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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erregung und Inhibition als Grundlage neuronaler Prozesse

Das menschliche Gehirn ist aus einem komplexen Netzwerk aus Neuronen aufgebaut, deren
Kommunikation die molekulare Grundlage aller neuronalen Prozesse, wie beispielsweise der
Sinneswahrnehmung, dem Lernen und der Geddchtnisbildung bildet (Lovinger 2008, Mayford et al.
2012). Das Grundprinzip dieser neuronalen Kommunikation besteht dabei darin, dass Informationen als
erregende Signale zwischen Neuronen weitergegeben werden, wobei die Art und Auspragung der
Erregung durch die Integration hemmender Signale gesteuert wird (Lovinger 2008). Zu diesem Zweck
stehen erregende und hemmende Neurone im neuronalen Netzwerk auf unterschiedliche Art und Weise

miteinander in Kontakt.

Der Grundaufbau neuronaler Netzwerke aus erregenden und hemmenden Neuronen kann exemplarisch
am Aufbaus des préfrontalen Cortex (PFC) darstellt werden (Abbildung 1). Der préfrontale Cortex,
dessen Funktion unter anderem in der Steuerung des Arbeitsgedéchtnisses, der kognitiven Flexibilitat
und der Entscheidungsfindung besteht, ist aus erregenden Pyramidenneuronen (rot) und hemmenden
Interneuronen (blau) aufgebaut, die sowohl untereinander, als auch miteinander in Kontakt stehen
kénnen. Erregende Signale aus verschiedenen Hirnregionen, wie dem Thalamus, dem Hippocampus
oder der Amygdala, erreichen den PFC iber afferente neuronale Verbindungen, werden innerhalb des
PFC auf komplexe Art und Weise miteinander verrechnet und anschlielend als Ausgangssignal tber
efferente Neurone wieder an andere Hirnbereiche weitergegeben (Ferguson und Gao 2018).

Diese enge und komplexe Kopplung von Erregung und Inhibition bildet die Grundlage der beiden
wichtigsten Eigenschaften neuronaler Netzwerke: Plastizitat und Stabilitat (Schulz 2006). Die neuronale
Plastizitat beschreibt dabei die Eigenschaft des Netzwerkes, die Verbindung zwischen Neuronen
aktivitatsabhéngig zu stirken oder zu schwdachen und so eine gerichtete Informationsubertragung
zwischen Neuronen zu ermdglichen, die die Grundlage neuronaler Prozesse wie beispielsweise Lernen
und Geddachtnisbildung darstellt. Um zu verhindern, dass die stattfindenden aktivitdtsabhéngigen
Umbauprozesse neuronaler Verbindungen in Rahmen der neuronalen Plastizitdt ein Ungleichgewicht
zwischen Erregung und Hemmung auf Ebene des Gesamtnetzwerkes hervorrufen, sind all diese
Prozesse streng reguliert. Dies geschieht durch Mechanismen der neuronalen Homgostase (D’Angelo
2010, Pozo und Goda, 2010, Davis 2013). Homdostatische Prozesse wirken den aktivitatsabhangigen,
plastischen Veranderungen entgegen und verhindern so eine unphysiologische Uber- oder

Untererregung des neuronalen Netzwerkes. Das Zusammenspiel von Plastizitdt und Homdostase
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Einleitung

ermdglicht es, dass zu jedem Zeitpunkt ein funktionelles Gleichgewicht zwischen Erregung und

Hemmung auf Ebene des Gesamtnetzwerkes aufrechterhalten wird.

Layer V| >
Infonmation
Eingang

Information
Ausgang

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines neuronalen Netzwerkes anhand des Aufbaus des préfrontalen Cortex (PFC)

Im préfrontalen Cortex sind die erregenden Pyramidenneurone (rot, ,,Pyr“) auf komplexe Weise mit verschiedenen Subtypen
hemmender Interneurone (blau; Paralvumin-positive Interneurone ,,PV*, Somatostatin-positive Interneurone ,,SST*,
Vasoaktives Intestinalpeptid-positive Interneurone ,,VIP*) verkniipft. Auf diese Weise erfolgt die Verrechnung eingehender
Signale zu einem gerichteten Ausgangssignal. Abbildung modifiziert nach: Ferguson und Gao, 2018.

1.2 Das neuronale Ungleichgewicht als Ursache neurologischer Erkrankungen

Wie wichtig die Aufrechterhaltung eines funktionalen Gleichgewichtes zwischen Erregung und
Hemmung auf Ebene des Gesamtnetzwerkes ist, zeigt sich dadurch, dass Stérungen dieses
Gleichgewichtes schwerwiegende neurologische Erkrankungen zur Folge haben kénnen. Dabei fiihrt
die Verschiebung des Gleichgewichtes sowohl in Richtung einer Uber-, als auch in Richtung einer

Untererregung zur Ausbildung neurologischer Krankheitsbilder.
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Einleitung

Ein typisches Krankheitsbild, welches in Verbindung mit der Verschiebung des neuronalen
Gleichgewichtes hin zu einer Ubererregung steht, stellt Epilepsie dar, eine Erkrankung, die sich vor
allem Uiber das Auftreten von Krampfanfallen, den sogenannten epileptischen Anfallen, definiert (Sirven
2015). Bis heute ist eine Vielzahl von Ursachen bekannt, die eine solche Ubererregung neuronaler
Netzwerke hervorrufen und der Entstehung von Epilepsie zugrunde liegen kdnnen. Neben Hirnlasionen,
Hirntumoren und Infektionserkrankungen stellen in vielen Fallen auch genetische Mutationen die
Ursache fur die Entstehung von Epilepsie dar (van Loo und Becker 2020). Bis heute sind mehr als 977
Genmutationen bekannt, die im Zusammenhang mit Epilepsie stehen. Rund 25% der Mutationen
betreffen Neurotransmitterrezeptoren und lonenkanale und kénnen sowohl einen Funktionsverlust (loss-
of-function mutation) oder einen Funktionszugewinn (gain-of-function mutation) des betroffenen
Rezeptors oder Kanals hervorrufen. Die betroffenen Rezeptoren und Kanale kénnen zudem sowohl an
den Synapsen, als auch auf erregenden Pyramidenzellen und/oder auf hemmenden Interneuronen
lokalisiert sein (Wang et al. 2017, Oyrer et al. 2018). Abbildung 2 stellt einige lonenkanale und
Transmitterrezeptoren dar, deren Mutationen mit einer Entstehung von Epilepsie in Verbindung

gebracht werden.
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Abbildung 2: Ubersicht verschiedener Rezeptor- und lonenkanaluntereinheiten, deren Mutationen mit der Entstehung
von Epilepsie in Verbindung gebracht werden

Viele Mutationen, die mit Epilepsien in Verbindung gebracht werden, betreffen Untereinheiten spannungsabhangiger
lonenkanéle, die sowohl auf erregenden Pyramidenneuronen, als auch auf hemmenden Interneuronen lokalisiert sein kénnen.
Auch Mutationen von Transmitterrezeptoren in den Synapsen zwischen erregenden und hemmenden Neuronen kdnnen
Epilepsien verursachen.

»HCN*: hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel; ,,Cav*: spannungsgesteuerter Calciumkanal,
»Kv*:  spannungsgesteuerter Kaliumkanal ; ,Nav*: spannungsgesteuerter Natriumkanal ; ,,CHRN*: nikotinischer
Acetylcholinrezeptor, ,,GluN*“ : glutamaterger NDMA Rezeptor, ,, GABA*“ : GABA-Rezeptor.

Abbildung modifiziert nach Oyrer et al. 2018

Die unterschiedliche zelluldre Lokalisation und die verschiedenen funktionellen Konsequenzen der
mutierten Rezeptoren und Kandle haben beispielsweise auch zur Folge, dass die Ursache der
Ubererregung auf Ebene des Gesamtnetzwerkes bei einigen Epilepsieformen gar nicht primar auf einer
vermehrten Erregung, sondern vielmehr auf einer verringerten Hemmung beruht. Dies ist zum Beispiel
beim Dravet-Syndrom der Fall. Das Dravet-Syndrom, bei dem es sich um eine schwere Form
frihkindlicher myklonischer Epilepsie handeln, wird in 70-80% der Félle durch eine loss-of-function
Mutation des spannungsabh&ngigen Natriumkanals Nay1.1 hervorgerufen (Le et al. 2017). Da dieser

Natriumkanal vor allem auf inhibitorischen Interneuronen exprimiert wird und deren Erregung
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vermittelt, fihrt der Funktionsverlust dieses Natriumkanals zur Beeintrdchtigung der hemmenden
neuronalen Signaltransmission (Tai et al. 2014). Die dadurch auftretende ,,Disinhibition* des neuronalen

Netzwerkes kann zur Ausbildung epileptischer Anfélle fihren (Oyrer et al. 2018).

Allerdings kann eine Ubererregung nicht nur durch Fehlfunktionen von lonenkanélen oder durch
Beeintréchtigungen der erregenden, glutamatergen oder hemmenden GABAergen Signaltransmission
hervorgerufen werden. Vielmehr kann die Ursache fiir das auftretende Ungleichgewicht bei manchen
Epilepsieformen auch auf einer Fehlfunktion des modulatorisch-wirkenden cholinergen Systems
beruhen. Acetylcholin stellt neben Glutamat den zweihdufigsten erregenden Neurotransmitter im
menschlichen Gehirn dar, vermittelt im Gegensatz zu Glutamat jedoch nicht priméar die erregende
Signalweiterleitung, sondern agiert vielmehr als neuroregulatorischer Transmitter (Picciotto et al. 2012).
So liegen beispielsweise im Cortex ionotrope nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) sowohl
pra- als auch postsynaptisch auf erregenden Pyramidenneuronen und hemmenden Interneuronen vor und
regulieren auf diese Weise sowohl die Freisetzung von Glutamat und GABA, als auch die intrinsische
Erregbarkeit der Neurone (Becchetti et al. 2015, Abbildung 3). Zudem sind cholinerge Rezeptoren auch
auf den afferenten Neuronen subcortikaler Bereiche, wie dem Thalamus, exprimiert, welche sowohl
kortikale Pyramidenzellen, als auch GABAerge Interneurone innervieren (Bechetti et al. 2015,
Abbildung 3). Auf diese Weise reguliert das cholinerge System die erregende und hemmende
Signaltransmission innerhalb des Cortex und moduliert dartiber hinaus auch die eingehende Erregung
aus anderen Hirnbereichen (Becchetti et al. 2015, Villa et al. 2019).
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Abbildung 3: Lokalisation nikotinischer Acetylcholinrezeptoren auf Pyramidenzellen und Interneuronen im Cortex
Ionotrope nikotinische Acetylcholinrezeptoren konnten im Cortex sowohl auf erregenden Pyramidenzellen (rot, ,,Py) als auch
auf hemmenden GABAergen Interneuronen nachgewiesen werden (blau, Paralvumin-positive Interneurone ,PV<,

Somatostatin-positive Interneurone ,,SOM*, Vasoaktives-Intestinalpeptid-positive Interneurone ,,VIP*). Abbildung modifiziert
nach Becchetti et al. 2015.

Aufgrund dieser zentralen regulatorischen Funktion kdnnen Fehlfunktionen des cholinergen Systems
somit ebenfalls eine Ursache fur die Entstehung von Epilepsie darstellen. Eine Epilepsieform, welche
auf einer Beeintrachtigung des cholinergen Systems beruht, stellt die autosomal dominante néchtliche
Frontallappenepilepsie (adnFLE) dar. Hierbei liegt eine gain-of-function Mutation der o2, a4 oder p2-
Untereinheit des nikotinischen Acetylcholinrezeptors vor, was zu einer erhohten Sensitivitat des
Rezeptors gegeniiber Acetylcholin oder zur Verschiebung des Verhéltnisses zwischen niedrig-sensitiven
zu hoch-sensitiven Rezeptoren fiihrt (Oyrer et al. 2018). Dabei konnte unteranderem auch gezeigt
werden, dass Mutationen der a4-Untereinheit nikotinischer AChR nur hemmende, nicht aber erregende,
postsynaptische Potentiale bis zu 20-fach verstarken. Daher stellt die Fehlregulation hemmender
Interneurone auch bei dieser Epilepsieform einen méglichen Mechanismus zur Ausbildung epileptischer
Anfalle dar (Klaassen et al. 2006).

1.3 Die medikamentdse Wiederherstellung des neuronalen Gleichgewichtes

Eine Behandlung der verschiedenen Epilepsieformen erfolgt grundsétzlich mit dem Ziel, das
empfindliche Gleichgewicht zwischen Erregung und Inhibition wiederherzustellen und erfolgt
heutzutage Uberwiegend medikamentts. Zu diesem Zweck gibt es eine Reihe von antiepileptischen
Wirkstoffen (engl. anti-epileptic-drug, AED) auf dem Markt, welche sich grundsatzlich in zwei grolie
Wirkstoffklassen einteilen lassen: Wirkstoffe, welche die Erregung hemmen (z.B. Phenytoin,

Zonisamid, Perampanel etc.) und solche, welche die Hemmung potenzieren (z.B. Benzodiazepine)
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(White et al. 2007, Deshmukh et al. 2011). Phenytoin beispielsweise reduziert die Erregung, in dem es
Natriumkanale hemmt. Benzodiazepine potenzieren die Hemmung, indem sie als allosterische
Modulatoren an ionotrope GABAAa-Rezeptoren binden, wodurch beispielsweise die Bindeaffinitat von
GABA an den Rezeptor verstarkt wird (White et al. 2007, Deshmukh et al. 2011).

Trotz der grofRen Anzahl an verfuigbaren Wirkstoffen ist eine erfolgreiche Therapie jedoch bis heute
nicht immer mdoglich und rund 30% aller Epilepsiepatienten leiden sogar unter sogenannten ,,drug-
resistant“-Epilepsien, also Epilepsieformen, die mit den verflugbaren Wirkstoffen nicht behandelbar
sind (Wahab 2010). Ein Grund dafur liegt naturlich auch in der grofRen Vielfalt mdglicher Ursachen, die
Epilepsien zugrunde liegen kdnnen.

So konnen beispielsweise zur Behandlung des Dravet-Syndroms keine Natriumkanal-Blocker wie
Lamotrigin, Carbamazepin oder Phenytoin verwendet werden, da die Hemmung der Natriumkanéle
zusatzlich zur loss-of-function Mutation des Nay1.1-Kanals zu einer Verschlimmerung der Erkrankung
und Verstarkung der Symptome fiihren wiirde (Oyrer et al. 2018). Ahnliche Probleme konnen auch bei
der Behandlung neonataler Epilepsien mit Benzodiazepinen auftreten. Der Grund daftir liegt darin, dass
der Neurotransmitter GABA in frihen Entwicklungsstadien keine inhibitorische, sondern vielmehr eine
exzitatorische Funktion besitzt. AED’s wie Benzodiazepine wirken antikonvulsiv, indem sie die
Funktion von GABAA Rezeptoren potenzieren und so die Inhibition verstarken. Dies ist allerdings nur
dann der Fall, wenn GABA eine inhibitorische Funktion besitzt. Das ist jedoch in frihen
Entwicklungsstadien nicht gegeben, sodass eine Behandlung neonataler Epilepsien mit
Benzodiazepinen eine Verschlimmerung der Erkrankung hervorrufen kann (Shao et al. 2019). Ein
weiteres Problem bei der medikamenttsen Behandlung von Epilepsie stellt die Tatsache dar, dass fiir
manche Epilepsieformen noch gar keine adéquaten Wirkstoffe vorliegen. So sind bis heute
beispielsweise noch keine Wirkstoffe bekannt, die spezifisch die Signaltransmission an
Acetylcholinrezeptoren beeinflussen und so gezielt zur Behandlung von adnFLE eingesetzt werden
kdnnen (Oyrer et al. 2018).

Erschwert wird die medikamentése Behandlung von Epilepsien zusatzlich durch auftretende
Nebenwirkungen und durch die Entwicklung von Toleranzen gegentiber den verwendeten Wirkstoffen
(Loéscher und Schmidt 2006, Wahab 2010). So ist beispielsweise bekannt, dass die Einnahme eines
Wirkstoffes lber einen langeren Zeitraum zu einem Verlust seiner molekularen Zielstrukturen fiihren
kann, ein Phdnomen, was als pharmakodynamische Toleranz bezeichnet wird (Loscher und Schmidt
2006). Ein Beispiel dafir stellt die Reduktion der Benzodiazepin-Bindestellen an GABAA Rezeptoren
nach langerer Einnahme dieser Wirkstoffe dar (Léscher und Schmidt 2006). Als weitere mogliche
Ursache der Toleranzentwicklung kommen auch homoostatische Prozesse in Frage. Es ist bekannt, dass

die chronische Hemmung der neuronalen Aktivitét — beispielsweise durch den Einsatz antiepileptischer
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Wirkstoffe - eine homdostatische, kompensatorische Zunahme der Erregung hervorrufen kann und so
den Erfolg der medikamentdsen Behandlung aufheben kann (André et al. 2018).

Einen guten Ansatz um moglicherweise viele der genannten Probleme bei der Behandlung von
Erkrankungen wie Epilepsien, die auf einem unbalancierten neuronalen Netzwerk beruhen, zu umgehen,
stellt die Verwendung ,.bimodaler antiepileptischer Wirkstoffe dar. Im Gegensatz zu den bereits
beschriebenen unimodalen Wirkstoffen, welche ,.entweder die Erregung runterregulieren (z.B.
Phenytoin, Lamotrigin, Abbildung 4), ,,oder* die Hemmung verstéirken (z.B. Benzodiazepine, Tiagabin,
Abbildung 4) besitzen bimodale Wirkstoffe die einzigartige Eigenschaft, auf beide Bereiche der
Signaltransmission simultan Einfluss zu nehmen (Shao et al. 2019). Die parallele Beeinflussung von
Erregung und Hemmung ermdglicht es dadurch, die bei Epilepsien auftretende Ubererregung sehr
zuverlassig zu behandeln. Diese dritte AED-Wirkstoffklasse umfasst bis heute nur drei Wirkstoffe:

Felbamat, Valprorat und Topiramat (Abbildung 4).

Drug Sodium Calcium Chan- GABA GABA Syn- | Glutamate Other
Channels nels/Currents Receptors apse Receptors
Older AEDs
Benzodiazepines -t Abuse potential may limit use
Phenytoin FhE
Valproate LA + (Modulates T-type t
Currents)
Newer AEDs
Lamotrigine +H +
Tiagabine +H
Felbamate + e R s Idiosyncratic Toxicity limits use
Topiramate + + + + = tweak carbonic anhydrase
inhibtion

+++ Primary target; ++ Probablc target; + Possiblc target.

