion
Die Expression der intrazellularen Aromatasen hing vom Zelltyp ab und ihre Aktivitat war
durch einen Einfluss auf die Fetalzonensteroid-vermittelte Protektion gekennzeichnet. Die
CYP19-Aromatase wird hauptsachlich in Neuronen exprimiert, sie kann aber in Astrozyten
durch eine Schadigung des Gehirns induziert werden [161].

In den einzigen beiden vorangegangenen Arbeiten zur Protektion durch DHEA in
OPCs [153] und C6 Zellen [157] wurde die Moglichkeit der intrazelluldaren Konversion zu
ostrogeneren Molekilen nicht weiter berticksichtigt. Allerdings spielen Aromatasen in OPCs
wahrscheinlich keine Rolle, da sie dort bisher nicht nachgewiesen werden konnten [162].
Dementsprechend wurden in den PDGFRa" OPCs auch keine Aktivitit bzw. Expression von
Aromatasen gefunden. In den OLN-93 Zellen wurde jedoch Aktivitat von CYP19-Aromatase
gefunden, wie es hdufig bei dstrogenabhéngigen Tumorzellen vorkommt [163]. Hier flhrte
die Inhibition der Aromatase-Aktivitat interessanterweise zu einem tendenziellen Anstieg der
Fetalzonensteroid-vermittelten Protektion. Das spricht fir eine wichtige Rolle des AR bei den
anti-apoptotischen Effekten von Fetalzonensteroiden in den OLN-93 Zellen.

In C6 Zellen wurde die Aktivitat von CYP19 bereits zuvor beschrieben [164]. Bei der
Fetalzonensteroid-vermittelten Protektion hat die Aromatase in diesen Zellen einen
Protektion-unterstiitzenden Effekt. Ohne den Einfluss von Aromatasen kam es im Fall von

160H-DHEA sogar zum Verlust der protektiven Eigenschaften. Dieses Ergebnis
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unterstreicht, dass die zelltypspezifische Ausstattung mit metabolisierenden Enzymen eine
entscheidende Rolle bei der Fetalzonensteroid-vermittelten Protektion spielen kann.

4.4. Zelltypabhangiges Auftreten von Synergien durch Kombinationsbehandlungen

In der zuvor beschriebenen Arbeit von Miller et al. konnte Konkurrenz von E2 und DHEA
bzw. DHEA-Metaboliten um die Bindung an die klassischen ERs gezeigt werden, was dazu
flihrte, dass durch Zugabe beider der Effekt auf die transkriptionale Aktivitat nicht gesteigert
werden konnte [126]. Der Effekt dieser Kombinationsbehandlungen von E2 und
Fetalzonensteroiden wurden zuvor noch nicht in Schéadigungsmodellen untersucht. In C6
Zellen und PDGFRa" OPCs fiihrte die zeitgleiche Behandlung mit E2 und
Fetalzonensteroiden nicht zu synergistischen Effekten, was die Hypothese der vorliegenden
Arbeit bestatigt. Im Gegensatz dazu, kam es in den OLN-93 Zellen jedoch durch
Kombinationsbehandlung zu synergistischen Effekten.

Diese verschiedenen Reaktionen der Zellen zeigen, dass es keine allgemein gultige
Aussage zum Synergismus in diesem in vitro Frihgeborenen-Modell geben kann. Wie sich
die verschiedenen Aspekte der Anwesenheit von Aromatasen, der Rezeptorausstattung, sowie
der Bindungsaffinitdt (bzw. Effizienz der Bindung an den Rezeptor) auswirken, wird in
Abbildung 25 dargestellt: Im ersten Fall ist die klassische protektive Wirkung von E2 Uber die
ERs dargestellt (Abbildung 25A). Die Fetalzonensteroide besitzen ebenfalls das Potential die
klassischen ERs zu aktivieren, um protektive Effekte zu induzieren (Abbildung 25B). Dabei
unterstitzen Aromatasen diesen Effekt, da sie Molekile mit groRerem 6strogenen Potential
bilden, welche wiederrum starker mit den ERs wechselwirken kénnen. Wenn die maximal
mdogliche Aktivitat des Rezeptors jedoch erreicht ist, dann erzeugt die Zugabe von
Substanzen, welche ebenfalls Uber den Rezeptor wirken (wie E2) keine zusétzlichen
protektiven Effekte. Das heilt, dass es zu keinen synergistischen Effekten bei der
Kombinationsbehandlung kommt. Wenn der AR Apoptose vermittelt, dann kann die
Umwandlung durch Aromatasen ein proapoptotisches Wirken der Fetalzonensteroide Uber
den AR reduzieren (Abbildung 25C). Wenn klassische ERs und der AR beide protektive
Effekte vermitteln, dann ergeben sich zwei Mdglichkeiten: (I) Die klassischen ERs vermitteln
starker den Effekt, oder (1) klassische ERs und der AR besitzen das gleiche Potential zum
Generieren der Antwort. Auch wenn DHEA in C6 Zellen die Protektion iber klassische ERs
und den AR vermittelt, so scheint es, dass die Protektion zum groReren Teil Uber die

klassischen ERs vermittelt wird (Abbildung 25D). Diese (iberwiegende Wirkung Uber die
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klassischen ERs konnte durch die Aromatase-Aktivitat erklart oder auch nur verstarkt werden,
indem mehr Molekiile mit dstrogeneren Potential entstehen. Diese iberwiegende Aktivierung
der Kklassischen ERs fuhrt jedoch zu einem maximalen Effekt, welcher durch die
Kombinationsbehandlung nicht weiter erh6ht werden kann wie beispielsweise in den C6
Zellen (Abbildung 25E). Im Fall der OLN-93 Zellen scheinen klassische ERs und der AR das
gleiche Potential zur Vermittlung der Protektion zu besitzen (Abbildung 25F). Hier fiihrt die
Inhibition der Aromatasen zu einer erhohten Protektion durch die Fetalzonensteroide, was das
protektive Potential des AR unterstreicht. Unter diesen Bedingungen kommt es zu
synergistischen Effekten durch die Kombinationsbehandlung, da keine Kompetition um
denselben Rezeptor stattfindet (Abbildung 25G). In den OLN-93 Zellen scheint es daher zu
einer Aktivierung der klassischen ERs durch E2 und des AR durch Fetalzonensteroide zu
kommen. Ob die Fetalzonensteroide als solche auf die Zellen wirken oder ob diese durch 3p-

und/oder 17p-HSDs zu potenteren Androgenen weiter prozessiert werden, bleibt zu kl&ren.

Abbildung 25: Ubersicht der verschiedenen Reaktionsmdglichkeiten von Zellen auf
Ostrogene und/oder Fetalzonensteroide

A E2 B FZS C Fzs FZS
»I/ J’<_C.YPJ9 wlr 'L(—I_C_Y P19
ER ER ER AR
Uberleben Uberleben Uberleben  Zelltod
D Fzs FZS E E2 Fzs FZS  le2  17pestadiol
¢<_ CYR19 ¢ \/{-C_Y_P.Jg ¢ FZS Fetalzonensteroide
ER Ostrogenrezeptor
ER > ee B > AR AR Androgenrezeptor
l l l l CYP19 CYP19 Aromatase Aktivitat
<—  Aktivierung
Uberleben Uberleben Uberleben  Uberleben | <--  unterstitzt den Effekt am Rezeptor

<t - supprimiert den Effekt am Rezeptor
> die am ER generierte Antwort ist

F (Fzs) FZS G g2 (FZS) FZS starker als am AR
J' k’l CYP19 = die am ER und AR generierte Antwort
¢ ¢ ist gleich
ER — AR ER — AR Kompetition um Bindung an den ER
* Synergismus durch vergleichbare
l ﬁ l Aktivierung von ER und AR
Uberleben  Uberleben Uberleben Uberleben
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Schematische Zusammenfassung der verschiedenen Maoglichkeiten zum Zusammenspiel von
Rezeptoren und Aromatasen bei der Behandlung mit E2, Fetalzonensteroiden und der
Kombinationsbehandlung von E2 mit Fetalzonensteroiden. (A) E2 und (B) Fetalzonensteroide sind in
der Lage Ostrogenrezeptoren (ERs) zu aktivieren, was zum Uberleben der Zellen fiihrt. CYP19-
Aromatase-Aktivitat unterstitzt den Effekt der Fetalzonensteroide, in dem es diese zu Ostrogeneren
Substanzen umwandelt. (C) Wenn (ber die Aktivierung des Androgenrezeptors Zelltod vermittelt
wird, dann konnen Fetalzonensteroide Zelltod induzieren. Dieser Effekt kann durch CYP19-
Aromatasen reduziert werden. Wenn Zelliiberleben tber ERs und den AR vermittelt werden kann,
dann gibt es zwei Mdglichkeiten: (D, E) Ein Rezeptor ist potenter in der Vermittlung des protektiven
Effektes oder (F, G) beide Rezeptoren sind gleich potent. (D) Auch wenn die Stérke der Interaktion
der Fetalzonensteroide an den ERs starker ist, so konnen die Fetalzonensteroide im Falle einer
Einzelbehandlung tber ERs und den AR protektiv wirken. Der protektive Effekt an den ERs wird
durch CYP19-Aromatasen weiter unterstiitzt. (E) Im Falle der Kombinationsbehandlung mit E2 flhrt
die vorwiegend Uber die ERs ablaufende Protektion dann aber zur Kompetition von den
Fetalzonensteroiden und E2 um die Bindung an die ERs. Durch die Séattigung des vom Rezeptor
generierbaren protektiven Effekts, findet kein Synergismus statt. (F) Die ERs und der AR kdnnen aber
auch beide im gleichen MaRe die Protektion vermitteln. Durch CYP19-Aromatasen kann der
protektive Effekt tUber den AR jedoch reduziert werden. (G) Im Fall der vergleichbaren Potenz von
ERs und AR fuhrt die Kombinationsbehandlung zu einer Aktivierung der ERs durch E2 und des AR
durch die Fetalzonensteroide. Es findet keine Kompetititon um denselben Rezeptor statt und so fihrt
die Kombinationsbehandlung zum Synergismus.