Abbildung 4: Ubersicht verschiedener antiepileptische  Wirkstoffe und ihrer  Zielstrukturen und
Wirkungseigenschaften

Abbildung modifiziert nach Louis 2009

1.3.1 Topiramat, ein bimodaler Wirkstoff zur Wiederherstellung des neuronalen
Gleichgewichtes

Vergleicht man die molekularen Wirkungseigenschaften der oben genannten antiepileptischen
Wirkstoffe mit bimodaler Wirkung, so ist zu erkennen, dass Topiramat (Handelsname Topamax, TPM,

Abbildung 5) den Wirkstoff mit dem umfassendsten molekularen Wirkungsspektrum darstellt.
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Abbildung 5: Chemische Strukturformel von Topiramat (TPM)

Bildquelle: Owona et al. 2019

Topiramat kann zur Behandlung einer Vielzahl verschiedener, auch komplexer, Epilepsieformen
angewendet werden und zahlt deshalb zur Klasse der sogenannten Breitspektrum-Antiepileptika. So
kann durch den Einsatz von TPM zur Behandlung von adnFLE beispielsweise bei 25% der Patienten
eine Anfallsfreiheit und bei 62,5% der Patienten eine Reduktion der Anfallshdufigkeit um mehr als 50%
erreicht werden (Ferini-Strambi et al. 2012). Bei der Behandlung von Kindern mit Dravet-Syndrom
konnte eine Anfallsfreiheit in 17% der Falle und eine Reduktion der Anfallshdufigkeit um mehr als 50%
in 78% der Falle beobachtet werden (Kréll-Seger et al. 2006). Dartber hinaus liegen bereits erste
Hinweise darauf vor, dass TPM im ,,0ff-label-use* auch zur Therapie anderer Erkrankungen, wie
beispielsweise Migréne, Ischamie, Alkohol- und Medikamentenmissbrauch, Binge-Eating-Disease und

posttraumatischen Belastungsstorungen eingesetzt werden kann (Shank und Maryanoff 2008).

Topiramat wurde 1993 erstmals als Wirkstoff gegen Diabetes synthetisiert, wenig spater wurde in
Screening-Experimenten gezeigt, dass auch eine antiepileptische Wirkung vorliegt. Uber standardisierte
in vivo-Experimente zur Ermittlung einer antikonvulsiven Wirkung konnte dabei gezeigt werden, dass
TPM sowohl elektrisch-induzierte, als auch chemisch-induzierte Krampfanfélle reduzieren kann (Shank
et al. 1994, Wauquier und Zhou 1996). Zudem konnte gezeigt werden, dass TPM auch das Auftreten
von Krampfanfallen in epileptischen Rattenlinien (spontaneously epileptic rat, SER) hemmt (Nakamura
etal. 1994).

Die Untersuchung der molekularen Grundlagen dieser antikonvulsiven Wirkung von TPM erfolgte in
den darauffolgenden Jahren berwiegend mit Hilfe von elektrophysiologischen Messungen oder
Calcium-Imaging-Experimenten an Hirnschnitten oder an in-vitro Kkultivierten Primdrneuronen aus
Nagern, wie Maus und Ratte. Beide Methoden zahlen zu den Standardmethoden, die zur Aufklarung der
Wirkungseigenschaften neuromodulativer Substanzen angewendet werden. Zur Messung von Neuronen
in préparierten Hirnschnitten wird das Gehirn von zumeist adulten Tieren entnommen und mit Hilfe
eines Vibratoms in sehr diinne Schichten geschnitten, in denen dann einzelne Zellen beispielsweise
mittels der Patch-Clamp-Technik gemessen werden kénnen (Papouin und Haydon 2018). Zur Messung

isolierter, in-vitro kultivierter Primérneurone hingegen wird in der Regel nicht das Gehirn adulter,
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sondern das Gehirn embryonaler oder neonataler Tiere entnommen und die darin vorliegenden Neurone
uber einen enzymatischen Verdau oder die mechanische Zerkleinerung des Gewebes zundchst
vereinzelt. Diese werden dann, zumeist auf einem passenden Né&hrboden, ausgesdt und vor der
Durchfiihrung der Messungen fiir mehrere Tage (days in vitro, DIV) auswachsen gelassen (Beaudoin et
al. 2012). Wéhrend dieser Zeit differenzieren die isolierten Neurone und bilden funktionelle synaptische
Verbindungen untereinander aus, sodass ein funktionelles in-vitro Netzwerk entsteht (Beaudoin et al.
2012).

Durch die Verwendung dieser neuronalen Modellsysteme konnte gezeigt werden, dass TPM eine
Vielzahl verschiedener Neurotransmitterrezeptoren und lonenkandéle beeinflusst (Shank und Maryanoff
2008). So konnte durch die Untersuchung der TPM-Wirkung an praparierten Gehirnschnitten
nachgewiesen werden, dass TPM die Ausbildung des cholinergen Plateaupotenzials hemmt (Palmieri et
al. 2000, Kuzmiski et al. 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass TPM einen stimulierenden Einfluss
auf spannungsabhéngige Kaliumkanale und einen hemmenden Einfluss auf spannungsabhangige
Calcium- und Natrium-Kanale besitzt (Zhang et al. 2000, Herrero et al. 2002, Curia et al. 2004,
Kuzmiski et al. 2005). Der hemmende Einfluss von TPM auf Natriumkanale wurde allerdings nicht nur
an Hirnschnitten, sondern auch an in-vitro kultivierten Primérneuronen nachgewiesen (Zona et al. 1997).
Zudem konnte an den kultivierten DIV-Neuronen gezeigt werden, dass TPM sowohl erregende AMPA-
und Kainat-induzierte Calciumstrome hemmt, als auch hemmende GABA-induzierte Stréme potenziert
(White et al. 1997, Gibbs et al. 2000, White et al. 2000, Angehagen et al. 2004, Poulsen et al. 2004,
Angehagen et al. 2005). Neben der Verwendung solcher murinen neuronalen Zellsysteme wurde die
Wirkung von TPM auf das GABAerge System auch an rekombinant exprimierten GABA-Rezeptoren
auf Xenopus laevis Oocyten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der stimulierende Einfluss
von TPM in Abhéangigkeit vom Aufbau der GABA Rezeptoren steht und nur bei einigen Unterformen
auftritt (Gordey et al. 2000, Simeone et al. 2006).

Trotz dieser umfassenden Untersuchungen zur Aufklarung der durch TPM beeinflussten neuronalen
Systeme ist der genaue Wirkmechanismus, auf dem die Beeinflussung aller genannten Zielstrukturen
durch TPM basiert, bis heute noch immer vollkommen unbekannt. Das ist auch der Grund, weshalb die
Zielstrukturen von TPM in Abbildung 4 auch nur als ,,wahrscheinlich (probable)*“ oder ,,moglich
(possible)“ eingetragen sind (Louis 2009). Im Gegensatz zu den Wirkmechanismen anderer
antiepileptischer Wirkstoffe kommt eine direkte Bindung oder Interaktion von TPM an die genannten
Zielstrukturen als moglicher Wirkmechanismus nicht in Betracht. Das liegt zum einen daran, dass TPM
eine Vielzahl potenzieller Zielstrukturen besitzt und somit universelle Binde- oder
Interaktionseigenschaften aufweisen misste. Zum anderen konnten bisher auch noch keine
Interaktionen oder Bindungen von TPM an die beeinflussten Rezeptoren oder Kanéle experimentell

nachgewiesen werden (Shank und Maryanoff 2008).
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Aus diesem Grund ist es moglich, dass die Wirkung von TPM mdglicherweise nicht primar Gber eine
direkte Interaktion mit Rezeptoren oder Kanélen vermittelt wird, sondern vielmehr auf einer
Beeinflussung von Komponenten zentraler intrazellulérer regulatorischer Signalkaskaden beruht, tiber
die dann die Signaltransmissionen tber alle beschriebenen Rezeptoren und Kanéle moduliert werden.
Erste Hinweise darauf geben beispielsweise Forschungsarbeiten, die zeigen konnten, dass die Wirkung
von TPM mit dem Vorliegen von Proteinphosphorylierungen in Neuronen im Zusammenhang steht
(Angehagen et al. 2004, Angehagen et al. 2005, Curia et al. 2004, Gibbs et al. 2000). Auch ein Einfluss
von TPM auf Proteinacetylierungen konnte bereits nachgewiesen werden (Eyal et al. 2004). Zudem
konnte auch gezeigt werden, dass TPM eine Hemmung von Carboanhydrasen hervorrufen kann, was
moglicherweise auch mit den vielfaltigen Wirkungseigenschaften von TPM in Verbindung stehen kann
(Dodgson et al. 2000, Shank et al. 2005). Trotz dieser ersten vielversprechenden Hinweise darauf, dass
die Wirkung von TPM mdglicherweise mit einer Beeinflussung intrazellulérer Prozesse in Verbindung
steht, wurden diese Ideen bis heute jedoch nicht umfassend weiterverfolgt.

Eine weitere offene Frage in Bezug zum genauen Wirkmechanismus von TPM ist, wie und ob sich das
Zusammenspiel zwischen Erregung und Hemmung in neuronalen Netzwerken mdglicherweise auch auf
die Wirkung von TPM auswirkt. In den bereits genannten bisherigen Forschungsarbeiten wurde die
Wirkung von TPM auf das erregende oder auf das inhibierende System jeweils nur getrennt voneinander
untersucht (Shank und Maryanoff 2008). Allerdings treten Erregung und Hemmung im physiologischen
Umfeld neuronaler Netzwerke niemals getrennt voneinander auf. Erregung und Hemmung sind jederzeit
eng miteinander verknipft und beeinflussen sich gegenseitig (Bhatia at al 2019, He und Cline 2019).
Aus diesem Grund ist es unbedingt notwendig, dieses Zusammenspiel auch bei der Analyse der
Wirkungseigenschaften eines neuromodulativen Wirkstoffes wie TPM zu beriicksichtigen. Da TPM als
bimodaler Wirkstoff sowohl Bereiche der Erregung, als auch der Inhibition beeinflusst, ist es durchaus
mdglich, dass das Zusammenspiel von Erregung und Inhibition seinerseits auch die Wirkung von TPM

beeinflusst.

1.3.2 Die Analyse der TPM-Wirkung auf Einzelzellebene als neue Strategie zur
Aufklarung der Wirkungseigenschaften

Die Aufklarung des genauen Wirkmechanismus von TPM in Bezug auf eine mogliche Beteiligung
intrazellul&rer Signalkaskaden und dem physiologischen Zusammenspiel von Erregung und Hemmung,
stellt dabei eine sehr komplexe Fragestellung dar, deren Beantwortung moéglicherweise durch die bisher

verwendeten neuronalen Modellsysteme zusétzlich erschwert wird.

Wie bereits beschrieben, wurden die meisten in vitro-Untersuchungen zur Wirkung von TPM bisher an

neuronalen Netzwerken oder Netzwerk-ahnlichen Strukturen, wie in-vitro kultivierten Primarneuronen,
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durchgefuhrt (Verstraelen et al. 2014, Verstraelen et al. 2018). Das Vorliegen der gemessenen Zellen in
einem funktionellen Netzwerkverbund bietet dabei nattrlich den Vorteil, dass die Neurone in einem
physiologischen Umfeld gemessen werden konnen, erschwert gleichzeitig allerdings auch die

Interpretation der Ergebnisse.

Das hangt damit zusammen, dass ein Wirkstoff wie TPM in einem Netzwerk grundsatzlich alle
vorliegenden Zelltypen beeinflussen kann. Dabei unterscheiden sich die verschiedenen Zelltypen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Funktionen auch hinsichtlich ihrer Ausstattung mit
Neurotransmitterrezeptoren und lonenkanélen deutlich voneinander (vgl. Abbildung 2). Da gezeigt
werden konnte, dass TPM eine Reihe verschiedener Rezeptoren und Kanéle beeinflussen kann, kann
sich auch die Wirkung von TPM an den unterschiedlichen Zelltypen -abhangig von ihrer jeweiligen
Ausstattung- voneinander unterscheiden. Hinzu kommt, dass nicht immer zweifelsfrei bestimmt werden
kann, ob die nachgewiesene Wirkung von TPM primar durch die Beeinflussung der gemessenen Zelle
selbst oder sekundér durch eine Beeinflussung des Netzwerkes und der benachbarten Zellen zustande
kommt (Abbildung 6). Somit kann sich die Aufklarung des genauen Wirkmechanismus und die
Identifizierung von zentralen intrinsischen Regulationsprozessen, die durch TPM beeinflusst werden, in

Netzwerk-Modellsysteme sehr komplex gestalten.

Abbildung 6: Schematische Darstellung der mdglichen Wirkung von TPM in einem Netzwerkverbund

TPM kann in einem Netzwerk aus unterschiedlichen, erregenden und hemmenden, Zelltypen jede vorliegende Zelle
beeinflussen. Die Wirkung von TPM héngt auch von der jeweiligen Ausstattung der Zelle mit verschiedenen
Neurotransmitterrezeptoren und lonenkanélen ab. ,,Pyr* = Pyramidenzellen, ,,PV* = Paralvumin-positives Interneuron.

Entsprechende Hinweise darauf, dass die Analyse der Wirkungseigenschaften von TPM an
Netzwerkstrukturen tatséchlich sehr komplex sein kann, finden sich bei ndherer Betrachtung bereits in
friheren Forschungsarbeiten. So konnte beispielsweise die Wirkung von TPM auf die Kainat-induzierte

Cobaldaufnahme nur an Neuronen nachgewiesen werden, welche 11 Tage in-vitro kultiviert wurden,
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nicht aber an Neuronen, welche Uber 13 Tage kultiviert wurden (Skradiski und White 2000). Auch die
starke Abhéngigkeit der TPM-Wirkung vom Aufbau der GABA-Rezeptoren, wie sie von Gordey et al.
(2000) und Simeone et al. (2006) nachgewiesen wurde, zeigt, wie sehr die Rezeptor- und

lonenkanalausstattung der Zellen die Wirkung von TPM beeinflussen kann.

Um die genannten Probleme, die bei der Messung von Neuronen in Netzwerkmodellen auftreten
kénnen, zu umgehen und so die Analyse der Wirkungseigenschaften von TPM zu vereinfachen, wird
im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit ein anderer Versuchsansatz gewéhlt: die Untersuchung der
TPM-Wirkung auf Ebene von einzelnen Neuronen. Bereits in vielen Forschungsarbeiten konnte gezeigt
werden, dass einzelne Neurone alle notwendigen physiologischen Eigenschaften aufweisen, um als
Modellsystem fiir neurobiologische Fragestellungen verwendet werden zu kénnen (Cash und Hochberg
2016). Einzelne Neurone kdnnen eine Vielzahl verschiedener Neurotransmitterrezeptoren exprimieren
und sich dabei auch homdostatisch und plastisch an veranderte Erregungszustande anpassen (Marder et
al. 2014).

In dieser Arbeit wird die humane Neuroblastomzelllinie SHSY-5Y als Einzelzell-Modellsystem
verwendet. Diese Zelllinie wird bereits seit langem als Zellsystem zur Untersuchung neurobiologischer
Fragestellungen und Erkrankungen verwendet und weist eine umfangreiche Ausstattung mit Strukturen
aller wichtiger Transmittersysteme und lonenkanéle auf (Agholme et al. 2010, Kovalevich und Langford
2013, Xicoy et al. 2017). Die Verwendung dieser klonalen Zelllinie ermdglicht es, den Einfluss von
TPM auf die Signaltransmission auf Einzelzellebene zu analysieren, ohne den Einfluss eines neuronalen
Netzwerkes berucksichtigen zu missen. So konnen die nachgewiesenen Effekte direkt auf die
Beeinflussung der einzelnen Zelle zuriickgefiihrt werden und so die Grundlage flir spatere, erweiterte
Untersuchungen bilden. Zudem weisen Zellen einer solchen klonalen Zelllinie im Vergleich zu
isolierten Priméarzellen eine eher homogene Rezeptor- und lonenkanalausstattung aus und kénnen Gber
kurze Zeiten kultiviert werden, sodass keine umfassenden physiologischen Unterschiede der Zelle
zwischen den einzelnen Versuchen zu erwarten sind. Daruber hinaus lasst sich mit Hilfe dieses
Einzelzell-Modellsystems auch der Einfluss des Zusammenspiels von Erregung und Hemmung auf die
TPM-Wirkung analysieren. Verschiedene erregende und hemmende Neurotransmitter konnen in
flexiblen Zeitabstdnden zur Stimulation zu den Zellen zugegeben werden. Da die Zellen nicht in einem
Netzwerk vorliegen, lasst sich dabei direkt der Einfluss der erregenden und hemmenden Stimulation auf

das jeweilige einzelne Neuron nachweisen (Abbildung 7).
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Acetylcholin GABA

Abbildung 7: Schematische Darstellung zur Analyse der Wirkungseigenschaften von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale in An- und Abwesenheit von GABA im Einzelzell-Modellsystem

Der Fokus der hier durchgefiihrten Untersuchungen liegt dabei auf der Analyse der Wirkung von TPM
auf das cholinerge System mit Hilfe von Calcium-Imaging Experimenten. Dabei soll die TPM-Wirkung
auf ACh-induzierte Calciumsignale sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit des inhibitorischen
Neurotransmitters GABA ermittelt werden. Obwohl Acetylcholin den zweitwichtigsten erregenden
Neurotransmitter im menschlichen Gehirn darstellt, wurde die Wirkung von TPM auf das cholinerge
System bisher noch kaum untersucht. Bisher konnte nur gezeigt werden, dass TPM das cholinerge
Plateaupotenzial hemmt, ein spezielles Phdnomen, welches auftritt, wenn Neurone in Anwesenheit von
muskarinen Agonisten depolarisiert werden (Kuzmiski et al. 2005, Palmieri et al 2000). Weitere Aspekte
der Wirkung von TPM auf das cholinerge System sind noch unbekannt. Da das cholinerge System in
seiner wichtigen Funktion als Neuromodulator allerdings einen direkten Einfluss auf die erregende und
hemmende Signaltransmission in neuronalen Netzwerken besitzt, kdnnte die Beeinflussung dieses
Systems durch TPM einen zentralen Aspekt der Wirkungseigenschaften von TPM darstellen. Die
Aufklarung des Wirkmechanismus von TPM hinsichtlich des cholinergen Systems kann nicht nur dabei
helfen, bessere Einblicke in die Wirkungsweise von TPM zu erlangen, sondern kann dariiber hinaus
auch zum besseren Verstandnis der intrinsischen Regulation der cholinergen Signaltransmission

beitragen.
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2 Zielsetzung

Der Wirkstoff Topiramat (TPM) wird erfolgreich zur Behandlung unbalancierter neuronalen Netzwerke
eingesetzt und besitzt die besondere Eigenschaft, sowohl die erregende, als auch die hemmende
Signaltransmission zu beeinflussen. Durch die intensive Forschung der letzten Jahre konnten gezeigt
werden, dass TPM die Signaltransmission einer Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren und lonenkanale
beeinflusst. Allerdings ist sowohl der genaue Wirkmechanismus von TPM, als auch der mdgliche
Einfluss des physiologischen Zusammenspiels von Erregung und Hemmung auf die TPM-Wirkung,

noch immer unverstanden.

Da TPM eine Vielzahl verschiedener Signaltransmissionssysteme beeinflusst, ohne dass jemals eine
direkte Interaktion von TPM mit den jeweiligen Zielstrukturen nachgewiesen werden konnten, stellt
eine TPM-induzierte Beeinflussung zentraler, intrinsischer Regulationsprozesse einen potenziellen

molekularen Wirkmechanismus von TPM dar.

Diese Hypothese zum mdéglichen Wirkmechanismus von TPM soll im Rahmen der hier durchgefiihrten
Arbeit hinsichtlich der Wirkung von TPM auf die cholinerge Signaltransmission detailliert untersucht
werden. Um die Analyse und die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse zu vereinfachen, werden die
Untersuchungen dabei nicht, wie in bisherigen Forschungsarbeiten, an Neuronen in einem
Netzwerkverbund, sondern, durch die Verwendung der humanen Neuroblastomzelllinie SHSY-5Y, auf

Ebene von Einzelzellen durchgefihrt.

Da bisher noch keine umfassenden Daten zur Wirkung von TPM auf das cholinerge System vorliegen,
wird zunéchst, mit Hilfe von Calcium-Imaging Experimenten, die Wirkung von TPM auf Acetylcholin-
induzierte Calciumsignale analysiert. Um erstmals auch die Bedeutung des Zusammenspiels von
Erregung und Inhibition fur die Ausbildung TPM-Wirkung genauer zu untersuchen, wird zudem auch
die Wirkung von TPM auf Acetylcholin-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit des inhibitorischen
Neurotransmitters GABA untersucht. Daran anschlieRend werden die durch TPM beeinflussten,
intrinsischen Regulationsprozesse analysiert, die der Wirkung von TPM auf die Acetylcholin-

induzierten Calciumsignale in An- und Abwesenheit von GABA zu Grunde liegen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

(-)-Nikotin

2-Mercaptoethanol
Acetylcholinchlorid

Actinomycin D

all-trans retinoic acid (Retinalséure)
Anisomycin

BCIP

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin Fraktion V)
CaCl; * 2H,0

Chloroform

Cycloheximid

DAPI

DEPC-H,0O

DMSO

Emetin (Hydrochlorid-Hydrat)
Ethanol (70%, 99%)

Ethanol absolut

F-12 (1x) Nutrient Mixture (Ham)
FCS (fetal calf serum)

Fluo-4 AM

Formalin (40%)

Forskolin

GABA (y-Aminobutterséure)
Gentamycin (50 mg/ml)

Glucose

Glycerol

Glycogen

Material und Methoden

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Cayman Chemical, Michigan
Sigma Aldrich, Miinchen
Cayman Chemical, Michigan
AppliChem

Sigma Aldrich, Miinchen
PAA,Osterreich

AppliChem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Cayman Chemical, Michigan
Sigma Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

ZChL, Saarbriicken

Cayman Chemical, Michigan
ZChL, Saarbriicken

Sigma Aldrich, Miinchen

Gibco life science / Thermo fisher scientific,
Schwerte

Gibco / Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Invitrogen / Thermo Fischer Scientific,
Schwerte

ZChL, Saarbriicken

Cayman Chemical, Michigan
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
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HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-
sulfonic acid )
Inauhzin

Isopropanol

KAPA SYBR FAST Universal

KCI (Kaliumchlorid)

KH2PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)
L-Glutamine (200 mM)

MEM (1x) Minimum Essential Medium

MgCl: x 6 H20 (Magnesiumchlorid)
Muskarin-Chlorid

Na;HPO4 x 2H,0 (Dinatriumhydrogenphosphat)
NaCl (Natriumchlorid)

NaOH (Natriumhydroxid)

NB-Medium

NBT

NPP

OligoDT-Primer
Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin-Streptomycin (1%)
Puromycin (Hydrochlorid)
Revert Aid Kit

RP-cAMPs, Triethyl-Ammoniumsalz
SDS

Thapsigargin

Topiramat

Trichostatin A

Tri-Reagent Solution (Trizol)
TRIS-HCI

Triton-X-100

Trypanblau (0,4%)

Trypsin/EDTA (0,05%, 1X)

Material und Methoden

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
ZChL, Saarbriicken
KAPA Biosystems
AppliChem, Darmstadt
Grissing, Filsum

Lonza, Basel

Gibco life science / Thermo fisher scientific,
Schwerte

AppliChem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
ZChL, Saarbriicken
AppliChem, Darmstadt

Gruissing, Filsum

Gibco life science / Thermo fisher scientific,
Schwerte

AppliChem

AppliChem

Jena Bioscience
Sigma-Aldrich, Milinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Cayman Chemical, Michigan
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Biolog, Bremen

Sigma Aldrich, Miinchen
Cayman Chemical, Michigan
Cayman Chemical, Michigan
Cayman Chemical, Michigan
Invitrogen

Sigma Aldrich, Miinchen
udS, ZchL

Sigma Aldrich, Miinchen

Gibco life science / Thermo fisher scientific,
Schwerte
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3.1.2 Puffer und Verbrauchslésungen
1x PBS

1Ix PBST

1x PBST Hochsalz

4% Formalin

5x Probenpuffer

Blot-Puffer

Farbeldsung (Dot-Blot)

Fluo-4 AM

Human-Ringer (1x)

Material und Methoden

2,7 mM KClI

1,8 mM KH,PO,

137 mM NaCl

10,1 mM NazHPO4x 2 H,0O

1x PBS
0,1 % Triton

1 x PBS
0,5 % Triton
0,5 M NaCl

1 x PBS
4 % Formalin

0,2 M Tris-HCI

10 mM 2-Mercaptoethanol
10% SDS

20% Glycerol

0,05% Bromphenolblau

0,25 M Tris-HCI
0,2 M Glycin
20% Methanol
ag.dest

0,1223 uM NBT in RxN
122,53 uM BCIP in DMSO

Stock: 1 mM, 100% DMSO
Arbeitslésung: 2 uM, 0,2 % DMSO

130 mM NaCl

2,4 mM KClI

2,5 mM CaClx2H,0
1.3 mM MgCl,*6H,0
pH 7,4

10 mM Glucose
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Homogenisierungspuffer (ELISA)

Blockpuffer (ELISA)

Farbeldsung (ELISA)

RxN Puffer

Natrium-Citratpuffer

Homogenisierungspuffer (Dot-Blot)

SHSY-5Y Zellkulturmedium

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

10-Well-Silikonkammern
3-Wege Hahn (#2-6351)
Deckglaser (24x24 mm)
Deckglaser (24x60 mm)
Durchfluss-Schlauche, Tygon
Filterpapier, Protran
Nitrozellulosemembran (Amersham Protran 0,45 pum)
Petrischalen

Pipettenspitzen
Reaktionsgefaf (5 ml)
Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2 ml)
Schlauch mit Abstandshalter

Material und Methoden

1 mM EDTA
1x PBS
5 mM Natriumbutyrat

1x PBS
1% BSA

1 mM p-NPP in RxN Puffer

1 mM MgCl; x 6 H20
0,1 M Tris/HCI (pH 8,7)

10 mM Tri-Natriumcitrat x 2H,O
1x PBS

1x PBS
2mM EDTA

1:1F12/MEM

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptamycin
0,5 % GlutaMAX

0,1 % Gentamycin

eigene Herstellung

NeoLab

Paul-Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen
Paul-Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen
Saint-Gobain Performance, Charny, FR
Whatman, Maidstone, GB

GE Healthcare, Chicago, USA

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Wolmirstedt

Sarstedt, Numbrecht

Saint-Gobain Performance, Charny, FR
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serologische Pipetten (5/10/25 ml)

Silikon-Durchflusskammern
Silikonpaste, Korasilon-Paste, hochviskos

Tubes 15 ml, 50 ml

Unterlegscheiben, Plastik, Schwarz
Verbinder beidseitig (#2-1800)
Verbinder Luer L, mannlich (#2-1880)
Verbinder Luer, weiblich (#2-1886)
Zellkulturflaschen (25/75cm?)
Zellkulturplatten (6/12/24/96 Well)

Zellschaber

3.1.4 Antikorper

Material und Methoden

Greiner Bio One / Sarstedt

eigene Herstellung

Kurt Obermeier GmbH,
Bad Berleburg-Raumland

Sarstedt, Nimbrecht,
Baumarkt Saarbriicken
NeolLab

NeolLab

NeoLab

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
VWR, Darmstadt

Antikdrper Wirt Hersteller Verdiinnung

Primére Antikorper

H3K18ac Rabbit Sigma Aldrich, Miinchen 1:1000

(Acetyl-Histone H3 (Lys 18)) (#720095)

H3K9ac Rabbit Sigma Aldrich, Miinchen 1:1000

(Acetyl-Histone H3 (Lys9)) (#SAB4500347)

Anti-Puromycin Mouse EMD Millipore 1: 10000
(#MABE343)

p-Sirtl Rabbit Cell Signaling 1:100
(#2314)

Sekundare Antikorper

Anti-rabbit-1gG — Goat Sigma Aldrich, Miinchen 1:4000

Alkalische Phosphatase (#A3687)

Anti-mouse-1gG — Goat Sigma Aldrich, Minchen 1:4000

Alkalische Phosphatase (#A3562)

Anti-rabbit-19G — Goat Jackson-Immuno Research 1:1000

Cy3 (111-165-144)

3.1.5 Primer

Target Forward Reverse

a3-nAChR

(NM_0007435) TGAAGCCAAAGAGATTCAAGATGA CTGCCCTGACACAAGGAAGT

a4-nAChR

(NM_000744.6) GCTCAGCTCATTGACGTGGA TCAGCATTGTTGTAGAGGACGA
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a5-nAChR
(NM_000745.3)

a7-nAChR
(NM_000746.5)

B2-nAChR
(NM_000748.2)

B4-nAChR
(NM_000750.5)

3.1.6 Gerate

2-Wege-Walzpumpe (ISM849)

CFX Connect Real Time System
Einkanalpipette (10 ul, 100 pl, 1000 ul)
Heizblock

Infinite 200 PRO NanoQuant Microplate
Kamera (Calcium-Imaging, Retiga R1)
Kamera (Immunhistologie, Retiga R6)
Kihlzentrifuge (Centrifuge 5417R)
Lichtquelle Fluoreszenzmikroskop (EL6000)
Mehrkanalpipetten (50 pl, 200 pl)
Mikroskop (Calcium-Imaging, Leica DMIL LED)
Mikroskop (Immunhistologie, Leica DMi8)
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter (inoLab ph730)

Schittler

Sterilbank

Tischzentrifuge (Spectrafuge)

Vortex VX 100

Waage CP3202S und CP225D
Warmeschrank

Warmplatte (RCT basic)

Wasserbad

Zentrifuge (Centrifuge 5804R)

CTTCCCAAACTGCTTTGCATGA

TACCGTCTTCATGCTGCTCG

AACAATGCTGACGGCATGTACG

CATGTACTTTGTGAACCCCGC

Material und Methoden

CAATCTTCAACAACCTCACGGA

TCTGGTCCACTTGGGCATCT

CAAGTCGATCTCTGTGCGGT

CCTCAACGACACTCTGGTCTT

Ismatec, Wertheim

Bio Rad

Brand, Werthein

Abimed, Langenfeld

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Teledyne Technilogies, Kalifornien, USA
Teledyne Technilogies, Kalifornien, USA
Eppendorf, Wolmirstedt

Leica, Wetzlar

Brand, Werthein

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

P. Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
WTW, Weilheim

IKA Labortechnik, Staufen

Nuaire, Plymouth

Labnet, Berlin

Labnet, Berlin

Sartorius, Gottingen

Nuaire, Plymouth

IKA Labortechnik, Staufen
Labnet, Berlin

Eppendorf, Wolmirstedt
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur der humanen Neuroblastomzelllinie SHSY-5Y

Die verwendete Zelllinie SHSY-5Y wurde in 75cm? oder 25cm? Zellkulturflaschen im Inkubator bei
37°C und 5% CO; kultiviert. Das Zellkulturmedium ist ein 1:1 Mix aus F12 und MEM, zu dem 10%
FCS, 1% Penicillin/Streptamycin, 0.5% GlutaMAX und 0.1% Gentamycin zugegeben werden. Bei der
Verwendung der humanen Neuroblastomzelllinie SHSY-5Y ist darauf zu achten, dass alle Losungen,
die in Kontakt mit vitalen Zellen kommen, vor der Verwendung auf 37°C im Wasserbad oder im
Waérmeschrank vorgewarmt werden. Um eine optimale Kultivierung der Zellen zu gewahrleisten, wurde
das Zellkulturmedium alle 2-3 Tage erneuert. Zudem wurde darauf geachtet, dass eine gute
Wachstumsdichte der Zellen vorliegt. Zellen der Zelllinie SHSY-5Y wachsen tiberwiegend adharent am
Boden der Zellkulturflaschen. Da eine zu hohe Zelldichte die Vitalitat der Zellen beeintrachtigt, wurden
die Zellen beim Erreichen eines 80-90% konfluenten Wachstums, also in der Regel ein- bis zweimal die
Woche, ausgediinnt und in frische Zellkulturflaschen umgesetzt (passagiert). Zum Umsetzten wurden
die Zellen zundchst von der Wachstumsflache abgelést. Dazu wurde das Medium von den Zellen
vollstandig abgenommen und durch 2-5 ml Trypsin/EDTA (TE, 0,05%) ersetzt, welches fur 3 Minuten
auf den Zellen im Warmeschrank inkubiert wurde. Trypsin wirkt proteolytisch und EDTA wirkt als
Chelator, was die Adhéasion der Zellen reduziert und zum Abldsen der Zellen von der Wachstumsflache
der Zellkulturflaschen fihrt. Dieser Prozess wurde nach drei Minuten durch Zugabe von Zellkultur-
Medium abgestoppt, um die Zellen nicht zu schadigen. Das im Medium enthaltene Serum hebt die
enzymatische Wirkung von Trypsin dabei auf. Die Mischung aus TE und Zellkulturmedium wurde dann
zur Gewinnung der abgelosten Zellen zunachst 3 Minuten bei 1100*g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgekippt und das Zellpellet zunédchst in 1 ml frischem Zellkulturmedium vollstandig
resuspendiert. Anschlielend wurde die Zelldichte durch Zugabe von weiterem Medium verdinnt. Die
so verdiinnte Zellsuspension wurde dann in frische Zellkulturflaschen, in denen bereits frisches

Zellkulturmedium vorgelegt wurde, Uberfiihrt.

Wenn die Zellen zur Durchfiihrung von Experimenten auf andere Wachstumsflachen, wie Deckgléaser
oder Zellkulturplatten tberfiihrt werden mussten, wurden die Zellen zundchst wie beschrieben aus den
Zellkulturflaschen mittels Trypsin/EDTA abgeldst. Nach der Zentrifugation und Resuspension der
Zellen in frischem Medium wurden dann die Zellzahl der Suspension bestimmt. Dazu wurden 50 ul der
Zellsuspension mit 50 ul Trypanblau 1:1 gemischt. Trypanblau ist ein nicht-membrangéangiger
Farbstoff, welcher nur tote Zellen ohne intakte Zellmembran anfarbt, sodass vitale Zellen nicht angefarbt
werden. Uber diese Farbung kann der Anteil vitaler Zellen in der Suspension bestimmt werden. Von der
Mischung wurden 10 pl auf eine Neubauer-Z&hlkammer gegeben und die Anzahl vitaler Zellen
ausgezéhlt. Danach wurde das entsprechende Volumen der Zellsuspension, welches die bendtigte

Zellzahl enthélt, entnommen und auf die flr die einzelnen Versuche bendtigten Wachstumsflachen
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(Zellkulturplatten, Deckgléser etc.) ausgesat. Der Rest der Zellsuspension konnte dann wieder mit

frischem Medium zuriick in die Zellkulturflasche ausgesat werden.
3.2.1.1 Ausdifferenzierung der humanen Neuroblastomzelllinie SHSY-5Y

Die Ausdifferenzierung der Zellen erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Kovalevich und
Langford, 2013. Zur Ausdifferenzierung wurden Zellen, die nach dem Standart-Protokoll kultiviert
wurden, zunéchst aus den Zellkulturflaschen abgeldst und auf 12-Well Platten (200.000 Zellen/Well)
oder direkt auf Deckgléser (30.000 Zellen/Deckglas) zum Calcium-Imaging ausgesét (Tag 0). Nachdem
die Zellen Uber Nacht in den Zellkulturplatten oder auf den Deckglasern angewachsen sind, wurde das
normale Zellkulturmedium durch 1 ml frisches NB-Medium ersetzt, zu dem 10 uM Retinalséure
zugegeben wurden (Tag 1). Das Medium wurde jedes Mal frisch angesetzt und dunkel aufbewahrt, da
Retinalsaure stark lichtempfindlich ist. An Tag 3 wurde dann ein weiterer Mediumwechsel mit frischem
NB-Medium + 10 uM Retinalsdure durchgefiihrt. An Tag 5 ist die Differenzierung abgeschlossen und
die Zellen kdnnen verwendet werden. Die Zellen, die auf den Deckglasern ausdifferenziert wurden,
wurden zur Durchfiihrung von Calcium-Imaging Experimenten verwendet. Die Zellen, welche in den
12-Well-Zellkulturplatten kultiviert wurden, wurden dazu verwendet, den Proliferationsfaktor
ausdifferenzierter und undifferenzierter Zellen als Nachweis der erfolgreichen Differenzierung zu
bestimmen. Dazu wurden sowohl die ausdifferenzierten, als auch die nicht-differenzierten Zellen mit
Hilfe von Trypsin/ETDA nach dem Standardprotokoll von der Wachstumsflache der 12-Well-Platte
abgeldst und die Zellzahl bestimmt. Da eine erfolgreiche Ausdifferenzierung der Zellen mit einer
Reduktion der Proliferationsfahigkeit einhergeht, wurde der Proliferationsfaktor differenzierter und
nicht-differenzierter Zellen berechnet und statistisch verglichen (Kovalevich und Langford 2013). Der
Proliferationsfaktor errechnet sich aus dem Quotienten der Zellzahl nach flinftdgiger Ausdifferenzierung
zur Zellzahl zu Beginn der Ausdifferenzierung (200.000 Zellen). Es konnte gezeigt werden, dass der
Proliferationsfaktor ausdifferenzierter SHSY-5Y Zellen, also solcher, die mit Retinalséure kultiviert
wurden (,,+RA*) signifikant niedriger ist, als der von undifferenzierten Zellen (Abbildung 8, A). Zudem
wurden von allen Zellen mikroskopische Durchlichtaufnahmen erstellt, um Veranderungen der
Morphologie als weiteren Marker fiir die erfolgreiche Ausdifferenzierung zu dokumentieren. Dabei war
zu erkennen, dass die ausdifferenzierten Zellen (Abbildung 8, B) deutlich langere Zellfortsatze und
einen erkennbar langeren Zellkorper ausgebildet haben, als die undifferenzierten Zellen (Abbildung 8,
C). Zusétzlich zum reduzierten Proliferationsfaktor spricht auch die veranderte Morphologie fiir eine

erfolgreiche Ausdifferenzierung der SHSY-5Y Zellen.
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Proliferationsfaktor

+RA(9 -RA(Q9)

Abbildung 8: Proliferationsfaktor ausdifferenzierter und undifferenzierter SHSY-5Y Zellen (A) und mikroskopische
Aufnahmen (B, C)

A: Nach einer 5-t4gigen Behandlung der SHSY-5Y Zellen mit oder ohne Retinalsdure wurde die Zellzahl ermittelt und der
Proliferationsfaktor berechnet. Anzahl gemessener Proben in Klammern. Statistik: T-Test, zweiseitig, ungepaart. p-Wert : 0,01.
B, C: Durchlichtaufnahmen differenzierter (+RA) und undifferenzierter Zellen (-RA), Belichtungszeit 100ms, 200-fache
VergrolRerung.