Nichtsdestotrotz ist das Auftreten von Synergien wie in den OLN-93 Zellen in Friihgeborenen
sehr unwahrscheinlich, da die Rezeptoraffinitdten der humanen Rezeptoren nicht zu einer
uberwiegenden Aktivierung des AR durch die Fetalzonensteroide fiihren (z.B. DHEA: ER-
K¢ ~0.5uM, fir ER-a K4 ~1,1uM und fir AR Ky ~1.2uM) [126, 138].

4.5. Auswirkungen von Hyperoxie und Steroidbehandlung auf die Rezeptordichte
Die Auswirkungen der Hyperoxie bzw. der Steroidhormone auf die Rezeptordichte wurden
bisher in zwei Studien untersucht. In der einer Studie konnte an Astrozyten gezeigt werden,
dass durch Hyperoxie die Menge an Progesteron-Rezeptor herunterreguliert wird [165]. In der
anderen Studie wurde an kultivierten glatten Muskelzellen der Atmungswege von humanen
Feten gezeigt, dass Hyperoxie (mit 50% O,) zu keiner Anderung der Rezeptordichte von ER-
a und ER-B fuhrt [166]. Bei dieser Studie wurde ebenfalls festgestellt, dass auch die Menge
an CYP19 Aromatase nicht durch die Hyperoxie veréndert wurde. Es gibt keine
Untersuchungen zur Expression des AR unter Hyperoxie.

In C6 und OLN-93 Zellen flhrte die Behandlung mit den Steroidhormonen unter
Normoxie zu keiner Veranderung der untersuchten relativen Rezeptordichten von ER-a, ER-
B, GPER und AR. Erst die Schadigung der Zellen konnte Effekte auf die relative
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Rezeptordichte induzieren. Dabei waren die Effekte auf die C6 Zellen nur gering, wahrend es
bei den OLN-93 Zellen vermehrt zur Regulation der Rezeptoren kam.

Da full-length ER-a in beiden Zelltypen kaum nachweisbar war und es dagegen eine
relativ groBe Menge an einer ~50kDa Splice-Variante von ER-a gab, wurde diese Variante
quantifiziert. Die mMRNA von ER-a kann alternatives Splicing durchlaufen, wobei ein oder
mehrere Exone deletiert werden [167]. Bei der hier untersuchten 50kDa-Bande fiir ER-a ist
Exon 7 deletiert [168]. Uber diese Splice-Variante ist bisher nicht viel bekannt. Sie scheint
jedoch nicht in der Lage zu sein, die Genexpression zu modulieren [169]. Damit wére zum
einen die direkte Wirkung Uber nicht-genomische Effekte moglich, diese Varianten kénnten
aber auch nur rein regulatorische Effekte ausiiben. Diese Frage der Funktion dieser Splice-
Variante bei der Rezeptor-vermittelten Protektion sollte Gegenstand zukinftiger
Untersuchungen werden.

Unter Normoxie fand in beiden Zelltypen keine Regulation der vier untersuchten
Rezeptoren durch Zugabe von E2 und/oder DHEA statt. Erst die pathologische Situation
(Schadigung durch Hyperoxie) ermdéglichte die Rezeptorregulation. In den C6 Zellen scheint
E2 unter Hyperoxie iber Cross-Regulation den AR zu induzieren. Die Induktion des AR uber
E2 ist bereits fir andere Gewebe beschrieben worden [170]. Bei der Kombination von
Hyperoxie, E2 und DHEA kommt es in den C6 Zellen zur signifikanten Hochregulierung von
ER-B. Da die Einzelbehandlungen keinen Effekt haben, konnte es hier zu einem
Zusammenspiel von Veranderungen unter der pathologischen Situation zusammen mit
Autoinduktion durch E2 und einem zusétzlichen Effekt durch DHEA kommen. Es bleibt
jedoch zu klaren, ob es sich bei dem Effekt von DHEA um eine Verstarkung der
Autoinduktion handelt und/oder um eine Cross-Regulation, da DHEA an klassische ERs und
den AR binden kann. Die Kombinationsbehandlung aus E2 und DHEA hat die Menge an
klassischen ERs unter Hyperoxie zwar erhoht, dieser Effekt hatte jedoch keinen Einfluss, um
zu einem synergistisch verstarkten Antwortverhalten der Zelle gegeniber den
Steroidhormonen zu fiihren.

In den OLN-93 Zellen kam es zur Hochregulierung von ER-a, ER-p und GPER unter
der pathologischen Situation. Dieser Effekt wurde jedoch fir alle drei Rezeptoren durch
Behandlung mit E2 durch Autorepression wieder aufgehoben. Diese Autorepression durch E2
wurde zuvor auch bei anderen 6strogenabhéngigen Tumorzellen gefunden [171]. In Bezug auf
den GPER wurde durch die Behandlung mit DHEA ebenfalls die Menge an Rezeptor wieder
herunterreguliert. Dieser Effekt 1auft wahrscheinlich tGber Cross-Regulation ab, da es in den

Experimenten keine Hinweise gibt, dass DHEA an den GPER binden kann. Durch
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Behandlung mit DHEA blieb die Menge an ER-o und ER-f jedoch erhéht bzw. wurde durch
DHEA die Menge an ER-a zusatzlich signifikant gegenuber der Hyperoxie erhoht. Dieser
Effekt am ER-a scheint fiir eine Cross-Regulation durch DHEA zu sprechen. Auch wenn im
Fall der OLN-93 Zellen DHEA vermutlich Gber den AR protektiv wirkt, so unterstutzt es die
E2-vermittelte Protektion indem die Menge an klassischen ERs bei Anwesenheit von E2
erhoht erhalten werden. Diese Ergebnisse zeigen zudem das Auftreten genomischer Effekte,
die durch die Behandlung mit E2 und DHEA induziert wurden.

Auto- und Cross-Regulation sind wichtige Mechanismen fir die Verstdrkung von
Hormon-Signalen, der Regulation von Hormon-Aktivitaten durch negative Feedback-
Mechanismen und fir die Koordinierung von Hormonwirkungen in einer temporaren und
gewebespezifischen Weise [108]. Die wichtigste Funktion der Autorepression ist im
Allgemeinen bei steigender Menge an Hormon durch Herunterregulierung des Rezeptors die
Homdoostase wiederherzustellen [108]. In beiden untersuchten Zelltypen konnte dieser Effekt
innerhalb des Beobachtungszeitraums nicht gefunden werden. Es waére interessant zu
untersuchen, wie sich der starke Mangel an Ostrogenen und Progesteron zusammen mit der
grolRen Menge an adrenalen Androgenen (Fetalzonensteroide) auf die Rezeptorausstattung im

Frihgeborenen nach der Geburt, aber auch langfristig auswirkt.

4.6. Phosphorylierungsstatus von intrazellularen Signal-Molekulen

Rezeptor-vermitteltes Zelliberleben kann neben genomischen Signalwegen auch Gber nicht-
genomische Signalwege ablaufen. E2 und DHEA kdénnen dabei nicht-genomische
neuroprotektive Signalwege liber ERK1/2 und Akt induzieren [40, 92, 131, 132]. Nach der
Untersuchung der Rezeptorausstattung und der Beteiligung der Rezeptoren an der Protektion
sollte untersucht werden, ob intrazelluldre Signaltransduktionswege an den Effekten beteiligt
sein konnen.