3.2.2 Calcium-Imaging Experimente
3.2.2.1 Vorbereitung der Deckglaser zur einmaligen Stimulation der Zellen

Zur Messung des ACh-induzierten Calciumeinstroms wéhrend der einmaliger Stimulation der SHSY -
5Y Zellen wurden die Zellen auf Glasdeckglasern (24x24mm) kultiviert (Abbildung 9). Um eine
abgeschlossene Wachstumsflache fur die Zellen zu bilden, wurde mit hochviskoser Silikonpaste auf
jedes Deckglas ein kleiner schwarzer Plastikring in Form einer kleinen Unterlegscheibe befestigt
(Abbildung 9).

Abbildung 9: Glasdeckglaschen, auf denen die Wachstumsflache der Zellen mit Hilfe eines schwarzen Plastikringes
begrenzt ist

Zur Vorbereitung wurden die Deckglaser und die Plastikringe zunéchst mit 99% Ethanol gesdubert und
entfettet. Nachdem das Ethanol vollstandig getrocknet war, wurde auf einer Seite der Plastikringe eine
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dinne Schicht Silikonpaste aufgebracht und die Ringe dann in der Mitte der Deckglaser befestigt. Die
so vorbereiteten Deckglaser wurden bis zur Verwendung in einer Petrischale im Kihlschrank bei 4°C
aufbewahrt. Bevor auf den vorbereiteten Deckglasern Zellen ausgesat wurden, wurde die bendtigte
Anzahl an Deckglasern aus dem Kiihlschrank entnommen und fiir 15 Minuten im Wé&rmeschrank auf

37°C vorgewdarmt.

Fir die Calcium-Imaging Messungen nach einmaliger Stimulation wurden pro Deckglas 30.000 Zellen
in 35 pl Zellkulturmedium ausgesat. Die Deckglaser mit den ausgesaten Zellen wurden dann in einer
Petrischale Uber Nacht bei 5% CO; und 37°C im Brutschrank kultiviert, sodass die Zellen am Glas
anwachsen konnten. Damit das Zellkulturmedium auf den Deckglésern in dieser Zeit nicht austrocknet,
wurde zur Befeuchtung der Schale ein mit destilliertem Wasser benetztes Papiertuch in die Petrischale

gelegt.

3.2.2.2 Vorbereitung der Durchflusskammern zur Durchfihrung der multiplen Stimulation der
Zellen

Zur Messung des ACh-induzierten Calciumeinstroms wahrend der multiplen Stimulation der SHSY-5Y
Zellen wurden die Zellen in Durchflusskammern kultiviert. Die Durchflusskammern bestehen aus dem
Durchflussaufsatz aus Silikon, der auf ein dinnes, 24x60 mm grofRes Deckglas, welches als
Wachstumsflache fur die Zellen dient, gesetzt wird (Abbildung 10).

Abbildung 10: Ober- und Unterseite der Durchflusskammern

Vor dem Zusammenbau wurde der Aufsatz und das Deckglas zur Reinigung und Entfettung in 99%
EtOH geschwenkt und bis zur vollstdndigen Verdunstung des Alkohols trocknen gelassen. Danach
wurde die Durchflusskammer Uber festes Andriicken auf dem Deckglas befestigt. Die vorbereiten
Durchflusskammern konnten bis zur jeweiligen Verwendung im Kihlschrank bei 4°C gelagert werden.
Vor der Aufbringung der Zellen missen die Kammern bei der Verwendung mit SHSY-5Y Zellen auf

37°C vorgewarmt werden.
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Fir die Calcium-Imaging Experimente wurden 50.000 Zellen in 300 pl Zellkulturmedium ausgesat. Die
Kammern wurden ebenfalls Gber Nacht in einer Petrischale im Wéarmeschrank (5% CO,, 37°C)

aufbewahrt, sodass die Zellen auf den Deckglasern der Durchflusskammern anwachsen konnten.

3.2.2.3 Allgemeiner Versuchsaufbau der Calcium-Imaging Experimente

Nachdem die Zellen (ber Nacht auf den Deckglasern oder in den Durchflusskammern angewachsen
sind, werden sie am ndchsten Tag fur die Calcium-Imaging Experimente verwendet. Die Durchfilhrung
gliedert sich dabei in drei verschiedene Schritte: die Beladung der Zellen mit dem calciumsensitiven
Farbstoff Fluo-4-AM, die intrinsische Aktivierung des Farbstoffes mit paralleler VVorbehandlung der
Zellen mit den verschiedenen Behandlungslésungen und die eigentliche Messung der Calcium-Signale
(Abbildung 11).

Fluo-4-AM

N

[ Zellen ]24h> Zellen 15 min 30 min [ Zellen ]
aussaen beladen messen

Vorbehandlung

Abbildung 11: Schematische Ubersicht {iber die zeitlichen Abldufe der Calcium-Imaging Experimente

Die Beladung der Zellen mit Fluo-4-AM und die Aktivierung des Farbstoffes

Zur Beladung der Zellen mit dem calciumsensitiven Farbstoff Fluo-4-AM wurde zunéchst das
Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen und durch 35 pl (einmalige Stimulation) / 150 pl
(multiple Stimulation) Fluo-4-AM (2 uM, 0,2% DMSQ, in Ringer) ersetzt. Der Farbstoff wurde fur 15
Minuten auf den Zellen inkubiert. Wéhrend dieser Zeit erfolgt die Aufnahme des Farbstoffes in die
Zellen, da Fluo-4-AM aufgrund seiner chemischen Struktur und dem Vorliegen der
Acetoxymethylester-Gruppe (AM) uber die Zellmembran ins Zellinnere diffundieren kann. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Fluo-4-AM Losung von den Zellen abgenommen und durch 35 pl
(einmalige Stimulation) / 150 pl (multiple Stimulation) Ringer ersetzt, welcher fiir weitere 30 Minuten
auf den Zellen inkubiert wird. In diesem Zeitfenster werden die Acetoxymethylester-Gruppe des
Farbstoffes durch intrinsische Esterasen abgespalten, was dazu flhrt, dass der Farbstoff seine
Membranpermeabilitét verliert und somit in den Zellen verbleibt. Bei Versuchen, bei denen die Zellen
fir 30 Minuten vorbehandelt wurden, wurde diese Vorbehandlung in dem 30-minitigen Zeitfenster
wéhrend der intrazelluldren Aktivierung des Farbstoffes durchgefiihrt. Dazu wurden die Fluo-4-AM
Ldsung nach den ersten 15 Minuten dann nicht durch pure Ringerlésung, sondern durch Ringerldsung

mit darin geldsten Wirkstoffen, ersetzt. Nach Durchfiihrung dieses 45-minitigen Protokolls zur
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Beladung der Zellen mit Fluo-4-AM konnte mit der Messung der Calcium-Signale an vorbereiteten
SHSY-5Y Zellen begonnen werden.

3.2.2.4 Messablauf der einmaligen Stimulation der SHSY-5Y Zellen

Die Deckgléaser mit den mit Fluo-4-AM beladenen Zellen wurden am Mikroskop (Leica DMIL LED)
gemessen. Dazu wurden die Deckgléser in eine Plexiglasschale platziert. Die Schale besitzt eine
Offnung auf der Unterseite, sodass das Fluoreszenzlicht ungehindert auf das Deckglas treffen kann. Bei
200-facher VergrofRerung wurde zundchst im Durchlicht ein passender Bildausschnitt gewahlt und
fotografiert (Belichtungszeit 100 ms, 2x2 Binning). Anschliefend wurde von Durchlicht auf
Fluoreszenzlicht mit einer Exzitationswellenlange von 490 nm und einer Emissionswellenlédnge von 520
nm umgestellt und die Messung gestartet. Die Fluoreszenzmessung im stationaren Messsystem besteht
auf einer Videosequenz aus 120 im Abstand von 2 Sekunden aufgenommenen Einzelbildern
(Belichtungszeit 100 ms) und besitzt somit eine Gesamtdauer von 240 Sekunden. Die Zugabe der
Behandlungslésung erfolgte jeweils nach 60 Sekunden, die Stimulation der Zellen mit Acetylcholin
erfolgte nach 120 Sekunden. Alle Applikationen erfolgten Giber die Zugabe von 5 pl der entsprechenden
Behandlungs- oder Stimulationslésung.

3.2.2.5 Technischer Aufbau des Durchflusssystems zur multiplen Stimulation

Das Durchflusssystem ist so aufgebaut, dass ein Pumpensystem wahrend der Messung und der
Aufnahme der Bildsequenzen kontinuierlich frische Losungen tber die Zellen spilt. Dazu werden die
Zellen in Durchflusskammern ausgesét, die so aufgebaut sind, dass Anschliisse von Zu- und Ablauf auf
gegeniberliegenden Enden einer nach oben offenen Spilrinne liegen (Abbildung 10, Abbildung 12).
Das Deckglas, auf dem die Zellen angewachsen sind, begrenzt die Kammer nach unten hin. Durch dieses
Deckglas kann das Fluoreszenzlicht des verwendeten inversen Mikroskops von unten direkt auf die
Zellen fallen; durch die nach oben offene Spilrinne kénnen die Zellen zudem auch im Durchlicht
betrachtet werden. Die Lésung, die die Zellen Oberspilt, wird auf der einen Seite in die Kammer
hineingepumpt, berspllt die auf dem Deckglas angewachsenen Zellen, und wird auf der
gegenuberliegenden Seite wieder abgesaugt. Die Durchflussgeschwindigkeit des Systems liegt bei 6
ml/min. Zu- und Ablaufschlduche sind gegenlaufig in die Umwalzpumpe eingespannt, sodass bei
gleicher Drehrichtung der Walze ein paralleles Pumpen und Absaugen mdéglich ist. Durch diesen Aufbau
wird ein kontinuierlicher Durchfluss auf den Zellen gewahrleistet, sodass zu jeder Zeit die gleiche

Flissigkeitsmenge durch die Kammer transportiert wird.

Durch eine Mehrwege-Magnetventilinsel ist es mdglich, mehrere unterschiedliche Losungen an dieses
Pumpsystem anzuschlieBen (Abbildung 12). Die Steuerung der Magnetinsel geschieht elektronisch tiber
ein Schaltelement mit einzelnen Knopfen. Grundsétzlich sind zwei Flissigkeitsreservoirs voneinander

zu unterscheiden: die Spullésung (Reservoir 1) und die Stimulationslésung (Reservoir I1). Das Reservoir
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der Spullosung stellt den Hauptzulauf dar und ist in mit der Magnetinsel so verschaltet, dass ein
dauernder Zustrom aus dieser Losung gewahrleistet ist: wird kein Knopf gedriickt, werden die Zellen
bei laufender Pumpe permanent mit der Spullésung tberspdlt. Durch Einbau eines Dreiwege-Hahns ist
es moglich, zwei verschiedene Spillésungen anzuschlielen (z.B. Kontrolllésung und
Behandlungslésung) und zwischen diesen, durch Drehen des Dreiwege-Hahns, zu wechseln. Die
Stimulationslésungen kénnen tber Knopfdruck zugeschaltet werden. Wird ein Knopf gedriickt, so
schliel3t sich der Hauptzulauf der Spiilldsung und das Ventil der entsprechenden Stimulationslésung
Offnet sich. Die Zellen werden dann fur die Dauer des Knopfdrucks mit der Losung aus dem
Stimulationsreservoir tbersplt. Die Konstruktion der Mehrwegeventilinsel erlaubt den Anschluss von
bis zu drei Stimulationslésungen, die jeweils Uber eigene Knopfe angesteuert werden konnen.

Abbildung 12 fasst den Grundaufbau des Durchflusssystems noch einmal schematisch zusammen.
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n-Wege
A' Magnetventilinsel

Reservoir
I

Reservoir
I

Spullésung Stimulationslésung

S
=\

Durchflusskammer

Umwalzpumpe

| | | |
Spuillésung mit Stimulationslésung Zulauf Pumpe Ablauf Pumpe
3-Wege Ventil (Losung 1, 2, 3)

Abbildung 12: Schematischer (A) und technischer Aufbau (B) des Durchflusssystems mit Markierung aller
Zu- und Ablaufe (B) und Steuerungseinheit der Zulaufe (C)
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Alle verwendeten Losungen werden mit Hilfe eines temperierten Wasserbades wahrend der Messung
auf einer Temperatur von 37°C gehalten, damit die Zellen nicht durch zu geringe Temperaturen
geschadigt werden. Zudem ist bei den Messungen im Durchflusssystem darauf zu achten, dass beim
Ansaugen der Losungen keine Luftblasen entstehen, da diese die Zellen von den Deckglésern abspulen.

3.2.2.6 Messablauf bei der multiplen Stimulation der SHSY-5Y Zellen

Vor der Durchfuhrung der Messung wurde zunéchst das Pumpsystem in Betrieb genommen. Dazu
wurden alle Schlauche zunéchst zu Beginn eines Versuchstages mit sauberem destilliertem Wasser flr
jeweils 5 Minuten gespllt. AnschlieBend wurden die auf 37°C vorgewarmten verwendeten Losungen
bereitgestellt und alle Zulaufschlauche mit den jeweiligen Ldsungen beladen. Sobald die Beladung der
Zellen mit Fluo-4, und die -je nach Versuch- in diesem 45-minitigen Zeitfenster integrierte
Vorbehandlung der Zellen (30 Minuten) mit den unterschiedlichen Wirkstoffen abgeschlossen war,
wurde die Messung der Zellen gestartet. Dazu wurde die Durchflusskammer an das Pumpensystem
angeschlossen und ein geeigneter Bildausschnitt im Durchlicht ausgewahlt. AnschlieBend wurde die
Pumpe gestartet, sodass die Zellen zunéchst mit der jeweiligen Ringerlosung Uberspllt wurden. Durch
das Einschalten des Durchflusses kann es durch die mechanische Stimulation der Zellen zu einem
Abldsen von einigen wenigen Zellen kommen, welche nicht vollstdndig auf der Oberflache des
Deckglases angewachsen oder angehaftet sind. Um Stérungen der Messung durch diese
abschwimmenden Zellen zu vermeiden, wurde vor Beginn der Messung jeweils 5-10 Sekunden
gewartet, bis die nicht haftenden Zellen abgespilt wurden. Anschliefend wurde eine
Durchlichtaufnahme (Belichtungszeit 200 ms, 400-fache VergroRerung) des gewéahlten Bildausschnittes
aufgenommen. Dann wurde das Durchlicht ausgeschaltet, und das Fluoreszenzlicht (Exzitation: 490 nm,
Emission: 520 nm) eingeschaltet. Die Fluoreszenzmessung im Durchfluss-Messsystem besteht aus einer
Videosequenz aus 130 im Abstand von 2 Sekunden aufgenommenen Einzelbildern (Belichtungszeit 200
ms, 400-fache VergréRerung, Binning 2x2) und besitzt somit eine Gesamtdauer von 260 Sekunden. Die
Stimulation der Zellen erfolgte durch den Knopfdruck des elektronischen Schaltelements, was zur
SchlieRung des Zulaufes der Spiillésung und zur Offnung des Zulaufes der Stimulationslésung fiihrt.
Die Zellen wurden in allen durchgefiihrten Experimenten jeweils fiir 4 Sekunden mit den verwendeten
Agonisten stimuliert. Aufgrund des technischen Aufbaus des Systems erreicht die zugeschaltete
Stimulationslésung nach 10 Sekunden die Durchflusskammer, sodass jeweils eine entsprechende
Verzdgerung zwischen dem Zeitpunkt des Knopfdruckes und dem Eintritt der Fliissigkeit in die Kammer
auftritt.

3.2.2.7 Auswertung der Rohdaten mit ImageJ

Die Videosequenz aus den wahrend der Messung aufgenommenen Einzelbildern wurde mit Hilfe der

Software ,,Imagel ausgewertet. Die Stimulation der Zellen mit cholinergen Neurotransmittern oder
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Agonisten flhrt zu einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und dartiber zu einem

Anstieg der Fluoreszenzintensitat der Zellen, welcher durch die Auswertung quantifiziert werden soll.