Dies wurde zuerst im Western Blot iber die Menge an aktivierten ERK1/2 und Akt
bestimmt. Eine Arbeit von Gerstner et al. hatte gezeigt, dass es in den unbehandelten OPCs zu
einem Verlust an aktivierten ERK1/2 und Akt durch Hyperoxie kommt und dass die
Behandlung mit E2 zu einem Erhalt des Pools an aktivierten ERK1/2 und Akt flihrt [92]. Erst
nach 6h wurden in diesen Experimenten signifikante Unterschiede zwischen E2-behandelten
und unbehandelten OPCs festgestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Western
Blot jedoch kaum Unterschiede gefunden und es kam in einigen Fallen durch die Behandlung

mit den Steroidhormonen sogar zum Verlust an aktivierten ERK1/2 und Akt. Fir ERK1/2 ist
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zwar in der Literatur beschrieben, dass sowohl die Aktivierung [92] als auch die Blockierung
[96] mit Uberleben assoziiert ist, aber bei Akt ist nur die Aktivierung mit Uberleben assoziiert
[92]. Da die Behandlung mit den Steroidhormonen das Uberleben der Zellen steigert, deuten
diese Ergebnisse auf eine mogliche vorausgegangene Aktivierung der beiden Signalwege hin,
welche zum Zeitpunkt der Untersuchung schon beendet waren und dass eine Regeneration des
Proteinpools noch nicht stattgefunden hatte bzw. durch die andauernde Schadigung eine
Regeneration des Proteinpools nicht mehr stattfinden konnten. Da die Zellen vor Beginn der
Hyperoxie 2h mit dem Steroidhormon bzw. DMSO préinkubiert wurden, dafur das Medium
zur Prainkubation und nochmals vor Beginn der Hyperoxie gewechselt worden ist, kann eine
Untersuchung von friiheren Zeitpunkten nur bedingt Aufschluss geben, konnte aber zum
Nachweis einer vorangegangenen Aktivierung der beiden Signalmolekiile dienen. Da beide
Zelllinien spontan entstandene Tumorzellen sind, konnten sie ihr Proliferationspotential tber
permanent aktivierte PI3K- und MAPK-Signalwege erhalten [172, 173], was sich ebenfalls
auf die Messung auswirken wirde.

Mit der PathScan-Analyse sollte daher untersucht werden, ob Downstream-Molekiile
dieser beiden Signalwege verdndert sind. Durch die Untersuchung eines frilhen und eines
spateren Zeitpunkts sollte transiente und permanente Aktivierung dieser Signalmolekile
genauer betrachtet werden. Bei OPCs war bereits bekannt, dass E2 ERK1/2- und Akt-
Signalwege induzieren kann, was mit einem Schutz vor Zelltod assoziiert war [92].
Entsprechend kam es in den Behandlungsgruppen mit E2 (in Einzelbehandlung und
Kombinationsbehandlung mit DHEA) in den OLN-93 Zellen zu einer transienten Aktivierung
von Downstream-Signalmolekiilen des ERKZ1/2- und Akt-Signalweges. Die DHEA-
Behandlung flihrte zu einem von der E2-Behandlung signifikant verschiedenen Ergebnis,
welches jedoch fur DHEA mit den untersuchten Zeitpunkten bzw. mit diesem Assay nicht
weiter definierbar war. Da nach 24h Hyperoxie nur bei E2-Behandlung noch Veranderungen
gegenuiber der Kontrolle gemessen wurden, kénnte zu spateren Zeitpunkten die Protektion
hauptséachlich Gber Genexpression reguliert sein. Dabei kann die Genexpression das Resultat
initiierter genomischer und nicht-genomischer Effekte sein.

In vorherigen Arbeiten mit C6 Zellen konnte gezeigt werden, dass E2 vor oxidativen
Stress-induzierten Zelltod (iber PI3K/Akt/Bad-Signalwege schiitzt [97]. In der vorliegenden
Arbeit wurde in den Behandlungsgruppen mit E2 der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg zum
frihen Zeitpunkt induziert. Am spéteren Zeitpunkt wurde nur noch in der Gruppe mit der
Kombinationsbehandlung eine Aktivierung von Signalmolekiilen aus den PI3K/Akt/Bad und

PI3K/Akt/mTOR-Signalwegen gefunden. Zudem wurde in der Kombinationsgruppe ERK1/2
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herunterreguliert ohne dass Downstream-Molekiile des MAPK/ERK/mTOR-Signalweges
veréndert waren. Es gibt Untersuchungen, dass eine Induktion von Zelltod zur Aktivierung
von ERK1/2 in Astrozyten fihren kann [174, 175] und das E2 in der Lage ist, diese
Aktivierung wieder riickgdngig zu machen [96]. Daher kodnnte es sich bei der
Herunterregulation von ERK1/2 um diesen Effekt handeln. Zum 24h Zeitpunkt gab es in den
C6 Zellen damit deutlich mehr Aktivitat der Signalwege als in den OLN-93 Zellen.

Auch wenn das Auftreten von Synergien wie in den OLN-93 Zellen in Friihgeborenen
nicht wahrscheinlich ist, so kdnnte eine intensivere Untersuchung der genomischen und nicht-
genomischen Signalwege in den OLN-93 Zellen jedoch Hinweise auf die Voraussetzungen
flr synergistische Effekte und somit fur zukinftige Behandlungsstrategien geben. So scheint
es in den OLN-93 Zellen nicht zur synergistischen Aktivierung eines einzelnen spezifischen
Vorgangs zu kommen, sondern zu verschiedenen Signalmustern durch E2 bzw. DHEA. Es
bleibt jedoch zu klaren, ob es sich dabei um eine Aktivierung derselben Signalfamilie mit
einer anderen zeitlichen Struktur oder aber um zwei verschiedene Signalwege handelt. Daher
konnte eine Behandlung, die ein zu den Fetalzonensteroiden verschiedenes protektives
Signalmuster erzeugt, dass klinische Outcome von Frihgeborenen in synergistischer Weise

verbessern.

4.7. Starken und Grenzen
Die Starke der vorliegenden Arbeit ist die Verwendung von drei verschieden Typen unreifer
Gliazellen, was eine zelltypspezifische Untersuchung des Outcomes erlaubte. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die neuroprotektiven Effekte der Fetalzonensteroide hochgradig
abhangig waren von der zelltypspezifischen Expression von Aromatasen, der
Rezeptorausstattung, sowie der Bindungsaffinitdit bzw. Effizienz der Bindung der
Fetalzonensteroide an die Rezeptoren. Die Bindungsaffinitat bzw. die Effizienz der Bindung
der Fetalzonensteroide an die Rezeptoren kann jedoch mit den durchgefiihrten Experimenten
nicht unterschieden werden, da das Zusammenspiel aus beiden den Effekt bildet. Die
Verwendung der drei verschiedenen Zelltypen fiihrte damit zu drei verschiedenen
Mechanismen und damit auch Erkldrungen, warum es zum Auftreten bzw. Ausbleiben von
synergistischen Effekten kommt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Fetalzonensteroide unter den gleichen Bedingungen
zu untersuchen in denen E2 protektiv wirkt. Dabei konnten einige allgemeine Aspekte wie die

Hormonkonzentrationen oder die Inkubationszeit die Ergebnisse beeinflusst haben. Denn je
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langer die Prainkubation mit den Steroiden dauert, desto mehr genomische Effekte kdnnen
induziert werden, welche dann zu einem veranderten Resultat fuhren konnten. Zudem wurden
in den Kombinationsexperimenten nur Konzentrationen verwendet, welche zu signifikanter
Protektion in der Einzelbehandlung fuhrten. Niedrigere Konzentrationen von E2 und
Fetalzonensteroiden konnten in den untersuchten Zelltypen synergistisch auf die klassischen
ERs wirken. Im Fall der U-formigen Dosis-Antwort-Kurven der Fetalzonensteroide in den C6
Zellen koénnte die Zugabe von E2 zu einer Verschiebung des Maximums gefiihrt haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht zwischen den klassischen ERs unterschieden.
Mit der Verwendung selektiver Ostrogenrezeptormodulatoren (selective estrogen receptor
modulators; SERMs), welche selektive Antagonisten fur ER-a oder ER—f sind, waére es
moglich zwischen ER-o und ER-B —vermittelten Effekten zu unterscheiden. Auch die
Geschlechterunterschiede sollten in zuklnftigen Arbeiten genauer untersucht werden. Bei den
PDGFRa" Primarzellen handelte es sich um eine Mischpopulation beider Geschlechter. Es ist
bekannt, dass die Proliferation und Reifung von OPCs verschieden durch ménnliche und
weibliche Sexualhormone reguliert wird und dass die OLs der beiden Geschlechtern
unterschiedliche Eigenschaften besitzen [176, 177]. Da weibliche Friihgeborene bessere
Uberlebensraten haben [178] und weniger neurologische Defizite entwickeln [179] als
mannliche Frihgeborene, sollten in zukinftigen Experimenten beide Geschlechter getrennt
voneinander untersucht werden, um eine mdgliche Rolle der Fetalzonensteroide bei diesen
Unterschieden genauer zu untersuchen.

Zusatzlich gibt es noch weitere Fragen in der Zukunft zu kléaren, welche die
physiologische Aktivitdt und lokale Konzentration der Fetalzonensteroide betreffen. Eine
Frage ist daher, wie konjugierte Fetalzonensteroide im Vergleich zu unkonjugierten wirken,
da die Fetalzonensteroide zum grofRen Teil als Sulfat-Konjugate in der Zirkulation des
Frihgeborenen vorkommen [129]. Das Gewebe mit der groRten Sulfatase-Aktivitat ist die
Plazenta [180]. Es wdre daher denkbar, dass im Friihgeborenen weniger unkonjugierte
Fetalzonensteroide vorkommen als im Zusammenspiel mit der feto-plazentaren Einheit. Im
Gegensatz zum Erwachsenen wurden im Fetus aber in allen Geweben Sulfatasen
nachgewiesen, welche jedoch in geringeren Mengen vorkommen als in der Plazenta [181]. Im
Vergleich zu friiheren Untersuchungen zeigen neuere Arbeiten, dass auch schon wahrend der
Entwicklung des Fetus die Blut-Hirn-Schranke geschlossen ist [182]. Bei Infektionen und
Hypoxie-lschamie kommt es zum Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, aber auch bei
Komplikationen, wo es zu einer Schadigung der fragilen unreifen BlutgefalRe im Gehirn

kommt, wird es wahrscheinlich auch zu einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke im
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Frihgeborenen kommen [182, 183]. Es bleibt also zu kl&ren wie permeabel die Blut-Hirn-
Schranke bei gesunden und kranken Friihgeborenen gegentiber den Fetalzonensteroiden ist.
Allgemein gilt, je hydrophiler das Molekiil, desto weniger wahrscheinlich passiert es die Blut-
Hirn-Schranke und wird in entsprechend niedrigeren Konzentrationen im Gehirn zu messen
sein. Dabei ist die selektive Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke umgekehrt proportional zu
der Anzahl an potentiellen Wasserstoffbriickenbindungen in wassriger Losung [184]. Die
Sulfat-konjugierte Form ist in der Lage mehr potentielle Wasserstoffbriickenbindungen
einzugehen als die unkonjugierte Form. Konjugierte Fetalzonensteroide sind aber trotzdem
nicht gut wasserldslich und werden auch die intakte Blut-Hirn-Schranke tiberwinden kdnnen,
eben nur in geringeren Mengen als die unkonjugierten Formen. Die Messung der
ausgeschiedenen Fetalzonensteroid-Metaboliten im Urin von Friihgeborenen zeigt zudem,
dass auch die sulfatierten Steroide durch die enzymatischen Aktivitaten (z.B. 3B-und 178-
HSD) metabolisiert werden [33]. Es gibt mehrere Arbeiten, welche die biologische Aktivitat
von DHEA und DHEAS vergleichend untersucht haben [185, 186]. In einigen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass nur DHEA eine biologische Aktivitdt gegeniber einer
bestimmten Funktion ausubt, wahrend DHEAS nicht in der Lage war diese Aktivitat zu
induzieren bzw. stattdessen andere Aktivitaten induzierte [187, 188]. Es gibt jedoch auch
viele Arbeiten, welche das gleiche MaR an Aktivitat auf eine bestimmte Funktion durch
DHEA und DHEAS festgestellt haben [189-192]. Zukinftige Untersuchungen sollten diese
Fragen adressieren, um diese Einflussfaktoren besser einschatzen zu kénnen. Nichtsdestotrotz
gibt es diese groRe Diskrepanz im neurologischen Outcome von Friihgeborenen, welche mit
(unkonjugierten) E2 und Progesteron behandelt worden sind gegeniiber den experimentellen
Modellen, was durchaus fur eine signifikante biologische Aktivitat der vermutlich Sulfat-

konjugierten Fetalzonensteroide hinter der Blut-Hirn-Schranke spricht.

4.8. Klinische Relevanz

In einer groBen Kohorte von mehr als 900 Friihgeborenen mit einem extrem niedrigen
Geburtsgewicht (<1.000g) konnte das Risiko der Sterblichkeit bzw. der neurologischen
Defizite Uber das Auftreten von drei verbreiteten Erkrankungen des Neugeborenen
prognostiziert werden [193]. Ein wichtiger Faktor fir die Entstehung dieser drei
Erkrankungen ist Hyperoxie. Ein therapeutischer Nutzen von E2 wurde bereits bei allen drei
Erkrankungen experimentell untersucht: bei (I) Frihgeborenen-Retinopathie [194], bei (II)
bronchopulmonaler Dysplasie [195] und bei (I1l) Erkrankungen des ZNS wie in der
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vorliegenden Arbeit beschrieben. Folglich werden protektive Strategien bei verschiedenen
Erkrankungen des Kindes benétigt in denen Steroidhormone eine wichtige Rolle spielen
konnten.

Studien an Nagetieren haben gezeigt, dass die Verabreichung von Hormonen an
Neugeborene zu negativen Langzeiteffekten im spateren Leben fihrt. So kann sich die
Stimulation der ERs durch Ostrogene und Xenodstrogene (z.B. Bisphenol A) auf die spatere
Fortpflanzung, die Entstehung von Tumoren und auf die Epigenetik auswirken [196-198]. Die
pranatale Gabe des synthetische Ostrogens DES fiihrte beim Menschen beispielsweise zu
einer erhohten Inzidenz von Tumoren [199]. Beim Behandlungsansatz der Hormon-
Substitution sollten daher potentielle Nebenwirkungen gegen den erhofften Nutzen gut

abwaégt sein, da die Langzeitfolgen dieser Behandlung bisher noch nicht bekannt sind.

4.9. Schlussfolgerung und Ausblick

Die Friihgeburt erzeugt ein einzigartiges hormonelles Milieu, welches so nur beim Menschen
und anderen héheren Primaten vorkommt. Weder bei der Entwicklung neuer Therapieansétze,
noch bei in vivo oder in vitro Experimenten wurde dies bisher beachtet. In anderen
Forschungsbereichen war bereits bekannt, dass die adrenalen Androgene DHEA, 160H-
DHEA, und Adiol in der Lage sind klassischer ERs und den AR zu aktivieren. Mit der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass diese Interaktion mit den
Rezeptoren stark genug ist, um in einem in vitro Schadigungsmodell unreifer Gliazellen
Protektion zu vermitteln. Die Fetalzonensteroide als Vorlaufer der Ostrogensynthese
zirkulieren in anhaltend hohen Konzentrationen im Frihgeborenen, weshalb zu erwarten
ware, dass es zu einer permanenten Aktivierung der beiden Kklassischen ERs im
Friihgeborenen kommt, obwohl keine Versorgung mit Ostrogenen mehr durch die Plazenta
stattfindet. Diese kontinuierliche Aktivierung konnte an sich bereits zu einer Art von
transienter endogener Neuroprotektion fiihren und des Weiteren die normale Entwicklung des
Fruhgeborenen unterstitzen. Darlber hinaus konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass in
Gegenwart von Fetalzonensteroiden die Zugabe von E2 keinen zusétzlichen Effekt zur
Fetalzonensteroid-initiierten Protektion verursachte. Da Fetalzonensteroide im pM-Bereich
im Frihgeborenen akkumulieren, konnte eine Sattigung durch Bindungskonkurrenz am ER
bei E2-Substitution stattfinden. Eine Sattigung des Effekts am Rezeptor koénnte so den
klinischen Effekt einer Substitution von E2 bei Friihgeborenen abschwachen wie er in den

zuvor durchgefiihrten praklinischen Studien zu beobachten war.
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Weiterhin stellt sich die Frage, ob die derzeit verwendeten Frihgeborenen-Modelle
eine solide Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapieansétze bieten, da diese bisher die
grolen Mengen an Fetalzonensteroiden nicht bericksichtigen. Ein Ansatz, welcher
Fetalzonensteroide mit dem unreifen Modell verbindet, sollte fir zukiinftige Untersuchungen

in Betracht gezogen werden, am besten fir alle Erkrankungen im Friihgeborenen.
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2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Bestell-

Name Firma Ort Land

nummer

(x)-(3aR*,4S* 9bS*)-4-(6- Tocris Bioscience 4759 Bristol UK

Bromo-1,3-benzodioxol-5-

yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-8-

(1-methylethyl)-3H-

cyclopenta[c]quinolin

(G36)

(£)-1-[(3aR*,4S*,9bS*)-4-  Tocris Bioscience 3577 Bristol UK

(6-Bromo-1,3-

benzodioxol-5-yl)-

3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-

cyclopenta[c]quinolin-8-

yl]- ethanon (G1)

1,4-Dithiothreitol (DTT) Merck Millipore ~ 1.11474.002 Darmstadt  Deutschland
5

100x TE-Puffer, pH 8 Merck Millipore 57493 Darmstadt Deutschland

10x TAE-Puffer Carl Roth T845.2 Karlsruhe Deutschland

17p-Estradiol (E2) Sigma-Aldrich E2758 Steinheim Deutschland

2-Propanol (Isopropanol)  Carl Roth 6752.1 Karlsruhe Deutschland

3,3',5-Triiodo-L-Thyronin Sigma-Aldrich T6397 Steinheim Deutschland

(T3)

3-[(3- Carl Roth 1479.3 Karlsruhe Deutschland

Cholamidopropyl)dimeth

ylammonio]-1-

Propansulfonat (CHAPS)