Um die Anderung der Fluoreszenzintensitit der Zellen bestimmen zu konnen, miissen die Zellen als
ROI’s (region of interest) in ImageJ markiert werden. Von diesen ROI’s ermittelt ImageJ dann den
zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitét als mittlerer Grauwert (mean grey value). Die Markierung
der Zellen als ROI’s wurde automatisiert mit Hilfe des ImageJ-Pluglns ,,GDSC* der Universitit Sussex
durchgefuhrt  (http://www.sussex.ac.uk/gdsc/intranet/microscopy/UserSupport/AnalysisProtocol/imagej/gdsc_plugins/;
zuletzt aufgerufen 13.03.2021). Dazu wurde zunéchst ein Bild aus der Bildsequenz dupliziert und mit Hilfe
eines Unscharfefilters (Gaussian Blur, Radius 2) modifiziert. AnschlieBend wurde das GDSC-Pluglin
mit der ,,Find Foci* Funktion angewendet. Die Plugin-Funktion ,,Find Foci® erkennt vollautomatisch
die lokalen Maxima der Grauwert-Intensitaten im Bildausschnitt und gibt diese als X- und Y-
Koordinaten der genauen Position im Bild aus. Durch verschiedene Voreinstellungen des Programms
war es moglich, die Erkennung der lokalen Grauwert-Maxima so einzustellen, dass die lokalen Maxima
mit einer sehr hohen Zuverléssigkeit das hellste Pixel einer jeden Zelle darstellen (Abbildung 13, A).
Uber ein selbsterstelltes Makro (Anhang, Abbildung A-16) konnten die Koordinaten der lokalen
Maxima aus der Ergebnistabelle des Pluglns erfasst und als Mittelpunkt eines kreisrunden ROI’s mit
einem Durchmesser von 12 Pixel festgelegt werden (Abbildung 13, B). So wurde also der hellste Pixel
jeder Zelle erkannt um den ein ROI mit definiertem Durchmesser gelegt wurde. Dadurch wurde
sichergestellt, dass alle ROT’s die gleiche Grofe besitzen, sodass sich die Berechnung des mittleren
Grauwertes des ROI durch ImageJ immer aus der gleichen Anzahl an Pixeln zusammensetzt. Von jedem
ROI wurde dann der mittlere Grauwert (mean grey value) zu jedem Zeitpunkt der Messung ausgegeben.
Diese Daten konnten zur Auswertung dann in Excel Ubertragen werden.

Abbildung 13: Bildausschnitt mit den markierten lokalen Maxima nach Anwendung der FindFoci-Funktion (A) und
nach Anwendung des ROI-Makros (B)
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3.2.3qRT-PCR
3.2.3.1 RNA-Isolation

Zur Vorbereitung der qRT-PCR wurden einen Tag vorher 500.000 Zellen/Well in einer 6-Well Platte
ausgesat und ber Nacht anwachsen gelassen. Am néchsten Tag wurde das Medium von den Zellen
abgenommen und durch 300 pl Trizol ersetzt. Die Zellen wurden darin eine Minute inkubiert und dann
mit einem Zellschaber von der Wachstumsflache abgekratzt. Die Zellsuspension wurde in 500 pl
Reaktionsgefale, in die 13 Keramikkigelchen vorgelegt waren, Uberfiihrt. Danach erfolgte der
mechanische Zellaufschluss, indem die Reaktionsgefalie mit der Zellsuspension fur 4 Minuten gevortext
wurden. Die Proben wurden danach fir 5 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden 60 pl Chloroform zugegeben und die Proben fiir 15 Sekunden gevortext.
Nachdem die Proben fur weitere 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden, wurden sie bei 4°C
fiir 15 Minuten mit 12.000*g zentrifugiert. Danach wurde die obere, durchsichtige Phase in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Zu den Proben wurden 150 ul Isopropanol und 1 pl Glycogen zugegeben
bevor die Proben (iber Nacht bei -70°C ausfallen gelassen wurden. Am néchsten Tag wurden die Proben
bei 4 °C fiir 10 Minuten mit 12.000*g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
zweimal in 75% Ethanol gewaschen (7 Minuten, 4°C, 7600*g). AnschlieRend wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet an der Raumluft vollstandig getrocknet. Danach wurden das Pellet in 20 pl
DEPC-H.0 resuspendiert und 5 Minuten bei 65°C im Warmeblock erhitzt. Am Nanodrop konnte dann
die RNA-Konzentration gemessen werden, die Proben kdnnen bis zur weiteren Verwendung bei -70°C

gelagert werden.
3.2.3.2 cDNA Synthese

Aus der isolierten RNA wird im nédchsten Schritt cDNA synthetisiert. Dazu werden 2 pg RNA
eingesetzt, zu denen 1 pl 10 uM OligoDT-Primer zugegeben werden. Die Mischung wird auf ein
Gesamtvolumen von 12 pl mit DEPC-H.0 aufgefllt und fur 5 Minuten bei 65°C erhitzt. AnschlieRend
werden 4 ul 5x Reaktionspuffer, 1 pl RiboLock RNAse-Inhibitor, 2 ul 10 mM dNTP Mix, 1 ul Revert-
Aid Reverse Transkriptase (200 U/ul) zugegeben, sodass der Ansatz ein Gesamtvolumen von 20 pl
aufweist. Der Ansatz wird flr eine Stunde auf 42°C erhitzt und danach noch fiir 5 Minuten auf 70°C.

Die synthetisierte cDNA kann dann bei -70°C gelagert werden.
3.2.3.3 Durchfiihrung der gqRT-PCR

Der letzte Schritt des qRT-Assays besteht dann in der Durchfiihrung der mRNA-Quantifizierung. Dazu
werden die cDNA-Proben zunéchst bei Raumtemperatur aufgetaut. In eine 96-Well-PCR-
Mikrotiterplatte werden dann 6,2 pl DEPC-H20 vorgelegt zu denen jeweils 0,4 pl des forward- und
reverse Primers (10 pM) und 2 pl SYBR Green zugegeben werden. AnschlieBend wird 1 pul der cDNA-
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Probe zugegeben und die Proben nach dem folgenden Protokoll im gRT-Cycler vervielféltigt
(Abbildung 14):

1 95°C 15 Min
> 2 05° C 15 Sek
39 3 60°C 20 Sek
4 72°C 20 Sek
5 95 °C 15 Sek
7 Schmelzkurve 5 Sek
60 — 95°C (+0,5 °C Schritte)

Abbildung 14: gRT-Zyklus-Protokoll

3.2.4 ELISA-Assay

Fur diese Versuche wurden SHSY-5Y-Zellen in einer 96-Well Zellkulturplatte mit einer Dichte von
50.000 Zellen/Well ausgeséat und iber Nacht angewachsen gelassen (37°C, 5% CO_). Am néchsten Tag
wurde das Medium der Zellen entfernt und durch die entsprechende Behandlung in Ringerlésung (37°C)
ersetzt. Nach der Behandlung wurden die Zellen zundchst zwei Mal mit Ringerlosung (37°C)
gewaschen. Danach wurden 100 pl/Well eiskaltes 96% EtOH zur Vorfixierung zu den Zellen gegeben.
Dieses wurde nach 5 Minuten wieder entfernt und durch 50 pul 4% Formalin ersetzt. Die Zellen wurden
so fur 15 Minuten fixiert. Das Formalin wurde danach durch zweimaliges waschen mit PBST vollstandig
entfernt und durch 100 pl heiBen Citratpuffer (95°C) ersetzt. Dieser wurde im Warmeschrank flir 15
Minuten bei 90°C zur Demaskierung auf den Zellen inkubiert. Nach kurzem abkiihlen wurde der
Citratpuffer abgenommen und es wurde einmal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen fiir 30
Minuten mit 300 ul Blockpuffer, 0.5% BSA geblockt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 50 pl
des primaren Antikérpers (1:1000) fir eine Stunde. Nach dieser Stunde wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen bevor der sekunddre Antikorper (1:4000, 50 ul) ebenfalls fiir eine Stunde inkubiert
wurde. Nach erneutem dreimaligen waschen mit PBS wurden dann 200 pl NPP-Lésung (7 mg NPP/20
ml RxN Puffer) zugegeben. Die Platte wurde bis zur ausreichenden Farbung (1-24h) im Warmeschrank
bei 37°C inkubiert. Bei der Auswertung wurden jeweils 4 Wells der gleichen Behandlung zu einer Probe
zusammengefasst, die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines T-Tests (zweiseitig, unabhéngig,

Signifikanzniveau p < 0,05)
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3.2.5 Puromycin-Assay
3.2.5.1 Vorbehandlung der Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Translationsaktivitat der SHSY-5Y Zellen mit und ohne Einfluss
von Translationsinhibitoren quantifiziert werden, um die Eignung dieser Inhibitoren nachzuweisen.
Daher wurden die Zellen zundchst mit verschiedenen Translationsinhibitoren fur 30 Minuten
vorbehandelt. Die Zellen wurden einen Tag vor Durchfiihrung des Assays mit einer Zelldichte von
500.000 Zellen/Well in einer 6-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Zu Beginn des Assays wurde das
Medium von den Zellen abgenommen und durch 1 ml der Behandlungsldsung mit verschiedenen
Translationsinhibitoren ersetzt. Die Zellen wurden fur 30 Minuten bei 37 °C mit den Inhibitoren
vorbehandelt. Anschliefend wurde die Behandlungslésung abgenommen und durch 500 pl der
Puromycin-Ldsung (10 pg/ml, Schmidt et al. 2006) ersetzt. Nachdem die Zellen fur 10 Minuten mit
Puromycin inkubiert wurden, wurden die Puromycin-Ldsung abgenommen und die Zellen zweimal mit
3 ml Humanringer gewaschen um alle Puromycin-Reste zu entfernen. AnschlieBend wurden 500 pl
DotBlot-Homogenisierungspuffer zu den Zellen gegeben. Darin wurden die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers von der Wachstumsflache der 6-Well Platte abgekratzt, in ein 1 ml Reaktionsgefaf3
uberfiihrt und fir 3 Minuten 1100*g abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das
Zellpellet in 300 ul DotBlot-Homogenisierungspuffer resuspendiert und die Zellsuspension in ein 500
pl Reaktionsgefal Oberflhrt, in dem 13 Keramikkiigelchen vorgelegt waren. Danach erfolgte der
mechanische Zellaufschluss indem die Reaktionsgefalie mit der Zellsuspension fur 3 Minuten gevortext

wurden.
3.2.5.2 Puromycin-Nachweis per Dot-Blot

Vor der Durchfiihrung des Dot-Blots wurde die Apparatur, wie in der Betriebsanleitung beschrieben,
zusammengebaut. Die Apparatur besteht aus einem unteren und einem oberen Deckel, zwischen die ein
Whatman-Filterpapier und die Nitrozellulosemembran geklemmt werden. Durch die Ldcher in den
Deckeln wird die Probe auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen und per Unterdruck in die Membran
eingesaugt. Bevor die Membran und das Filterpapier in die Apparatur eingelegt werden, werden sie
zunachst mit Blotpuffer befeuchtet. Vor dem Auftrag der Proben wird die Membran einmal mit
Blotpuffer gespiilt und 5 Minuten trockensaugen gelassen. Anschlieend werden die Proben in einer
Verdinnungsreihe (100%, 33%, 11%, 3,6%) aufgetragen, in die Membran einsaugen gelassen und 5
Minuten trockensaugen gelassen. Anschlielend wird nochmals mit Blotpuffer gespilt. Die Membran
kann dann aus der Apparatur entfernt werde. Danach wird die Membran mit 2% BSA geblockt und
anschlielend jeweils fiir eine Stunde mit dem priméren (anti-Puromycin, 1:10000) und sekundéren
Antikorper (anti-Maus alkalische Phosphatase, 1: 4000) inkubiert. Zur Farbung der Membran wurde
eine BCIP-Farbung durchgefiihrt. Dazu wurde 0,1% NBT (Nitroblue-Tetrazolium) in RxN Puffer geldst
und 4% BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat) in 150 pul DMSO. Beide Ldsungen wurden
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gemischt und die Nitrozellulosemembran darin bis zur Entwicklung einer gut sichtbaren Blau-Farbung
im Dunkeln gefarbt. Wenn die Farbung erreicht war, wurde sie abgestoppt, in dem die Membran
zweimal mit normalem Wasser gewaschen wurde. Sobald die Membran getrocknet ist, kann sie zur
Dokumentation fotografiert werden. Von jeder Verdunnungsreihe wurde in Excel die Steigung der
Farbungsintensitat berechnet, welche dann als gemeinsamer Mittelwert pro Behandlungsgruppe
dargestellt wurde.

3.2.6 Histologische Farbungen
3.2.6.1 Durchfiihrung der histologischen Farbung und Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Durchfuhrung der histologischen Farbungen wurden die SHSY-5Y Zellen auf Mikroskopie-
Objekttrager ausgesat. Dazu wurden auf den Objekttragern 12-Well-Silikonkammern aufgebracht, in

deren Vertiefungen die Zellen ausgesat wurden (Abbildung 15).

Abbildung 15: 12-Well-Silikonkammer auf einem Objekttrager

Vor der Verwendung der Objekttrager und der Silikonkammern wurden diese mit 70% Ethanol gereinigt
und zur vollstandigen Verdunstung des Ethanols mindestens eine Stunde trocknen gelassen. Pro
Vertiefung wurden einen Tag vor Durchfiihrung der Experimente 30.000-40.000 Zellen in MEM/F12-
Medium ausgesét und lber Nacht im Warmeschrank bei 37°C, 5% CO2 auswachsen gelassen. Am
néchsten Tag wurde zundchst vor Durchfilhrung des Experimentes die Morphologie und
Wachstumsdichte der Zellen kontrolliert. AnschlieBend wurde das Medium vollstdndig abgenommen
und jeweils durch 100 pl Behandlungsldsung ersetzt, welche fir 30 Minuten im Warmeschrank bei 37°C
auf den Zellen inkubiert wurde. Die Behandlung wurde so durchgefihrt, dass jeweils eine Halfte des
Objekttragers mit der Kontrollldsung, und die andere Hélfte mit der jeweiligen Behandlungslésung
inkubiert wurde. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Behandlungslésung abgenommen und zur
Fixierung der Zellen durch 100 pl PFA ersetzt. Nach 5 Minuten wurde die PFA-LGsung erneut
abgenommen und die Silikonkammer konnte vorsichtig vom Objekttrdger abgezogen werden. Nach der
Fixierung wurden die Objekttrdger mit den Zellen dann in heiBen Natrium-Citratpuffer (90-95°C) fur
10 Minuten demaskiert und im Anschluss daran 20 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen gelassen.
Sobald die Objekttrager abgekihlt waren, wurden sie einmal mit dest. H,O gespult und anschlieRend

mit 500 pl Blockpuffer (5 %) fir 30 Minuten inkubiert. Nachdem die Blocklésung erneut abgenommen
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wurde, wurden die Zellen zunachst fiir 90 Minuten mit dem priméren Antikérper (pSirt-1, 1:100, 500
pl) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Antikoérper von den Zellen abgenommen und
die Objekttrager dreimal fur jeweils zwei Minuten mit 500 pl Hochsalz-PBST gewaschen. Anschlielend
wurden die Zellen lichtgeschitzt fur 30 Minuten mit dem sekunddren, Cy3-gekoppelten Antikorper
(Cy3-anti Rabbit, 1:1000, 500 pl) inkubiert. Nachdem der sekundare Antikorper erneut von den Zellen
abgenommen und verworfen wurde, wurden die Objekttrager zweimal fur je zwei Minuten mit 500 pl
Hochsalz-PBST gewaschen. Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurden die Zellen anschlielend fir
weitere zwei Minuten mit DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol) inkubiert und nach Ablauf der
Inkubationszeit fiir zwei Minuten in H,O gewaschen. Nach Fertigstellung der Farbung wurden die
Objekttrager mit Hilfe von 20-30 pl einer wassrigen Glycerinlosung (Glycerin/H20 1:1) eingedeckt und
Uber Nacht trocknen gelassen. Am néchsten Tag erfolgte die Aufnahme der histologischen Farbung am
Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI8). Von jeder Vertiefung wurden zwei Aufnahmen an
unterschiedlichen Stellen gemacht, davon jeweils eine fiir den Cy3-Kanal und eine fur den DAPI-Kanal.

Die Auswertung der histologischen Farbung erfolgte anschliefend mit Hilfe von ImageJ.
3.2.6.2 Auswertung der Fluoreszenzbilder mit ImageJ

Bei der Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen der histologischen Farbung war es aufgrund der DAPI-
Doppelfarbung maoglich das Cytoplasma und die Zellkerne der Zellen getrennt voneinander
auszuwerten. Vor der Auswertung muss dabei zundchst sichergestellt werden, dass in den
Messeinstellungen von ImageJ (,,set measurement) die Funktionen ,,mean grey value* und ,,Limit to

treshold* aktiv sind.

In einem ersten Schritt wurden in den Cy3-Aufnahmen alle Bereiche mit Zellen (Cytoplasma-ROTI’s,
Abbildung 16, A) und in den DAPI-Aufnahmen alle Bereiche mit gefarbten Zellkernen (Zellkern-ROT’s,
Abbildung 16, B) mit Hilfe eines selbstgestalteten ImageJ Makro (s. Anhang, Abbildung A-17) als
ROI’s markiert.
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Abbildung 16: Bildausschnitt mit den markierten Cytoplasma ROI’s (A) und den markierten Zellkern ROI’s (B)

Zur Auswertung der Zellkern-Bereiche werden dann zundchst die Zellkern-ROI’s auf der Cy3-
Aufnahme dargestellt. Uber die Funktion ,,measure im ROI-Manager wird dann der mittlere Grauwert

(,,mean grey value*) der einzelnen Zellkern-Bereiche berechnet (Abbildung 17, A).