5-Androsten-3p, 16a-diol-  Steraloids Inc. A7900-000 Newport USA

17-one (160H-DHEA)

5-Androsten-3g, 17p-diol  Steraloids Inc. A7830-000  Newport USA

(Adiol)

Agarose Biozym 840004 Hessisch Deutschland

Oldendorf

Ammoniumperoxodisulfat Merck Millipore ~ 1.01201 Darmstadt  Deutschland

(APS)

Annexin V Binding Buffer BioLegend 422201 Fell Deutschland

Annexin V-APC Konjugat BiolLegend 640920 Fell Deutschland

Aqua Ad Iniectabilia Alleman Pharma  PZN: Reutlingen  Deutschland
8771010

Bicalutamide/ Casodex Sigma-Aldrich B9061 Steinheim Deutschland

(CDX)
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Bovines Albumin,
Fraktion V (BSA)

Bromphenolblau (BPB)

Chloroform

D,L-Buthionine-(S,R)-

sulfoximine (BSO)

Dehydroepiandrosteron

(DHEA)
DEPC-Wasser

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogen-
phosphat (Na2HPO4)
dNTP Mix (je 10mM)
Donor Horse Serum
(Pferdeserum, DHS)
DreamTaqg Hot Start DNA

Polymerase

Dulbecco's Modified Eagle

Medium (DMEM),
modifiziert

Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM),
modifiziert

Dulbecco’s Phosphate-
Buffered Saline (DPBS)
Essisgsaure, konzentriert

(Eisessig)
Ethanol (EtOH)

Ethylendinitrilotetraessig-
saure Dinatriumsalz-

Dihydrat (EDTA)
Exemestane (Exe)

Fetal Calf Serum (Fetales
Kélberserum, FCS)

Forskolin
GlutaMax
Glyzerin
Guanidinium-
Hydrochlorid
Gylcine

Halt Protease &

Phosphatase Single-use
inhibitor cocktail (100x)
Ham's F-12K (Kaighn's)

MP Biomedicals
Carl Roth
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Merck Millipore

Thermo Fisher
Merck Millipore

Thermo Fisher

Life Technologies

Biochrom

PAN Biotech
Sigma-Aldrich

Th. Geier
Merck Millipore

Sigma-Aldrich
Biochrom

Sigma-Aldrich
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Acros Organics
Thermo Fisher

Life Technologies

810033
A512.1
1.02445.250
B2640
D4000
AM9906
D5879
1.06580.100
0

R0192
S9135
EP0701

11960-044

F 0425

P04-36500
45731
2246.1000
8190400025
PZ0006
S0615
F6886
35050-038
G5516
G3272
56-40-6
78442

21127-022

Solon
Karlsruhe
Darmstadt
Steinheim
Steinheim
Schwerte
Steinheim

Darmstadt

Schwerte
Darmstadt

Schwerte

Darmstadt

Berlin

Aidenbach
Steinheim

Renningen
Darmstadt

Steinheim
Berlin

Steinheim
Darmstadt
Steinheim
Steinheim

Geel
Schwerte

Darmstadt

USA

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Belgien

Deutschland

Deutschland
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Medium (F-12K Medium)
Hank's Balanced Salt
Solution (HBSS) w
Calcium und Magnesium
Hank's Balanced Salt
Solution (HBSS) w/o
Calcium und Magnesium
Harnstoff

Hoechst 33342 (Hoechst)
Human Albumin 20%
(HSA)

ICI 182,780 (Fulvestrant,
ICI)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogen-
phosphat (KH2PO4)
MACS NeuroBrew

MACS NeuroMedium

Magermilchpulver
Methanol

M-PER Mammalian

Protein Extraction Reagent

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat
(SDS)

Natronlauge (NaOH)
Normal Goat Serum
(Ziegenserum, NGS)
O'Gene Ruler DNA-Leiter
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin
(10,000 U/mL) (P/S)
Pierce ECL Western
Blotting Substrate
Platelet-Derived Growth
Factor-AA (PDGF)
Poly-D,L-Ornithin
Hydrobromid (Poly-
Ornithin)

Poly-L-Lysin
Hydrobromid (PLL)

Life Technologies

Sigma-Aldrich

Merck Millipore
Sigma-Aldrich

Grifols

Sigma-Aldrich

Carl Roth
Carl Roth

Miltenyi Biotech

Miltenyi Biotech

Carl Roth
Mallinckrodt
Baker

Thermo Fisher

Carl Roth
Serva

Sigma-Aldrich

Jackson

ImmunoResearch
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Life Technologies

Thermo Fisher

Peprotech

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

14025-100

H6648

1.08488.100
14533

PZN:
0954395
14409

P017.2
P018.2

130-093-
566
130-093-
570
T145.2
8402

78501

3957.1
151-21-3

71692
005-000-
121
SM1203
158127
15140122
32106
100-13A

P0421

P9155

Darmstadt

Steinheim

Darmstadt
Steinheim
Frankfurt
am Main
Steinheim

Karlsruhe
Karlsruhe

Bergisch
Gladbach
Bergisch
Gladbach
Karlsruhe
Griesheim

Schwerte

Karlsruhe
Heidelberg

Steinheim
West Grove

Schwerte
Steinheim
Darmstadt
Schwerte

Hamburg

Steinheim

Steinheim

Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland
USA

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
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Propidiumiodid (P1)
Recombinant Rat Ciliary
Neurotrophic Factor
(CNTF)

Recombinant Rat
Interleukin 6 (IL-6)
recombinat human FGF-
basic (bFGF)

RedSafe

10x SDS Page
Rotiphorese 30
Acrylamidlésung
Rotiquant

Salzsaure (HCI)
Staurosporin (Ssp)
SuperSignal Molecular
Enhanced Weight Protein
Ladder

SuperSignal Molecular
Weight Protein Ladder
TE/G-Puffer
(Probenpuffer)
Tetramethylethylenedi-
amin (TEMED)
Thioharnstoff

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris)
Triton X-100

TRIzol Reagent
Trypanblau 0,4%
Trypsin 2,5%

Tween 20

Vectashield Mounting
Medium mit Dapi
p-Mercaptoethanol
(B-ME)

Sigma-Aldrich
PeproTech
PeproTech
Peprotech
Intron
Biotechnology
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Carl Roth

Carl Roth
Merck Millipo

Carl Roth

Sigma-Aldrich

re

Life Technologies

Sigma-Aldrich
Biochrom
Sigma-Aldrich
Vector
Laboratories
Sigma-Aldrich

P4170

450-50

400-06

100-18B

21141

3060.2
3029.2

K015.1

4625.1

S4400

P1-84786

84785

T839.1

2367.1

1.07979.025

0
0188.2

T8787

15596-026

93595

L 2133
P137-9
H-1500

M-6250

Steinheim
Hamburg

Hamburg

Hamburg

Seongnam

Karlsruhe
Karlsruhe

Karlsruhe
Karlsruhe
Steinheim
Schwerte

Schwerte

Karlsruhe
Karlsruhe
Darmstadt
Karlsruhe

Steinheim
Darmstadt
Steinheim
Berlin
Steinheim
Peterboroug
h

Steinheim

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Korea

Deutschland
Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland

UK

Deutschland
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2.1.2. Kits

Name Firma Bestell- Ort Land

nummer

Anti-Mouse lg, k/Negative  BD Bioscience 552843 Heidelberg  Deutschland
Control Compensation
Particles Set
CD140a (PDGFRa) Miltenyi Biotech  130-101- Bergisch Deutschland
MicroBead Kit 502 Gladbach
CellEvent Caspase-3/7 Life Technologies C10427 Darmstadt  Deutschland
Green Flow Cytometry
Assay Kit
CellTiter 96 Non- Promega G4100 Mannheim  Deutschland
Radioactive Cell
Proliferation Assay
LDH-Cytotoxicity Assay Abcam 65393 Cambridge UK
Kit 11
Neural Tissue Dissociation  Miltenyi Biotech ~ 130-092- Bergisch Deutschland
Kit (P) 628 Gladbach
PathScan Intracellular Cell Signaling 7323S Danvers USA
Signaling Array Kit
(Chemilumineszenz)
QlAamp DNA Kit Mini QIAGEN 51304 Hilden Deutschland
2.1.3. Antikorper

Name Firma Bestell- Ort Land

nummer

Goat Anti-Mouse 1gG Life Technologies A-11029 Darmstadt  Deutschland
(H+L) Alexa Fluor 488
Konjugat
Goat Anti-Mouse 1gG Life Technologies A-11005 Darmstadt  Deutschland
(H+L) Alexa Fluor 594
Konjugat
Goat Anti-Rabbit 1gG Life Technologies A-11012 Darmstadt  Deutschland
(H+L) Alexa Fluor 594
Konjugat
Mouse Anti- Abcam ab9474 Cambridge UK
Androgenrezeptor (Klon
AR441)
Mouse Anti-CNPase Abcam ab6319 Cambridge UK
(Klon 11-5B)
Mouse Anti- R&D Systems MAB1326  Wiesbaden  Deutschland
Oligodendrocyte Marker
04, (Klon O4)
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Mouse Anti-Rat 1gG2a- Miltenyi Biotech ~ 130-104- Bergisch Deutschland
APC (Klon RG7/1.30) 736 Gladbach
Peroxidase AffiniPure Jackson 115-036- West Grove USA
F(ab")2 Fragment Goat ImmunoResearch 146
Anti-Mouse 1gG (H+L)
Peroxidase AffiniPure Jackson 111-036- West Grove USA
F(ab")2 Fragment Goat ImmunoResearch 003
Anti-Rabbit 1gG (H+L)
Rabbit Anti-Akt Cell Signaling 9272 S Danvers USA
Rabbit Anti-CYP19 (H- Santa Cruz sc-30086 Heidelberg  Deutschland
300) Biotechnology
Rabbit Anti- Santa Cruz sc-543 Heidelberg  Deutschland
Estrogenrezeptor-a (HC-  Biotechnology
20)
Rabbit Anti- Affinity PA1-311 Golden USA
Estrogenrezeptor-§ BioReagent
Rabbit Anti-GAPDH Sigma-Aldrich G9545 Steinheim Deutschland
Rabbit Anti-GFAP (Klon  Sigma-Alrich G3893 Steinheim Deutschland
G-A-5)
Rabbit Anti- Abcam ab39742 Cambridge UK
GPER/GPR30
Rabbit Anti-p44/42 MAP-  Cell Signaling 9102 S Danvers USA
Kinase (ERK1/2)
Rabbit Anti-Phospho Akt  Cell Signalling 9271S Danvers USA
(Sera73)
Rabbit Anti-phospho- Cell Signaling 4370 S Danvers USA
p44/42 MAP-Kinase (Klon
D13.14.4E)
Rabbit Anti-S100p (Klon ~ Abcam ab52642 Cambridge UK
EP1576Y)
Rabbit Anti-p-Actin Sigma-Aldrich A6022- Steinheim Deutschland
2ML
Rat-Anti CD140-APC Miltenyi Biotech ~ 130-102- Bergisch Deutschland
(Klon APAD5) 473 Gladbach
2.1.4. Verbrauchsmaterialien
Name Firma Bestell- Ort Land
nummer
0,2um Filteraufsatze Sarstedt 83.1836.001 Nimbrecht  Deutschland
0,5ml Aufsatze Multipette, Eppendorf 0030.069.22 Hamburg Deutschland
steril 6
15ml Réhrchen, PP Sarstedt 62554502 Numbrecht  Deutschland

17x120mm
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50ml Rohrchen, PP
30x115mm

70um Zellsiebe
8-Tube-Streifen
Blotting-Papier (GB003)
Cryovial Cryordhrchen
2mi

Deckglaser rund, 12mm
Einmalktvetten
Eppendorf Gefalie (0,5ml;
1,5ml; 2ml und 5ml)
FACS-R6hrchen

Filterpaper
Glaspasteurpipetten
LS-S&ule

Nylonnetz
Objekttrager

Petrischalen, cell+ flr
adherente Kulturen
Pipettenspitzen fur
jeweilige Pipetten
Pipettenspitzen mit
Filtereinsatz
PVDF-Membran

serologische Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)
Skalpellklingen
(Einmalklingen, gerade),
No.11

Spritzen (10ml, 20ml)
T75- Zellkulturflachen,
rote Kappe

Top Filter fur Gewinde 45

mm (150ml; 0,2um)
well-Platten (6-well; 24-
well; 96-well), cell+ fur
adherente Kulturen
Zellschaber

BD Bioscience
BD Bioscience
Thermo Fisher
GE Healthcare
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Eppendorf
Falcon, Corning
GE Healthcare
John Poulten

Miltenyi Biotech

Flow Mesh
R. Langenbrinck

Sarstedt
Eppendorf
Biozym
Bio-Rad
Laboratories
Sarstedt
Feather

BD Bioscience
Sarstedt

VWR

Sarstedt

Greiner BioOne

352070

352340
TUCO0081
10427812
E309.1

P231.1
Y195.1
0030.119.40
1

352008

1001150
D812
130-042-
401
FM-100
03-0040

82.1473
0030.000.X
XX
VT0210
162-0177
86.XXX.00
1

2201306

309110

83.1813.002
734-5063

83.XXXX.3
00

541070

Heidelberg

Heidelberg
Schwerte
Minchen
Karlsruhe

Karlsruhe
Karlsruhe
Hamburg

Kaisers-
lautern
Minchen
Essex
Bergisch-
Gladbach
Boston
Emmen-
dingen
Numbrecht

Hamburg
Hessisch
Oldendorf
Miinchen
Nimbrecht
Osaka
Heidelberg
Nimbrecht
Darmstadt
NUmbrecht

Fricken-
hausen

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
UK

Deutschland

USA
Deutschland

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Japan

Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
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2.1.5. Gerate
Name Firma Model Ort Land

-20°C Tiefkuhler Liebherr profi line Bulle Schweiz
5501

4°C Kuhlschrank Liebherr gastro line  Bulle Schweiz
5501

-80°C Tiefkuhler Heraeus Hera Freeze Hanau Deutschland

8-Kanalpipette Brand Transferpett Wertheim Deutschland
e, 20-200 pl

Autoklav Systec DX 150 Linden Deutschland

Bunsenbrenner Camping Gaz C2016 GLS Hungen- Deutschland

Inheiden

Cryo 1°C Freezing Thermo Fisher 5100-0001  Schwerte Deutschland

Container

Dokumentationssystem Bio-Rad ChemiDoc  Miinchen Deutschland

fur Gele und Membranen  Laboratories XRS

Durchflusszytometer BD Bioscience LSRII Heidelberg  Deutschland

(FACS)

Elektronischer Hand- Eppendorf Multipette ~ Hamburg Deutschland

Dipenser Plus

Feinwaage Ohaus AR2140 Né&nikon Schweiz

Fluoreszenzmikroskop Leica DMI 4000b  Wetzlar Deutschland

Gelkammer mit Peqlab 40-0708 Erlangen Deutschland

integriertem Giel3stand

fur Agarose-Gele

Inkubator mit 37°C, 5% Binder CB150 Tuttlingen  Deutschland

CO2

Inkubator mit 37°C, 5% Binder CB53 Tuttlingen  Deutschland

CO2 und 80% O2

Inversionsmikroskop mit ~ Helmut Hund WilovertS  Wetzlar Deutschland

Zahlokular

kabelloser Miltenyi Biotech MACSMix  Bergisch Deutschland

Inkubationsmischer Gladbach

Kuhlzentrifuge far Sigma 1-15PK Osterode Deutschland

Eppendorf-Gefalle am Harz

Magnetrihrer GLW M23 Wirzburg Deutschland

Magnet-Separator Miltenyi Biotech  Quadro- Bergisch Deutschland
MACS Gladbach

Mechanischer RS Components ~ 710-5212 Morfelden-  Deutschland

Summenzéhler GmbH Walldorf

Mikro-Messzelle (Kivette Hellma Analytics  TrayCell Millheim Deutschland

fur Bestimmung DNA-

Konzentration)

Mikrowelle Siemens HF 800W Minchen Deutschland
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Mini Trans-Blot Module

Mini-PROTEAN Tetra
Cell
Neubauer-Zahlkammer

Orbital-Mischer
pH-Messgerat

Pinzette; 7cm, gebogene
Spitze

Pipetten

Pipettierhilfe serolog.
Pipetten
Plattenreader

PowerSupply fur Agarose
Gele

PowerSupply fur Gel und
Transfer Western Blot
Real-Time PCR-System

Reinstwasser-Anlage

Ringpinzette fur
Membranen
Rollinkubator
Schere; 14,5cm, gerade
Spitze

Schere; 9,5cm, gerade
Spitze

Schuttler
Skalpellklingenhalter;
12cm
Spektralphotometer

Sterilbank
Stickstofftank

Thermo-Mixer

Tischzentrifuge

Bio-Rad
Laboratories
Bio-Rad
Laboratories
Laboroptik

Edmund Buhler
Mettler Toledo
Fine Science
Tools
Eppendorf

Hirschmann
Thermo Fisher
Consort

Bio-Rad
Laboratories
Applied
Biosystems
Millipore

Carl Roth

Karl Hecht
Fine Science
Tools

Fine Science
Tools

Thermo Fisher
Fine Science
Tools

Thermo Fisher

Heraeus
Air Liquide

Biozym

Hangzhaou
Allsheng

170-3935
165-8006
Neubauer

SM30A
MP 220
11067-07

Research
Plus
Pipetus-
Akku
Multiscan
Ex
EV202

Power Pac
1000
StepOne-
Plus
Bio-Pak
Polisher
LL00.1

RM5.40
14002-14

14060-09

64724
10003-12

Genesys
10S UV-Vis
HERA Safe
ARPEGE
401
PocketBloc
Thermo-
mixer
Mini-6K

Miinchen
Minchen
Friedrichs-
dorf
Hechingen
Giellen
Heidelberg
Hamburg
Eberstadt
Schwerte
Turnhout
Miiinchen
Hanau
Darmstadt