Um die Cytoplasma-Bereiche der Zellen auswerten zu kdnnen, wurden zundchst die Zellkern-Bereiche
aus den Aufnahmen geldscht. Auch dazu wurden die Zellkern-ROT’s auf der Cy3-Aufnahme dargestellt
(Abbildung 17, A). Mit einem selbstgestalteten ImageJ Makro (s. Anhang, Abbildung A-18) wurden
dann alle Zellkern-ROT’s aus der Aufnahme entfernt (Abbildung 17, B). Anschlieend wurden die
Zellkern-ROI’s wieder aus dem ROI-Manager entfernt und die Cytoplasma-ROT’s geladen (Abbildung
17, C). Nun wurde der Treshold-Manager aufgerufen und die untere Grenze des Tresholds auf 1 gesetzt,
allerdings ohne es iiber ,,apply* anzuwenden. Uber die Funktion ,,measure* im ROI-Manager wird dann
der mittlere Grauwert (,,mean grey value®) der Cytoplasma-Bereiche berechnet, allerdings ohne dass die
schwarzen Bereiche der entfernten Zellkerne berlicksichtigt werden. Die geldschten Bereiche besitzen
in den verwendeten 16-bit .tiff Dateien den Wert 0. Da die Funktion ,,Limit to treshold* aktiv ist und
der Treshold vor der Messung auf 1 gesetzt wurde, flieBen diese Nullwerte nicht in die Berechnung des

Mittelwertes ein.
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Abbildung 17: Markierung der Zellkerne (A), entfernen der Zellkerne (B) und Markierung des Cytoplasmas ohne
Einbezug der Zellkerne (Treshold-Minimum = 1)

Auf diese Weise erhélt man von jeder Aufnahme sowohl den mittleren Grauwert der Cytoplasma-
Bereiche, als auch den mittleren Grauwert der Zellkern-Bereiche. Da sehr nah beieinanderliegende
Zellen als gemeinsame Zellflache ausgewertet werden, wird keine Auswertung in Bezug auf die Zellzahl
durchgefuhrt. Zur statistischen Auswertung wurde von jeder Vertiefung jeweils der Mittelwert aller
mittleren Grauwerte der Cytoplasma-Bereiche und der Mittelwert aller Zellkern-Bereiche berechnet.
Dann wurde von diesen Mittelwerten noch die Farbung des Hintergrunds ohne Zellen abgezogen. Dazu
wurden in jeder Aufnahme funf zellfreie Bereiche als ROI markiert (120x120 Pixel) und der Mittelwert
dieser Hintergrund-ROlI‘s jeweils von den Mittelwerten der Zellflache- und Zellkern-ROIS subtrahiert.
AnschlieBend wurde der Quotient (Grauwert Zellkern / Grauwert Cytoplasma = Ratio
Zellkern/Cytoplasma) berechnet. Die durch die VVorbehandlung der Zellen auftretenden Unterschiede
der Ratio-Werte wurden dann mit Hilfe eines T-Tests (zweiseitig, ungepaart, Signifikanzniveau p <
0,05) auf ihre statistische Signifikanz tUberpruft.

Seite | 44



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Die Verwendung der SHSY-5Y Zelllinie zur Analyse Acetylcholin-induzierter
Calciumsignale

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die SHSY-5Y Zelllinie dazu verwendet, die Wirkung von Topiramat
(TPM) auf Acetylcholin (ACh)-induzierte Calciumsignale in An- und Abwesenheit des inhibitorischen
Neurotransmitters GABA zu untersuchen und zu charakterisieren. VVor der Verwendung dieser humanen
Neuroblastomzelllinie muss zundchst sichergestellt werden, dass sich diese Zellen eignen, um die
vorliegende Fragestellung mit Hilfe von Calcium-Imaging-Experimenten zu untersuchen. Eine
Voraussetzung ist dabei das Vorliegen eines funktionellen cholinergen Systems, sodass die Zellen Uber
die Applikation von Neurotransmittern und Agonisten des cholinergen Systems stimuliert werden

kénnen und messbare Stimulations-induzierte Calciumsignale nachweisbar sind.

4.1.1 Die mRNA-Expression nikotinischer Acetylcholinrezeptoren stimmt mit den Daten
aus der Literatur tberein

Eine Voraussetzung zum Vorliegen eines funktionellen cholinergen Systems ist die Expression von
cholinergen Neurotransmitterrezeptoren. Bereits in friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
SHSY-5Y Zellen mRNA‘s verschiedener Untereinheiten neuronaler Acetylcholinrezeptoren
exprimieren (Korecka et al. 2013). Da es sich bei dieser humanen Neuroblastomzelllinie allerdings um
eine immortalisierte Krebszelllinie handelt, besteht immer die Mdglichkeit von Spontanmutationen und
physiologischen Veranderungen tber verschiedenen Chargen der Zellkultur. Um auszuschlie3en, dass
sich die hier verwendeten SHSY-5Y Zellen hinsichtlich ihrer mRNA-Expression von den vorliegenden
Daten aus der Literatur unterscheiden, wurde im Rahmen dieser Arbeit zunédchst die mMRNA-Expression
einiger Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten der verwendeten SHSY-5Y Zellen analysiert und mit den
Literaturwerten abgeglichen. Dabei wurde exemplarisch die mRNA-Expression verschiedener

Untereinheiten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChR) untersucht (Tabelle 1).

Tabelle 1: Relativer mRNA-Gehalt verschiedener nAChR-Untereinheiten als mittlere Zyklusanzahl =+
Standardabweichung der gqRT-PCR (n=5)

Untereinheiten a3 |od | o5 a7 B2 B4
mittlere Zellzykluszahl | 26,45 | - | 28,47 | 28,05 | 30,48 | 29,02
Standardabweichung | 1,91 | - | 1,14 | 2,08 | 2,82 | 2,20

Es konnte gezeigt werden, dass, bis auf die a4-Untereinheit, die mRNA-Expression aller exemplarisch
untersuchten Untereinheiten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren in den verwendeten SHSY-5Y Zellen

nachweisbar ist. Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Expressionsanalysen an SHSY-5Y (berein, bei
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denen ebenfalls eine fehlende MRNA-Expression der a4-Untereinheit nachgewiesen werden konnte
(Korecka et al. 2013). Da sich die hier analysierte  mRNA-Expression der nikotinischen
Acetylcholinrezeptor-Untereinheiten nicht wesentlich von der in der Literatur beschriebenen mRNA-
Expression in SHSY-5Y Zellen unterscheidet, liegen keine Hinweise auf eine mutationsbedingte
Veranderung der mMRNA-Expression in Bezug auf das cholinergen Systems der verwendeten SHSY-5Y

Vor.

4.1.2 TPM beeinflusst ACh-induzierte Calciumsignale in differenzierten und
undifferenzierten SHSY-5Y Zellen

Neben der Expression cholinerger Transmitterrezeptoren konnten verschiedene Arbeiten auch zeigen,
dass SHSY-5Y Zellen durch die Zugabe von Acetylcholin und Nikotin depolarisierbar sind und ein
messbares intrazellulares Calciumsignal nach Stimulation des cholinergen Systems an diesen Zellen
nachweisbar ist (Gould et al. 1992, Ridley et al. 2002). Um zu Uberprifen, ob die im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten SHSY-5Y Zellen ebenfalls tUber die Applikation von Acetylcholin stimulierbar sind,
wurden ACh-induzierten Calciumsignale dieser Zellen mit Hilfe von Calcium-Imaging Experimenten
analysiert. Dazu wurden die Zellen zunéchst mit dem calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4
beladen und anschlieRend die Anderung des Fluoreszenzsignals in Folge einer einmaligen Stimulation

der Zellen mit ACh analysiert.

Neben der Untersuchung, ob die verwendeten Zellen mit ACh stimulierbar sind, wurden im Rahmen
dieses Versuches zudem zwei weitere Fragestellungen untersucht. Zum einen wurde ermittelt, ob TPM
einen Einfluss auf diese ACh-induzierte Calciumsignale an SHSY-5Y Zellen besitzt, indem die ACh-
induzierten Calciumsignale unter Einfluss von 30 uM TPM analysiert wurden. Eine Minute nach Beginn
der Messung wurde 30 uM TPM (Kontrolllésung: 0,06% DMSO) zu den Zellen hinzugegeben, bevor
die Zellen eine weitere Minute spéter tber die Zugabe von 5 UM ACh stimuliert wurden (Abbildung
18). Die TPM-Konzentration orientiert sich an den physiologischen Werten, die im Gehirn von Maus

und Mensch nach Verabreichung von TPM vorliegen (Shank et al. 2000).

Zum anderen wurde ermittelt, ob flr die Versuchsdurchfilhrungen im Rahmen dieser Arbeit eine
Ausdifferenzierung der Zellen notwendig ist. Die Messungen wurden deshalb sowohl an standardméaRig
kultivierten, undifferenzierten SHSY-5Y Zellen, als auch an differenzierten SHSY-5Y Zellen
durchgefuhrt. In der Literatur wird die verwendete SHSY-5Y Zelllinie als Mischkultur aus
morphologisch unterscheidbaren Zell-Phanotypen, Neuroblasten-dhnlichen und Epithel-ahnlichen
Zellen, beschrieben (Kovalevich und Langford 2013). Deshalb ist es méglich, die SHSY-5Y Zellen, vor
einer Verwendung zur Beantwortung neurobiologischer Fragestellungen, mit Hilfe von Retinalséure zu
einem reiferen Neuron-dhnlichen Phdnotyp auszudifferenzieren (Kovalevich und Langford 2013,

verwendetes Protokoll s. Material und Methoden, Kapitel 3.2.1.1). Um zu ermitteln, ob eine solche
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Ausdifferenzierung der SHSY-5Y Zellen auch zur Durchfihrung der hier verwendeten Calcium-
Imaging-Experimente notwendig ist, wurden jeweils die ACh-induzierten Calciumsignale
undifferenzierter und ausdifferenzierter SHSY-5Y Zellen unter Einfluss von 30 uM TPM gemessen und
mit den jeweiligen Kontrollgruppen verglichen (Abbildung 18).

Dargestellt ist jeweils der gemeinsame zeitliche Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitéten der Zellen
einer Behandlungsgruppe als Median der zeitlichen Verlaufe aller Zellen dieser Gruppe. Die relative
Fluoreszenzintensitat einer Zelle zu einem gemessenen Zeitpunkt berechnet sich aus der
Fluoreszenzintensitat des jeweiligen Zeitpunktes, normiert auf die Grundfluoreszenz der Zelle
(Mittelwert der Fluoreszenzintensitaten 0-20 Sekunden).

Um die Wirkung von 30 pM TPM auf die ACh-induzierten Calciumsignale zu ermitteln, wurde die
Reaktionsstarke (max. Ratio) aller Zellen berechnet und mit Hilfe des Mann-Whitney-Rangtests
statistisch mit den gemessenen Reaktionsstarken der jeweiligen Kontrollgruppe verglichen
(Signifikanzniveau p < 0,05). Die Reaktionsstérke einer Zelle errechnet sich dabei aus dem Quotient der
maximalen Fluoreszenzintensitat nach der Stimulation geteilt durch die minimale Fluoreszenzintensitat
vor der Stimulation. Um stimulationsunabhangige Fluoreszenzschwankungen, die durch den
technischen Aufbau hervorgerufen werden, auszuschlielen, wurden nur Zellen ausgewertet, die zu
Beginn der Messung (0-40 Sekunden) Fluoreszenzschwankungen kleiner 2% aufgewiesen haben. Die
Fluoreszenzschwankung wurde als Variationskoeffizient (Standardabweichung/Mittelwert) des
Bereiches zu Beginn der Messung errechnet. Dadurch wurden im Durchschnitt aller durchgefiihrter
Experimente 2,7% (x 2,6) aller Zellen von der Auswertung ausgeschlossen. Die Ergebnisse der

statistischen Auswertung sind unter den zeitlichen Verlaufen der Fluoreszenzintensitaten dargestellt.
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Abbildung 18: 30 pM TPM verstarkt den ACh-induzierten Calciumeinstrom an undifferenzierten (A) und
differenzierten Zellen (B) nach einmaliger Stimulation mit 5 uM ACh

A: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der undifferenzierten Neurone nach Stimulation mit 5 uM ACh.
Dargestellt ist der Median der zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzintensitét aller ausgewerteten Zellen der entsprechenden
Vorbehandlung, Zellzahlen in Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente jeweils n = 10. Zugabe von TPM nach 60
Sekunden, Zugabe von ACh nach 120 Sekunden (Pfeile). Statistische Auswertung der max. Ratio mithilfe des Mann-Whitney-
U-Tests. ,,* sig.“ = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und
Rangstatistik siehe Anhang

B: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der differenzierten Neurone nach Stimulation mit 5 uM ACh.
Dargestellt ist der Median der zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzintensitét aller ausgewerteten Zellen der entsprechenden
Vorbehandlung, Zellzahlen in Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: Kontrolle n = 4, TPM n = 5. Zugabe von TPM
nach 60 Sekunden, Zugabe von ACh nach 120 Sekunden (Pfeile). Statistische Auswertung der max. Ratio mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests. ,,* sig.“ = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive
Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.

Es ist zu erkennen, dass sowohl an undifferenzierten, als auch an ausdifferenzierten SHSY-5Y Zellen
ein ACh-induziertes Calciumsignal nachweisbar ist. Zudem fiihrt die Vorbehandlung der Zellen beider
Gruppen mit 30 UM TPM zu einer signifikanten Verstarkung dieses ACh-induzierten Calciumsignals,
wodurch gezeigt werden konnte, dass TPM ACh-induzierte Calciumsignale an SHSY-5Y Zellen
beeinflusst. Da die Ausdifferenzierung der Zellen im Vorfeld des VVersuches weder die Ausbildung ACh-
induzierter Calciumsignale, noch die Wirkung von TPM auf diese veréndert, ist eine Ausdifferenzierung
der verwendeten SHSY-5Y Zellen zur Vorbereitung der folgenden Calcium-Imaging Experimente nicht

notwendig.
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4.2 Etablierung eines Messsystems zur Analyse von ACh-induzierten

Calciumsignalen unter Bertcksichtigung aktivitatsabhangiger Adaptionen

Nachdem im vorherigen Versuch gezeigt werden konnte, dass TPM einen Einfluss auf ACh-induzierte
Calciumsignale an den verwendeten SHSY-5Y Zellen besitzt, soll diese Wirkung nun im Folgenden

genauer charakterisiert werden.

Um die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale umfassend zu analysieren, ist es wichtig,
zu bertcksichtigen, dass nicht nur der Wirkstoff die Ausbildung von ACh-induzierten Calciumsignalen
beeinflusst, sondern dass auch die Physiologie der untersuchten Neurone selbst einen Einfluss auf die
Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzen kann. Es ist bekannt, dass Neurone
hochdynamischen physiologischen Veranderungen in Abhangigkeit ihrer Aktivitat unterliegen (Davis
2006, Turrigiano 2011). Diese intrinsischen aktivitatsabhdngigen Adaptionen der Neurone stehen in
Wechselwirkung mit der externen Beeinflussung durch einen Wirkstoff wie TPM, wodurch sich beide

Faktoren gegenseitig beeinflussen kénnen.

Um neben der Beeinflussung des ACh-induzierten Calciumeinstroms durch TPM auch den Aspekt
aktivitatsabhéngiger intrinsischer Adaptionen der untersuchten Neurone berilicksichtigen zu kdnnen,
wurde ein Messsystem etabliert, welches durch die Messung der Zellen im Durchfluss und den schnellen
Austausch der Stimulationslésung eine multiple Stimulation der untersuchten Neurone erméglicht. Das
im Rahmen dieser Arbeit angewendete Stimulationsprotokoll bestand dabei aus sechs
aufeinanderfolgenden Stimulationen, wobei fiinf Stimulationen direkt nacheinander im Abstand von 30
Sekunden appliziert wurden. Die sechste Stimulation erfolgt im Abstand von einer Minute zur

vorangegangen Stimulationssequenz (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Beispielverlauf der Fluoreszenzintensitat (mittlerer Grauwert) einer Zelle wahrend der multiplen
Stimulation
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Wie in Abbildung 19 zu erkennen ist, fiihrt die multiple Stimulation der Neurone zu einer zunehmenden
Reduktion der stimulationsinduzierten Calciumsignale wéhrend der funf aufeinanderfolgenden
Stimulationen. Diese Reduktion ist stabil und auch bei der sechsten Stimulation, welche im Abstand von
einer Minute zu den aufeinanderfolgenden Stimulationen appliziert wird, nachweisbar und spricht somit

flir das Eintreten aktivitatsabhangiger adaptiver Prozesse.

Um anhand dieses Stimulationsprotokolls alle verschiedenen Aspekte der Wirkung einer Behandlung
umfassend zu analysieren, wurden sowohl die stimulationsinduzierten Calciumsignale der ersten
Stimulation, als auch die Calciumsignale der letzten Stimulation ausgewertet (Abbildung 19, gelbe
Markierung). Durch die Auswertung der ersten Stimulation kann dabei die Beeinflussung
stimulationsinduzierter Calciumsignale ohne zusétzliche aktivitatsabhéngige physiologische
Adaptionen der Neurone untersucht werden. Die Auswertung der letzten Stimulation hingegen
ermdglicht es, die Beeinflussung stimulationsinduzierter Calciumsignale im Zusammenspiel aus der
Wirkung der untersuchten Behandlung und dem Einfluss aktivitatsabhangiger Adaptionen der Neurone

zu untersuchen.
4.2.1 Auswertung der Ca?*-Signale bei multipler Stimulation

a) Definition des Signal/Rausch-Verhéltnisses

Um die stimulationsinduzierten Calciumsignale zuverlassig analysieren zu kénnen, muss zunachst ein
Grenzwert etabliert werden, anhand dessen sich die Zunahme der Fluoreszenzintensitét in Folge der
applizierten Stimulation (Signal) klar von stimulationsunabhéngigen Hintergrundschwankungen der

Fluoreszenzintensitat (Rauschen) unterscheiden l&sst.

Um stimulationsunabhdngige Schwankungen der Fluoreszenzintensitat (Rauschen) mathematisch
erfassen zu konnen, wurde der Variationskoeffizient (VK=Standardabweichung/Mittelwert) der Zellen
zu Beginn der Messung (0-40 Sekunden), also vor Applikation einer Stimulation, berechnet (Abbildung
20).

Seite | 50



Ergebnisse

Hintergrundrauschen (vk =3%)
500

StabW:+12,8
4% N
2500 2 e
S - MW:463
£ 460
2000 S 450 \_/\/\
= s 440 V
[«5
s 430
3 1500 420 S S
Q) 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
o Zeit (s)
2 1000
E T Ach
=
500
2 10 18 26 34 42 50 58 66
Zeit (s)

Abbildung 20: Berechnung des Variationskoeffizienten vor Zugabe der Stimulation

Dargestellt ist der Bereich zu Beginn der Messung (0-40 Sekunden), in dem bei jeder gemessenen Zelle der
Variationskoeffizient als Quotient aus Standardabweichung/Mittelwert berechnet wurde. Die Werte der Standardabweichung
und des Mittelwertes sind beispielhaft fiir den Verlauf dieser Zelle dargestellt, der Variationskoeffizient dieser Zelle liegt bei
3%.

Dabei wurde ermittelt, dass der Variationskoeffizient zu Beginn der Messung im Durchschnitt aller
durchgefuhrten Versuche bei einem Wert von 0,035 (+ 0,009) bzw. 3,5% (£ 0,09%) liegt (n: 16
Versuche, gesamt 22.765 Zellen). Dies bedeutet, dass vor Zugabe einer Stimulation eine Schwankung
des Fluoreszenzsignals um 3,5% vorliegt. Anhand dieses Wertes wurde festgelegt, dass die Anderung
der Fluoreszenzintensitat wahrend einer Stimulation (50-80 Sekunden) mindestens doppelt so grof3 sein
muss (7%), wie das ermittelte Hintergrundrauschen, damit sie als spezifische stimulationsbedingte

Fluoreszenzanderung interpretiert werden kann.

b) Ermittlung reaktiver und nicht reaktiver Zellen

Anhand des berechneten 7% Grenzwertes wurden zunéchst alle Zellen flir eine weitere Auswertung
ausgeschlossen, deren VK vor der Zugabe einer Stimulation gréfer als 7% ist und die somit bereits vor
Zugabe der Stimulation starke Schwankungen der Fluoreszenz zeigen (Abbildung 21, A). Dies betrifft
im Durchschnitt aller durchgefuihrten Versuche 6,8 % (+ 5%) aller gemessenen Zellen (Gesamtzellzahl:
22.765 Zellen in 16 Versuchen).

Nur Zellen, deren berechneter VK vor Zugabe einer Stimulation weniger als 7% betrug, wurden im
Folgenden weiter ausgewertet (Abbildung 21, B+C). Die ausgewerteten Zellen lassen sich dabei erneut
in zwei Klassen unterteilen: Zellen, bei denen kein messbares Calciumsignal in Folge der Stimulation
nachweisbar ist und die somit nicht auf die Stimulation reagieren (VK im Bereich der Stimulation < 7%,
Abbildung 21, B) und Zellen, die ein solches stimulationsbedingtes Calciumsignal zeigen (VK im

Bereich der Stimulation > 7%, Abbildung 21 C). Aufgrund unterschiedlicher Stimulationen und
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Vorbehandlungen im Rahmen der Arbeit wird die genaue Anzahl an reagierenden und nicht-
reagierenden Zellen und deren statistische Uberprifung per T-Test (zweiseitig, ungepaart,

Signifikanzniveau p < 0,05) bei der Analyse der einzelnen Versuche jeweils nochmal einzeln aufgefihrt.
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Abbildung 21: Schematische Darstellungen der Einteilung der Zellen

Dargestellt ist das Schema zur Einteilung der Zellen in Zellen, welche von der Auswertung ausgeschlossen wurden (ca 7%
aller jemals gemessenen Zellen, ,,nicht ausgewertet, A) und Zellen, die im Folgenden in die Auswertung aufgenommen werden
(,;ausgewertet™). Die Gruppe der ausgewerteten Zellen teilt sich nochmals auf in Zellen, die keine spezifische Reaktion auf die
Stimulation zeigen (,,keine Reaktion®, B) und solche, die eine spezifische Reaktion zeigen (,,Reaktion”, C). Der Zeitpunkt der
Stimulationszugabe ist per Pfeil markiert.

¢) Auswertung und Darstellung der stimulationsinduzierten Calciumsignale

Obwohl es sich bei den verwendeten Zellen um eine klonale Zelllinie handelt, unterscheiden sich die
einzelnen ausgewerteten Zellen zum Teil deutlich im Verlauf ihrer Fluoreszenzintensitaten (Abbildung
22, A+B). Dabei konnen selbst bei benachbarten Zellen der gleichen Messung sowohl klare
Unterschiede in Bezug auf die Grundfluoreszenz, als auch in Bezug auf die maximale

Fluoreszenzintensitat in Folge der Stimulation vorliegen (vgl. Abbildung 22, B).
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Abbildung 22: Bildausschnitt gemessener Zellen (A) und der zeitliche Verlauf ihrer Fluoreszenzintensitaten (B), Zugabe
der Stimulation mit Pfeil markiert

Um die Anderungen der Fluoreszenzintensitat trotz dieser Heterogenitit gemeinsam darstellen und
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden sowohl bei der graphischen Darstellung, als auch bei der
statistischen Auswertung der Ergebnisse nicht die absoluten Grauwerte, sondern die relativen

Fluoreszenzintensitéten verwendet.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde dabei zunédchst von jeder Zelle der zeitliche Verlauf
der relativen Fluoreszenzintensitét dargestellt (Abbildung 23, A und B). Dazu wurden fir jede Zelle die
Fluoreszenzintensitaten zu den Zeitpunkten nach der Stimulation (Abbildung 23, A, gelbe Punkte) auf
die Grundfluoreszenz vor der Stimulation normiert (Abbildung 23, A, ,,GF*) und als zeitlicher Verlauf
dargestellt (Abbildung 23, B). Die einzelnen Verlaufe aller Zellen einer Behandlungsgruppe wurden
dann gemeinsam als Median der Verlaufe der einzelnen Zellen dargestellt.

Um die Beeinflussung der stimulationsinduzierten Calciumsignale nicht nur graphisch darzustellen,
sondern auch statistisch auswerten zu konnen, wurden zwei Parameter etabliert, Uber die sich die
Calciumsignale der Zellen eindeutig definieren: die maximal erreichte Fluoreszenzintensitat als Mal? fur
die Reaktionsstéarke der Zelle und den stimulationsbedingten Anstieg der Fluoreszenzintensitét tiber die
Zeit als Mal} fir die Reaktionsgeschwindigkeit. Zur Berechnung der Reaktionsstarke (max. Ratio)
wurde der Quotient aus maximaler Fluoreszenzintensitdt (Max) der Zelle nach Stimulation im
Verhaltnis zur minimalen Fluoreszenzintensitat vor der Stimulation (Min) berechnet (Abbildung 23, A
+ B). Die Reaktionsgeschwindigkeit einer Zelle berechnet sich aus der relativen maximalen
Fluoreszenzédnderung (max. Ratio) im Verhéltnis zur zeitlichen Differenz zwischen Max und Min
(Abbildung 23, A+B). Beide Parameter wurden fur alle Zellen einer Behandlungsgruppe ermittelt und

statistisch mit Hilfe des Mann-Whitney-U Tests (Rangtest) ausgewertet (Signifikanzniveau p < 0,05).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung des absoluten (A) und relativen (B) Verlaufes der Fluoreszenzintensitat und
der Berechnung der Reaktionsparameter (C)

A: Darstellung eines zeitlichen Verlaufes der Fluoreszeszenintensitt einer Zelle. Markiert sind der Bereich der
Grundfluoreszenz der Zelle (GF), der Punkt der minimalen Fluoreszenzintensitat vor der Stimulation (Min), sowie die
maximale Fluoreszenzintensitat wahrend der Stimulation (Max). Die gelben Punkte stellen die Zeitpunkte nach der Stimulation
dar, die zur Darstellung des Verlaufes der relativen Fluoreszenzintensitét (B) auf den Bereich der Grundfluoreszenz normiert
werden. Die Grundfluoreszenz errechnet sich aus dem Mittelwert der Fluoreszenzintensitaten im Bereich 22-32 Sekunden nach
Beginn der Messung.

B: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitét der Zelle, ermittelt aus der Normierung der Fluoreszenzintensitaten
nach der Stimulation (A, gelbe Punkte) auf die Grundfluoreszenz vor der Stimulation (A, ,,GF*).

C: Mathematische Berechnung der Reaktionsparameter.

Die Werte von Max und Min, die flr die oben beschriebenen Berechnungen benétigt werden, wurden
mit Hilfe von Excel berechnet. Uber die im Programm Excel implementierte Funktion ,,=Max()* wurde
die maximale Fluoreszenzintensitdt nach der Stimulation bestimmt, {iber die Funktion ,,=Vergleich()*

wurde zudem der Zeitpunkt ermittelt werden, an dem dieses Maximum auftritt.

Die Berechnung der minimalen Fluoreszenzintensitat vor der Stimulation hingegen konnte nicht Gber
die Excel-eigene Funktion ,=Min()*“ berechnet werden, da diese Funktion nur die niedrigste

Fluoreszenzintensitat im Zeitfenster vor der Stimulation, nicht aber die Fluoreszenzintensitat direkt zu
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Beginn der Stimulation ausgegeben hétte. Dies hétte die Genauigkeit der Geschwindigkeitsberechnung
sehr beeinflusst. Daher wurde zur Berechnung der minimalen Fluoreszenzintensitat ein anderes
Vorgehen gewahlt. Zunachst wurde von jeder Zelle die durchschnittliche positive Fluoreszenzanderung
berechnet. Dazu wurde rollierend die Fluoreszenzintensitat an jedem Zeitpunkt der Messung von der
Fluoreszenzintensitit des darauffolgenden Zeitpunktes abgezogen (Af = Intensitat Zeitpunkt w1 —
Intensitat Zeitpunkt ¢). Wann immer diese Differenz groRer als 0 — also positiv — ist, bedeutet das, dass
eine Zunahme der Fluoreszenz vorliegt. Aus allen positiven Fluoreszenzédnderungen wurde dann ein
Mittelwert gebildet, um zu bestimmen, welche Fluoreszenzzunahmen die jeweilige Zelle wahrend der
gesamten Messung aufweist. Als Anfangspunkt des Fluoreszenzanstiegs nach der Stimulation der Zelle,
also als Minimum, wurde dann der Zeitpunkt definiert, an dem die Differenz der Fluoreszenzintensitat
zwei aufeinanderfolgender Zeitpunkte (Af) das erste Mal groRer ist das die durchschnittliche positive
Fluoreszenzanderung der jeweiligen Zelle. Uber die Funktion ,,=Vergleich()*“ wurde der Zeitpunkt
ermittelt werden, an dem das Minimum auftritt.

Seite | 55



Ergebnisse

4.3 TPM Dbesitzt eine unterschiedliche Wirkung auf ACh-induzierte
Calciumsignale in An- und Abwesenheit von GABA

Mit Hilfe des etablierten Versuchsaufbaus zur multiplen Stimulation der verwendeten SHSY-5Y Zellen
wurde in den folgenden Experimenten nun die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale
genauer charakterisiert. Dartiber hinaus wurde auch untersucht, ob die Anwesenheit von GABA und die
damit verbundene Aktivierung des GABAergen Systems die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale beeinflusst.

4.3.1 TPM verstarkt und beschleunigt ACh-induzierte Calciumsignale in Abwesenheit
von GABA

In einem ersten Versuch wurde zundchst die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in
Abwesenheit von GABA untersucht. Dazu wurden die mit Fluo-4 beladenen Zellen mit TPM
vorbehandelt und anschlieBend nach dem Standard-Stimulationsprotokoll multiple mit 5 pM ACh
stimuliert.

In Bezug auf die Vorbehandlungsdauer der gemessenen Neurone mit TPM finden sich in friheren
Arbeiten zur Aufklarung des Wirkmechanismus von TPM sehr unterschiedliche und deutlich
voneinander abweichende Angaben. In der lberwiegenden Anzahl der durchgefiihrten Experimente
wurde TPM Uber einen langeren Zeitraum (z.B. 5 Minuten bei Curia et al. 2004; bis zu 50 Minuten bei
Gryder und Rogawski 2003) auf den gemessenen Neuronen vorinkubiert, allerdings wurden auch
Versuche durchgefiuhrt, in denen TPM unmittelbar vor der Stimulation zu den Zellen appliziert wurde
(z.B. Gordey et al. 2000). Da in den meisten Arbeiten keine Erklarung fur die jeweils angewendete
Vorbehandlungsdauer angegeben ist, wurde im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit sowohl eine
kurze Vorbehandlung, als auch eine langere Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen durchgefiihrt. Auf
diese Weise konnte analysiert werden, welchen Einfluss die unterschiedliche VVorbehandlungsdauer auf
die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt und die jeweiligen Wirkungen

konnten miteinander verglichen werden.

Im Versuchsaufbau zur kurzen Vorbehandlung der Zellen mit TPM lag TPM dabei nur wahrend der
Messung und Stimulation der Zellen in der Spiillésung geldst vor (Abbildung 24). Zur Untersuchung
einer langeren VVorbehandlung der Zellen mit TPM wurden die Zellen in einem weiteren Versuch fiir 30
Minuten vor und wahrend der Messung mit TPM inkubiert (Abbildung 25).

Bei beiden Versuchen lag kein signifikanter Unterschied in der Anzahl reagierender Zellen zwischen
der Kontrollbehandlung (0,06% DMSQO) und der Behandlung mit 30 UM TPM vor. Bei der
Untersuchung der schnell eintretenden Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale haben

64% der Zellen der Kontrollgruppe und 70% der Zellen der Behandlungsgruppe eine Reaktion auf die
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Stimulation mit 5 uM ACh gezeigt (T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,32). Bei der Untersuchung der
langsamer eintretenden Wirkung von TPM 30 Minuten vor und wahrend der Messung haben 78% der
Zellen der Kontrollgruppe und 75% der Zellen der Behandlungsgruppe eine Reaktion auf die
Stimulation mit 5 uM ACh gezeigt (T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,66).
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Abbildung 24: Eine kurze Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit TPM hat keinen Einfluss auf die ACh-induzierten
Calciumsignale wéhrend der multiplen Stimulation mit 5 uM ACh

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat wahrend der Messung.
Wahrend der Messung liegt 30 uM TPM (Kontrolle: 0,06% DMSO) in der Spullésung vor. Die Zellen wurden nach dem
Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu den auf der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitdt der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverldufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern, Anzahl unabhé&ngiger Experimente: Kontrolle n = 10; 30 uM TPM n = 9. Statistische Auswertung von max. Ratio
und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,n.s.“ = beide Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant, p-Werte in
Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang
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In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass keine schnell eintretende Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale nachweisbar ist. Das Vorliegen von 30 pM TPM in der Spillésung wéhrend der
Messung  beeinflusst die analysierten  Reaktionsparameter der  Reaktionsstarke  und
Reaktionsgeschwindigkeit also nicht.
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Abbildung 25: Die langere Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit 30 uM TPM fihrt zu einer Verstarkung und
Beschleunigung ACh-induzierter Calciumsignale wahrend der multiplen Stimulation mit 5 uM ACh

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wéhrend der Messung. 30 uM
TPM (Kontrolle: 0,06% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wéhrend der Messung auf den Zellen inkubiert. Wéhrend der
Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu den auf der
X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverlaufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: Kontrolle n=8, 30 uM TPM n=7. Statistische Auswertung von max. Ratio und
Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig” = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, p-Werte in Klammern.
Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.
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In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass durch die langere Vorbehandlung der Zellen 30 Minuten vor und
wahrend der Messung mit 30 pM TPM eine signifikante Zunahme der Reaktionsstarke (max. Ratio)
auftritt. Auch die Geschwindigkeit der Reaktion (Ratio/Zeit) liegt durch die Behandlung der Zellen mit
30 uM TPM erhoht vor. Beide Reaktionsparameter sind sowohl bei der ersten, als auch bei der letzten
Stimulation durch TPM beeinflusst (Abbildung 25, B+C).

Durch diese Versuche konnte erstmals umfassend gezeigt werden, dass TPM auch ACh-induzierte
Calciumsignale beeinflusst. Durch den Vergleich einer kurzen und einer langeren VVorbehandlungsdauer
konnte zudem nachgewiesen werden, dass die TPM-Wirkung erst nach einer l&ngeren VVorbehandlung
nachweisbar ist, was mit den zumeist ebenfalls langeren Vorbehandlungszeiten friherer Arbeiten
Ubereinstimmt und auch einen ersten Hinweis darauf gibt, dass die Wirkung von TPM mdglicherweise
tatséchlich auf einer Modulation intrazelluldrer Signalkaskaden beruht. Zudem konnte gezeigt werden,
dass die Wirkung von TPM nicht Gber sehr lange Zeitrdume bestehen bleibt, da nach einer
Vorbehandlung der Zellen Uber 24 Stunden nur noch eine sehr schwache Wirkung von TPM auf ACh-

induzierte Calciumsignale nachweisbar ist (s. Anhang Abbildung A-1).

4.3.1.1 TPM beeinflusst sowohl das ionotrope, als auch das metabotrope cholinerge
System

Die gemessenen und durch TPM beeinflussten ACh-induzierten Calciumsignale werden durch die
Bindung des Neurotransmitters Acetylcholin an cholinerge Rezeptoren induziert. Dabei liegen zwei
Klassen cholinerger Rezeptoren an Neuronen vor, ionotrope nikotinische Acetylcholinrezeptoren
(nAChR) sowie metabotrope muskarine Acetylcholinrezeptoren (MAChR) (Dajas-Bailador 2002). Die
Aktivierung nikotinischer AChR fiihrt zu einem Einstrom von Calcium durch den Rezeptor, in dessen
Folge auch spannungsabhéngige Calciumkanéle (voltage gated calcium channels, VGCC) aktiviert
werden. Die Aktivierung muskariner AChR hingegen fuhrt zur Aktivierung von G-Protein-gekoppelten
Signalkaskaden und zur Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern, wie dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) (Dajas-Bailador 2002).

Um zu ermitteln, ob die verstarkten und beschleunigten ACh-induzierten Calciumsignale durch TPM
auf einer Beeinflussung ionotroper oder metabotroper AChR beruhen, wurden die SHSY-5Y Zellen im
Folgenden mit spezifischen Agonisten beider Rezeptortypen anstelle von ACh stimuliert. Friihere
Arbeiten zur Charakterisierung des cholinergen Systems an SHSY-5Y Zellen konnten dabei bereits
zeigen, dass diese Zellen mit Nikotin als Agonist nikotinischer AChR stimulierbar sind, dass die
Applikation von Muskarin als Agonist von mAChR allerdings keine Erregung auslost (Gould et al.
1992). Vergleichbare Ergebnisse zur Ausbildung Nikotin- und Muskarin-induzierter Calciumsignale

wurden auch im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit nachgewiesen. Beim Vergleich von Nikotin-
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und Muskarin-induzierten Calciumsignale konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der verwendeten
SHSY-5Y Zellen mit 10 pM Nikotin im Durchschnitt bei rund 45% der gemessenen Zellen (n = 1383
gemessene Zellen) ein als Reaktion definierbares messbares Calciumsignal hervorruft. Die Stimulation
der Zellen mit 50 pM Muskarin hingegen 16st nur bei 2% der gemessenen Zellen (n = 300 gemessene

Zellen) ein als Reaktion definierbares messbares Calciumsignal aus.

Da also keine Muskarin-induzierten Calciumsignale an den verwendeten Zellen nachweisbar sind, kann
keine direkte Analyse der TPM-Wirkung nach Stimulation der Zellen mit diesem Agonisten muskariner
Acetylcholinrezeptoren durchgefuhrt werden. Eine Analyse Nikotin-induzierter Calciumsignale in
Anwesenheit von TPM ist hingegen mdglich und wurde im Folgenden untersucht. Dazu wurden die
Zellen 30 Minuten vor und wahrend der Messung mit TPM vorbehandelt und multiple mit Nikotin
stimuliert (Abbildung 26). Dabei lag dabei kein signifikanter Unterschied im Anteil reagierender Zellen
vor (Kontrolle: 45%, TPM: 39%, T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,30).
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Abbildung 26: TPM verstarkt und beschleunigt auch Nikotin-induzierte Calciumsignale wahrend der multiplen
Stimulation

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wéhrend der Messung. Nach der
Vorbehandlung der Zellen fir 30 Minuten mit 30 uM TPM (Kontrolle: 0,06% DMSO) wurden die Zellen nach dem Standard-
Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu den auf der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitét der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 10 pM
Nikotin, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverldufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: Kontrolle n =9, 30 uM TPM n = 8. Statistische Auswertung von max. Ratio
und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig” = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, ,,n.s.“ = beide
Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe
Anhang.