Karlsruhe

Sondheim
Heidelberg

Heidelberg

Schwerte
Heidelberg

Schwerte

Hanau
Krefeld

Hessisch
Oldendorf

Zhejiang

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Belgien

Deutschland
Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland

Deutschland

China
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Instruments
Vortexer Phoenix RS-VA10 Garbsen Deutschland
Instrument
Vortex-Mixer fur Eppendorf MixMate Hamburg Deutschland
Eppendorf-Gefalie
Waage Sartorius AZ3102 Gottingen Deutschland
Wasserbad GFL 1023 Burgwedel  Deutschland
Western Blot-Zubehor Bio-Rad fir 1,5mm  Minchen Deutschland
(Glassplatten, Schwamme, Laboratories Minigele
Kamme, Giel3stand)
Zentrifuge fur grofRe Thermo Fisher MegaFuge  Hanau Deutschland
Tubes und Platten 40R
2.1.6. Software
Name Firma Ort Land
Ascent Thermo Fisher Schwerte Deutschland
ChemSketch Advanced Chemistry Toronto Kanada
Development (ACD/Labs)
Endnote Thomson Reuters New York  USA
FACSDIVA BD Bioscience Heidelberg  Deutschland
FlowJo FlowJo Ashland USA
Graphpad Prism 5 GraphPad Software La Jolla USA
ImagelLab Bio-Rad Laboratories Minchen Deutschland
LAS AF Leica Wetzlar Deutschland
Microsoft Office Microsoft Corporation Redmond USA
ImageJ National Institutes of Health Bethesda USA

2.1.7. Medium, Puffer und L6sungen

Puffer fiir PDGFRa-Isolation

2,59 BSA

in 500mI DPBS ldsen

pH-Wert auf 7,2 einstellen und steril
filtrieren

bei 4°C lagern

Poly-Ornithin Stammldsung

steril filtrieren
Aliguote bei -80°C lagern

Poly-Ornithin Arbeitslosung

0,05%  200ul

9,8ml
bei -20°C lagern

Poly-Ornithin-
Stammldsung
Aqua Ad Iniectabilia

2,5% 100mg Poly-Ornithin
in 4ml Aqua Ad Iniectabilia 16sen und
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PDGFRa-Zellmedium

zwei Wochen bei 4°C stabil

96ml  MACS Neuromedium
2% 2ml MACS NeuroBrew
1% Iml P/S
0,5mM  250ul GlutaMax
10ng/ml  100ul  10pg/ml bFGF
10ng/ml  100pl  10pg/ml PDGF

steril ansetzen
eine Woche bei 4°C stabil

FCS und DHS Hitze-inaktivieren

Serum . N. bei 4°C auftauen

steril 50ml-Aliquote herstellen

im Wasserbad fiir 30min bei 56°C Hitze-
inaktivieren

abgekdhlte Aliguote bei -20°C lagern

Ldsen der Zytokine bFGF, PDGF und
CNTF

Mit Aqua Ad Iniectabilia zu einer
Konzentration von 0,1 bis 1mg/ml l6sen
Mit Puffer fur Langzeitlagerung
weiterverdiinnen, so dass eine 1:1.000
anzuwendende Stammldsung entsteht
Konzentrationen siehe Tabelle im Text
Aliquote bei -20°C lagern

Puffer fur Langzeitlagerung Zytokine

100mg BSA
in 100ml 1x TBS 16sen und steril filtrieren
Aliquote bei -20°C lagern

Trypanblaulésung zur
Zellzahlbestimmung

7,5ml  0,4% Trypanblaulésung
7,5ml  DPBS

mischen und 5min bei 3.000rpm
zentrifugieren

Uberstand in frische Tubes tiberfithren
bei RT lagern

OLN-93 Medium

443,75ml  DMEM (Biochrom)
10%  50mi FCS
1% 5mi P/S
0,05% 1,25ml 20% HSA

steril ansetzen
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Einfriermedium OLN-93

900Ul FCS
10% 100l DMSO
pro Aliquot mit 10° Zellen

BSO

250mM 500mg BSO
steril in 9ml Aqua Ad Iniectabilia l16sen
bei 4°C lagern

Experimentelles Medium

DMEM (Life
445ml Technologies)
10% 50ml FCS
1% 5ml P/S

steril ansetzen
zwei Wochen bei 4°C stabil

C6-Medium
407,5ml  F-12K Medium
15%  75ml DHS
2,5% 12,5ml FCS
1% 5ml P/S

steril ansetzen
zwei Wochen bei 4°C stabil

Einfriermedium C6

950ul  C6-Medium

5% 50ul  DMSO
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pro Aliquot mit 10° Zellen

10x PBS

Hormonlésungen

Mit DMSO zu einer Stammldsung von
0,1M oder 0,01M lésen (je nach
Loslichkeit)

Ausnahme: 0,01M Adiol Stammlésung in
DMSO:EtOH 1:1 angesetzt

1,37M  80g NaCl

27TmM  20g KCI

100mM 17,89 NaHPO,

18mM  2,4g KH,PO4

in 800ml ddH,0 lésen

pH-Wert mit HCI auf 7,4 einstellen
auf 11 mit ddH,0 auffullen und steril
filtrieren

1:10 Verdunnungen in DMSO bis 1nM bei RT lagern

herstellen

Aliquote bei -20°C lagern

Anwendung 1:1.000 der jeweiligen 1x PBS

Stammldsung 100ml  10x PBS
900ml  ddH,0O
bei RT lagern

FACS-Puffer

0,5% 2,59 BSA

2mM 0,405g EDTA 4% PFA

in 500ml DPBS lésen 409 PFA

pH-Wert auf 7,2 einstellen und steril 800ml 1x PBS

filtrieren
bei 4°C lagern

Pl

0,05% 5mg PI
in 10ml DPBS losen
bei 4°C lichtgeschiitzt lagern

auf einem Magnetrihrer auf ca. 60°C
erwarmen

NaOH hinzugeben bis Losung Klar

nach dem Abkihlen Ldsung filtrieren
Aliquote bei -20°C lagern oder bei 4°C fur
bis zu einem Monat

10% Triton

Hoechst

0,1% 10mg Hoechst
in 10ml DMSO lésen
bei -20°C lagern

10ml  Triton
in 90ml ddH,0 I6sen und steril filtrieren
bei RT lagern

Blocking fur IF

Poly-L-Lysin

0,01% 5mg Poly-L-Lysin

in 50ml Aqua Ad Iniectabilia 16sen und
steril filtrieren

bei -20°C lagern

5% 500pul  NGS
0,3%  300ul  10% Triton
9,2ml 1x PBS

Antikorperverdinnung fur IF

3% 300pul  NGS
0,3% 300ul  10% Triton
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9,4ml  1x PBS

BSA-Stammlésung (200mg/ml)

1x TAE-Puffer

2g BSA
in 10ml ddH,0 lésen
Aliquote bei -20°C lagern

100ml  10x TAE-Puffer

900ml  ddH,O

bei RT lagern BSA-L6sung Standardkurve (Img/ml)
Sul BSA-Stammldsung
995ul  Lysepuffer

2% Agarosegel bei -20°C lagern

29 Agarose

100ml  1x TAE-Puffer

in der Mikrowelle erhitzen bis die Agarose
aufgelost ist

Auf ca. 60°C abkuhlen lassen und 5ul
RedSafe hinzugeben

Nach dem Mischen sofort das Gel gielen
und ca. 20min ausharten lassen

Protein-Waschpuffer

0,3M 14,33g  Guanidinium-

Hydrochlorid
mit reinem EtOH auf 500ml auffiillen
bei RT lagern

Proteinlysepuffer

8M 249 Harnstoff

2M 7,69 Thioharnstoff
4% 29 CHAPS
40mM  0,24g Tris

65mM 0,59 DTT

mit ddH,0 auf 50ml auffillen und steril
filtrieren
Aliquote bei -20°C lagern

Bradford-L6sung

20ml  Rotiquant

80ml  ddH,O

Losung mit Papierfilter filtern
bei 4°C eine Woche stabil
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Trenngelpuffer

15M 4541g Tris

in 100ml ddH,0 lésen

pH-Wert mit HCI auf 8,8 einstellen
mit ddH,O auf 250ml auffiillen

bei 4°C lagern

Sammelgelpuffer

1M 30,289 Tris

in 100ml ddH,0 lésen

pH-Wert mit HCI auf 6,8 einstellen
mit ddH,O auf 250ml auffiillen

bei 4°C lagern

10% APS

1g APS
in 10ml ddH0 l6sen
Aliquote bei -20°C lagern

10% SDS

10g SDS
in 100ml ddH,0 l6sen
bei RT lagern

Trenngel fur 2 Gele 1,5mm breit

6,7/ml ddH,O
52ml  Trenngelpuffer
208ul  10% SDS
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8ml Rotiphorese 30 Acrylamidlésung
kurz mit Magnetrihrer rihren

200ul  10% APS

20pl TEMED

mischen und sofort in die Glasform
pipettieren

mit 2ml ddH,0 bedecken

30-60min polymerisieren lassen

Sammelgel fur 2 Gele 1,5mm breit

6,1m| ddeO

2,6ml  Sammelgelpuffer

104pl  10% SDS

1,3ml  Rotiphorese 30 Acrylamidlésung
kurz mit Magnetrihrer rithren

100pl  10% APS

20ul  TEMED

mischen und sofort in die Glasform
pipettieren

Taschenkamm einsetzen
10-40min polymerisieren lassen

200ml  Methanol
mit ddH,0 auf 11 auffillen
bei 4°C lagern

10x TBS

249 Tris

88g NaCl

in 900ml ddH,0 lésen

pH-Wert mit konzentrierter HCI auf 7,6
einstellen

mit ddH,0 auf 11 auffillen und steril
filtrieren

bei RT lagern

1x TBS

100ml 10X TBS
900ml  ddH,O
bei RT lagern

5x Probenpuffer Gelelektrophorese

312,5mM  31,25ul  Sammelgelpuffer
25% 2,5ml Glyzerin

7,5% 750mg  SDS

5% 0,5mi B-ME

0,1% 10mg BPB

mit ddH,O auf 10ml auffillen
Aliquote bei -20°C lagern

Laufpuffer Gelelektrophorese

100ml Rotiphorese 10x SDS Page
900ml ddH,0O
bei RT lagern

Transferpuffer Western Blot

5,89 Tris
2,99 Glycin
0,379  SDS
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1x TBS + 0,3% Tween 20 (TBST)

997ml  1x TBS
3ml Tween 20
bei RT lagern

Blocking fur Membranen

5¢ Magermilchpulver

600ul  Tween 20

mit 1x TBS auf 100ml auffillen

keine Lagerung moglich, immer frisch
herstellen

Antikorperverdinnung Western Blot
fur Cell Signaling Antikorper

5% 0,59 BSA
0,1%  10ul  Tween 20
mit 1x TBS auf 10ml auffillen

Antikorperverdinnung Western Blot
far restliche Antikdrper
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50 500ul NGS
9,5ml  TBST

einstellen

mit ddH,0 auf 11 auffillen und steril
filtrieren

bei 4°C lagern

Stripping Puffer

15g  Glycin

19 SDS

10ml  Tween 20

in 800ml ddH,0 lésen

pH-Wert mit konzentrierter HCI auf 2,2

1x TE-Puffer

10ul  100x TE-Puffer
990ul ddH,O
bei RT lagern
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V.1. Ergdnzende Abbildungen

Erganzende Abbildung 1: Induktion der Differenzierung in C6 Zellen
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Charakterisierung der C6 Zellen. C6 Zellen wurden 48h mit IL-6 behandelt, um die Differenzierung
der C6 Zellen zu induzieren. Die Immunfluoreszenzfirbung von B-Aktin zeigte Kkeine
morphologischen Veranderungen der Zellen zwischen (A) naiven (unbehandelten) Zellen und (B) den
differenzierten Zellen. (C) Western Blot Analyse der Menge an exprimierten GFAP in naiven Zellen,
durch IL-6 gereiften Astrozyten und adulten Rattenhirnlysat als positiv-Kontrolle.
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Erganzende Abbildung 2: Induktion verschiedener Reifegrade in OLN-93 Zellen
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Charakterisierung der OLN-93 Zellen. Um die Eigenschaften zu untersuchen, wurden die Zellen durch
eine 6-tdgige Behandlung (A) mit PDGF wund bFGF in pre-OLs induziert. Die
Immunfluoreszenzfarbung von B-Aktin zeigt einen unreiferen Phénotyp der Zellen mit bipolarer
Morphologie. (B) Durch die Behandlung mit CNTF, Tz und Forskolin wurde die Differenzierung in
reife OLs induziert. Die Immunfluoreszenzfarbung von B-Aktin zeigt einen unreiferen Phénotyp der
Zellen mit bipolarer Morphologie. (C) Western Blot Analyse der Menge an exprimierter CNPase in
pre-OLs, naiven und gereiften OLN-93 Zellen, sowie adulten Rattenhirnlysat als positiv-Kontrolle

Ergéanzende Abbildung 3: Geschlechtsbestimmung der OLN-93 Zellen

OLN-93 C6 %) m f

/_M/_M

4 SRY

Gelelektrophorese der SRY PCR-Produkte fiir die Geschlechtsbestimmung. Abkirzungen:
Wasserkontrolle (@), adulte weibliche Ratte/negativ-Kontrolle (f) und adulte méannliche Ratte/positiv-
Kontrolle (m). OLN-93 Zellen zeigen keine Amplifikation des fur mdannliche Ratten spezifischen
Gens, wobei C6 Zellen als mannlich bestatigt werden konnten durch die Amplifikation von SRY.
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Erganzende Abbildung 4: Einfluss von Hyperoxie und BSO auf OLN-93 Zellen
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FACS-Analyse des Zelltodmarkers Sytox bei der Behandlung von OLN-93 Zellen mit Hyperoxie,
Buthionine-sulfoximin (BSO) oder beidem. Signifikante Unterschiede zu DMSO mit BSO-
behandelten Zellen unter Normoxie sind dargestellt als *** p<0.0001. WeiRe Balken reprasentieren
Normoxie, schwarze Balken Hyperoxie.

Erganzende Abbildung 5: Einfluss von Dauer der Schadigung und Zelldichte auf das
Uberleben
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Die Viabilitat von C6 Zellen bei einer Zelldichte (A) von 15.000 Zellen/well und (B) 40.000 Zellen/
well wurde zu verschiedenen Zeitpunkten unter Hyperoxie mittels MTT-Assays gemessen. Die
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Viabilitdt von OLN-93 Zellen bei einer Zelldichte (C) von 15.000 Zellen/well und (D) 40.000 Zellen/
well wurde ebenfalls zu verschiedenen Zeitpunkten unter Hyperoxie mittels MTT-Assays gemessen.
Signifikante Unterschiede zu DMSO-behandelten Zellen unter Normoxie an den entsprechenden
Zeitpunkten sind dargestellt als * p<0.05 and *** p<0.0001.

Erganzende Abbildung 6: DHEA-vermittelte Reduktion von Apoptose
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(A) Mittels FASC-Analyse wurde die Caspase-3/7-Aktivierung von DHEA- und DMSO-
vorbehandelten C6 und (B) OLN-93 Zellen nach 48h Hyperoxie untersucht. Signifikante Unterschiede
zur Kontrolle (DMSO) sind dargestellt als* p<0.05. Schwarze Balken repréasentieren Hyperoxie. (C)
PDGFRo" Primérzellen wurden 12h mit 100nM DHEA oder DMSO vorbehandelt und dann fiir 12h
der Hyperoxie ausgesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hoechst, Propidiumiodid (PI) und
Annexin V versetzt, um vitale, tote und apoptotische Zellen anzufarben. Der Malstabsbalken
entspricht 100pum.
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Erganzende Abbildung 7: Reprasentative Beispielbilder fur OLN-93 Zellen unter
Behandlung mit Rezeptorantagonisten
Normoxie und DMSO Hyperoxie und DMSO

Hyperoxie und E2

Hyperoxie und G36 Hyperoxie und ICI
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Reprasentative Beispielbilder fir OLN-93 Zellen unter Behandlung mit den verschiedenen
Rezeptorantagonisten. Die OLN-93 Zellen wurden mit Hoechst, Propidiumiodid und Annexin V
versetzt, um vitale, tote und apoptotische Zellen anzufarben. Wahrend die Zellen durch die
Behandlung mit G36 unter Hyperoxie genauso vital aussehen wie unbehandelten Zellen unter
Normoxie, so induzieren ICI und CDX unter Hyperoxie massiven Zelltod. Das Ausmal} an Zelltod ist
dabei groRer als in den allein mit Hyperoxie behandelten Zellen. Der Malstabsbalken entspricht
100pum.

Erganzende Abbildung 8: Darstellung von Signalintensitaten im PathScan am Beispiel
von E2 in C6 Zellen und DHEA in OLN-93 Zellen
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Darstellung von Signalintensititen im PathScan am Beispiel von E2 in C6 Zellen und DHEA in OLN-
93 Zellen. Nach 2h Vorbehandlung mit DMSO, E2, DHEA oder E2 mit DHEA
(Kombinationsbehandlung), wurden die Zellen fur 6h und 24h der Hyperoxie ausgesetzt. Als Beispiel
fur die mittleren Signalintensitdten sind (A) DMSO- und E2-behandelten C6 Zellen, sowie (B)
DMSO- und DHEA-behandelte OLN-93 Zellen dargestellt. Signifikante Unterschiede zu DMSO-
behandelten Zellen nach 6h Hyperoxie sind dargestellt als *** p<0.0001; signifikante Unterschiede zu
den mit den Steroidhormon-behandelten Zellen nach 6h Hyperoxie sind dargestellt als ## p<0.001 und
#H# p<0.0001.

140