Es ist zu erkennen, dass unter Einfluss von 30 uM TPM sowohl bei der ersten als auch bei der letzten
Stimulation eine signifikante Verstarkung Nikotin-induzierter Calciumsignale vorliegt. Eine
signifikante Beschleunigung Nikotin-induzierter Calciumsignale (Ratio/Zeit) ist jedoch nur bei der

ersten, nicht aber bei der letzten Stimulation nachweisbar.
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Dieses Ergebnis zeigt, dass TPM neben ACh-induzierten auch Nikotin-induzierte Calciumsignale
verstarkt. Eine Beschleunigung Nikotin-induzierter Calciumsignale beider analysierter Stimulationen
ist jedoch nicht nachweisbar, wodurch sich die Wirkung von TPM auf dieses Reaktionsparameter

zwischen der Acetylcholin- und Nikotin-Stimulation voneinander unterscheidet.

Da durch die Stimulation mit 10 uM Nikotin zudem deutlich weniger Zellen eine messbare Reaktion
zeigen, als nach Stimulation mit 5 uM ACh und die Reaktion der Zellen nach der Stimulation mit
Nikotin auch deutlich schwacher ausfallt, als nach Stimulation mit ACh, muss davon ausgegangen
werden, dass die ACh-induzierten Calciumsignale in den verwendeten SHSY-5Y Zellen nicht alleinig
auf einer Signaltransduktion ber nAChR vermittelt werden. Auch wenn keine direkten Muskarin-
induzierten Calciumsignale messbar sind, sprechen die Unterschiede zwischen Nikotin- und ACh-
induzierten Calciumsignalen und deren Beeinflussung durch TPM daflr, dass das muskarine,
metabotrope System sowohl eine zentrale Rolle sowohl bei der Induktion von Calciumsignalen, als auch

bei der Wirkung von TPM darauf spielt.

Um zu zeigen, dass die metabotrope Signaltransmission tatsachlich eine zentrale Rolle bei der
Vermittlung ACh-induzierter Calciumsignale besitzt, wurden zusatzlich auch die ACh-induzierten
Calciumsignale in Anwesenheit von Thapsigargin ermittelt. Thapsigargin inhibiert SERCA-Pumpen am
ER, welche kontinuierlich Calcium ins ER pumpen und so den Calciumspiegel des ER aufrechterhalten
(Treiman et al. 1998). Die Hemmung der SERCA-Pumpe durch Thapsigargin blockiert dieses Auffiillen
des ER, sodass sich das ER kontinuierlich entleert und als Calciumspeicher nicht mehr zur Verfuigung
steht (Grudt et al. 1996, Treiman et al. 1998), wodurch ACh-induzierte Calciumstréme ohne Beteiligung
der Freisetzung von Calcium aus dem ER analysiert werden kénnen. Dabei konnte gezeigt werden, dass
nur noch bei 7% der gemessenen Zellen (n = 377 gemessene Zellen) eine Reaktion auf die Stimulation
mit ACh nachweisbar ist, wenn die Zellen fur 30 Minuten vor und wéhrend der Messung mit 0,1 uM
Thapsigargin inkubiert werden. Somit sind die ACh-induzierten Calciumsignale stark von der Calcium-

Freisetzung aus dem ER abhéngig.

Im Rahmen dieses Versuches konnte auch gezeigt werden, dass die Wirkung von TPM diese
Abhéngigkeit ACh-induzierter Calciumsignale von der Freisetzung von Calcium aus dem ER
beeinflusst. Werden die Zellen mit 0,1 uM Thapsigargin unter Einfluss von 30 uM TPM fiir 30 Minuten
vor und wahrend der Messung inkubiert, zeigen 24% der Zellen (n = 514 gemessene Zellen) eine
Reaktion auf die Stimulation mit ACh.

Anhand der durchgefuhrten Experimente konnte also gezeigt werden, dass die ACh-induzierten
Calciumsignale in den hier verwendeten SHSY-5Y Zellen sowohl durch nAChR, als auch durch
MAChR vermittelt werden und es konnten klare Hinweise darauf gefunden werden, dass die

Verstarkung und Beschleunigung der ACh-induzierten Calciumsignale durch TPM auf einer
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Modulation ionotroper und metabotroper AChR beruht. Zudem scheint TPM die Abhéngigkeit ACh-

induzierter Calciumsignale von der Calcium-Freisetzung aus dem ER zu modulieren.
4.3.2 TPM hemmt ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit von GABA

Die besondere Wirkungseigenschaft von TPM im Vergleich zu anderen antiepileptischen Wirkstoffen
besteht darin, dass TPM neben der erregenden auch die hemmende Signaltransmission beeinflusst.
Dabei konnten verschiedene Forschungsarbeiten zeigen, dass TPM die GABAerge Signaltransmission
potenzieren kann (White et al. 1997, White et al. 2000, Gordey et al. 2000, Simeone et al. 2006). Ein
weiterer wichtiger Aspekt der TPM-Wirkung hingegen wurde bisher noch nicht genauer untersucht,
namlich ob die Anwesenheit des inhibitorischen Neurotransmitters GABA auch einen Einfluss auf die
Wirkung von TPM besitzt.

Im physiologischen Umfeld eines neuronalen Netzwerkes stehen Erregung und Hemmung zu jeder Zeit
in enger Wechselwirkung zueinander und beeinflussen sich gegenseitig (Bhatia et al. 2019, He und Cline
2019). Aus diesem Grund ist es unbedingt notwendig, diesen Aspekt auch bei der Analyse der
Wirkungseigenschaften von TPM zu beriucksichtigen und die Wirkung von TPM auch im

physiologischen Zusammenspiel zwischen Erregung und Hemmung zu analysieren.

Wie das cholinerge System setzt sich auch das GABAerge System von Neuronen aus ionotropen
GABAA und metabotropen GABAg Rezeptoren zusammen, sodass die Zugabe des Neurotransmitters
GABA sowohl einen Einstrom von Chloridionen durch GABAA Rezeptoren, als durch eine Aktivierung
G-Protein gekoppelter Signalkaskaden nach Aktivierung von GABAg Rezeptoren hervorrufen kann
(Kuriyama et al. 1993). Uber beide Prozesse kann die Anwesenheit von GABA einen starken Einfluss
auf die Physiologie der Neurone nehmen und somit mdglicherweise auch die Wirkung von TPM
beeinflussen. Nachdem in den vorherigen Experimenten eine verstarkende und beschleunigende
Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in Abwesenheit von GABA nachgewiesen und
genauer charakterisiert werden konnte, wird daher nun die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte

Calciumsignale auch in Anwesenheit von GABA untersucht.

Dazu muss zunéchst untersucht werden, welchen Einfluss der inhibitorische Neurotransmitter GABA
alleine auf ACh-induzierte Calciumsignale an den verwendeten SHSY-5Y besitzt. Das Vorliegen des
GABAergen Systems an SHSY-5Y Zellen wurde in friiheren Forschungsarbeiten bisher vor allem tber
den Nachweis der mRNA-Expression verschiedener GABA-Rezeptor Untereinheiten nachgewiesen
(Korecka et al. 2013, Xing et al. 2019). Allerdings unterscheiden sich die Ergebnisse dieser
Expressionsanalysen zum Teil deutlich voneinander. Wéhrend Korecka at al. in ihrer Arbeit aus dem
Jahr 2013 nur die Expression der GABAAa- B3 Untereinheit und der GABAg1 Untereinheit nachweisen
konnten, haben Xing et al. 2019 gezeigt, dass SHSY-5Y Zellen auch die al-, 1-, y1-, 3 und p-

Untereinheiten der GABAAa Rezeptoren, sowie die GABAg2 Untereinheit exprimieren.
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Da sich aufgrund der unterschiedlichen Ergebnissen dieser Expressionsanalysen kein eindeutiger
Ruckschluss uber das Vorliegen eines funktionellen GABAergen System an den verwendeten SHSY -
5Y Zellen ziehen l&sst, wurde der Einfluss von GABA auf ACh-induzierten Calciumsignale im Rahmen
der hier durchgefuihrten Arbeit zunéchst experimentell untersucht. Dazu wurden die Zellen 30 Minuten
vor und wahrend der Messung mit GABA inkubiert und nach dem Standard-Stimulationsprotokoll
multiple mit ACh stimuliert (Abbildung 27). Eine GABA-induzierte Hemmung der Neurone l&sst sich
dabei anhand von Calcium-Imaging Experimenten indirekt tber eine Dampfung ACh-induzierter

Calciumsignale in Anwesenheit von GABA nachweisen (Raccuglia und Mueller 2014).

In diesem Versuch haben 86% der Zellen eine Reaktion auf die Stimulation mit 5 uM ACh gezeigt, bei
den Zellen der Behandlungsgruppe lag der Wert bei 82%, sodass sich in Bezug auf den Anteil
reagierender Zellen zwischen den beiden Behandlungsgruppen kein Unterschied andeutet. Eine
statistische Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl unabhangiger Experimente (n < 5) in

diesem Fall nicht durchgefihrt.
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Abbildung 27: Die Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit GABA hat nur einen schwachen Einfluss auf die ACh-
induzierten Calciumsignale wahrend multipler Stimulation mit 5 uM ACh

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wéahrend der Messung. 50 uM
GABA (Kontrolle: 0,06% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wéhrend der Messung auf den Zellen inkubiert. Wéhrend der
Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu den auf der
X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 pM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverldufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: jeweils n= 4. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe
des Mann-Whitney-U-Tests ,,* sig* = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, ,,n.s.” = beide Gruppen unterscheiden sich
nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang

Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von GABA nur bei der letzten Stimulation eine
Reduktion der Reaktionsstarke (max. Ratio) ACh-induzierter Calciumsignale hervorruft, wobei die
Reaktionsgeschwindigkeit (Ratio/Zeit) unbeeinflusst ist. Bei der ersten Stimulation hingegen liegt
weder eine signifikante Beeinflussung der Reaktionsstarke (max. Ratio), noch der

Reaktionsgeschwindigkeit (Ratio/Zeit) durch die Anwesenheit von GABA vor.
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Nachdem anhand dieses Ergebnisses gezeigt werden konnte, dass die Vorbehandlung der Zellen mit 50
MM GABA selbst keinen starken Einfluss auf die ACh-induzierten Calciumsignale besitzt, wurde nun
in einem weiteren Versuch untersucht, ob die Anwesenheit von GABA einen Einfluss auf die Wirkung
von TPM besitzt. Dazu wurden die SHSY-5Y Zellen 30 Minuten vor und wéhrend der Messung mit
TPM + GABA inkubiert und nach dem Standard-Stimulationsprotokoll multiple mit ACh stimuliert
(Abbildung 28, A). Dabei lag kein signifikanter Unterschied in der Anzahl reagierender Zellen zwischen
der Kontrollbehandlung (0,06% DMSO) und der Vorbehandlung mit 30 pM TPM + 50 uM GABA vor.
In beiden Behandlungsgruppen haben 85% der Zellen eine Reaktion auf die Stimulation mit 5 uM ACh
gezeigt, sodass sich der Anteil reagierender Zellen in beiden Gruppen nicht signifikant voneinander
unterscheidet (T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,91).
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Abbildung 28: In Anwesenheit von GABA ist ein hemmender Einfluss von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale
nachweisbar

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wéhrend der Messung. 30 pM
TPM + 50 uM GABA (Kontrolle: 0,06% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wéhrend der Messung auf den Zellen inkubiert.
Whéhrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu
den auf der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitit der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverldufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: Kontrolle n= 6, 50 uM GABA+30 pM TPM n= 5. Statistische Auswertung
von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig® = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant,
,N.8.“ = beide Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und
Rangstatistik siehe Anhang.

Es ist zu erkennen, dass TPM in Anwesenheit von GABA eine Dampfung ACh-induzierter
Calciumsignale hervorruft. Dabei ist bei beiden analysierten Stimulation eine stabile Reduktion der
Reaktionsstarke (max. Ratio) ohne Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit (Ratio/Zeit)
nachweisbar.
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Anhand dieser Ergebnisse konnte also gezeigt werden, dass sich die Wirkung von TPM auf ACh-
induzierte Calciumsignale in Ab- und Anwesenheit von GABA unterscheidet, obwohl GABA selbst
keinen starken Einfluss auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt. Wahrend die VVorbehandlung der
Zellen mit 30 pM TPM in Abwesenheit von GABA ACh-induzierte Calciumsignale verstarkt und
beschleunigt, liegt in Anwesenheit von GABA ein hemmender Einfluss von TPM auf die

Reaktionsstarke ACh-induzierter Calciumsignale vor.

4.4 ldentifizierung intrazellularer Zielstrukturen mit Bezug zur hemmenden
Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale

Uber die Wirkung von TPM ist bisher bekannt, dass TPM GABA-induzierte Stréme und Chloridsignale
potenzieren kann (White et al. 1997, White et al. 2000, Gordey et al. 2000, Simeone et al. 2006). Das
hier erhaltene Ergebnis, dass sich die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in
Anwesenheit von GABA von einer stimulierenden zu einer hemmenden Wirkung andert, stell somit
einen vollkommen neuen Aspekt der Wirkung von TPM dar, welcher im Folgenden genauer analysiert
wird. Dabei soll vor allem die Grundlage der hemmenden TPM-Wirkung in Anwesenheit von GABA

genauer charakterisiert werden.

Das erhaltene Ergebnis, dass die Anwesenheit von GABA die Wirkung von TPM beeinflusst, l&sst sich
am ehesten damit erklaren, dass GABA mdglicherweise zentrale regulatorische Signalprozesse
moduliert und dadurch die Physiologie der Zellen so beeinflusst, dass an diesen Zellen eine hemmende
Wirkung von TPM auftritt. Deshalb soll in den folgenden Versuchen gezielt untersucht werden, welche
regulatorischen Prozesse mdglicherweise durch GABA beeinflusst werden und somit mit der

Ausbildung der hemmenden TPM-Wirkung in Verbindung stehen.

Dazu wird in den folgenden Versuchen der Einfluss von GABA auf intrazellulare Zielproteine mit Hilfe
spezifischer Inhibitoren nachgestellt. Diese Inhibitoren werden, anstelle von GABA, gemeinsam mit
TPM auf den Zellen inkubiert und es wird der Einfluss dieser Behandlung auf die ACh-induzierte
Calciumsignale ermittelt. Tritt dabei unter Einfluss des Inhibitors die gleiche TPM-Wirkung auf, wie
sie in Anwesenheit von GABA nachweisbar war, so kann daraus geschlussfolgert werden, dass die
Hemmung dieser Zielstruktur eine potentielle Funktion bei der Ausbildung der hemmenden TPM-

Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt.

4.4.1 Veranderungen im Vorliegen posttranslationaler Proteinmodifikationen wirken sich
auf die Wirkung von TPM aus

Neben der direkten Hyperpolarisation von Neuronen ber den Einstrom von Chloridionen (ber
ionotrope  GABAA-Rezeptoren kann die Aktivierung des GABAergen Systems auch zu einer

Beeinflussung posttranslationaler Proteinmodifikationen fiihren. So konnte gezeigt werden, dass GABA
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eine Hemmung von Adenylatcyclasen (AC) vermitteln kann, was zu einer Reduktion der intrazelluléren
Menge des second messengers cAMP fiihren kann (Terunuma 2018). Da dies eine Reduktion der
Proteinkinase A (PKA)-Aktivitat zur Folge haben kann, kann die Anwesenheit von GABA auf diese
Weise das Vorliegen von Proteinphosphorylierungen in der Zelle beeinflussen (Terunuma 2018, vgl.
Abbildung 29). Dariiber hinaus gibt es auch bereits erste Hinweise darauf, dass GABA die Hemmung
von Protein-Deacetylasen verursachen und so das Vorliegen von Proteinacetylierungen modulieren
kann (Xing et al. 2019, vgl. Abbildung 29). Da Angehagen et al. (2004) bereits Hinweise darauf finden
konnten, dass die Aktivitat der PKA eine Rolle fur die Wirkung von TPM auf Kainat-induzierte
Calciumsignale spielt, ist es durchaus mdglich, dass eine durch GABA vermittelte Beeinflussung
posttranslationaler Proteinmodifikationen die Grundlage fir die hemmende Wirkung von TPM auf
ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit von GABA darstellt.

PKA

A
~

+ GABA

Deactylasen

Abbildung 29: Abbildung 29: Einfluss des GABAergen Systems auf PKA und Proteindeacetylasen

Deshalb soll untersucht werden, ob eine Hemmung der PKA oder der Proteindeacetylasen eine Rolle
fur die Ausbildung der hemmenden Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale spielt. Dazu
wurde der Einfluss von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit spezifischer
Inhibitoren der PKA und Proteindeacetylasen untersucht. Als Inhibitor der PKA wurde dazu der
Wirkstoff RP-cAMPs verwendet, als Inhibitor von Proteindeacetylasen Trichostatin A (TSA).

Zunéchst wurde in VVorversuchen ermittelt, ob die Vorbehandlung der Zellen mit RP-cAMPs oder TSA
alleine einen Einfluss auf den ACh-induzierten Calciumeinstrom besitzt, um einen méglichen Einfluss
des Inhibitors von der Wirkung von TPM in Anwesenheit des Inhibitors unterscheiden zu kénnen. Dazu
wurden die Zellen fiir 30 Minuten vor der Messung mit RP-cAMPs (Abbildung 30, rote Markierung)
oder vor und wahrend der Messung mit TSA (Abbildung 30, blaue Markierung) vorinkubiert und nach
dem Standard-Stimulationsprotokoll multiple mit ACh stimuliert. Bei der Untersuchung des Einflusses
von RP-cAMPs auf ACh-induzierte Calciumsignale lag dabei kein signifikanter Unterschied im Anteil
reagierender Zellen vor (Kontrolle: 86%, RP-cAMPs 85%, T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,56), bei
der Untersuchung des Einflusses von TSA auf ACh-induzierte Calciumsignale weicht der Anteil
reagierender Zellen zwar voneinander ab (Kontrolle: 60%, TSA: 80%), allerdings konnte aufgrund der
geringen Anzahl durchgefiihrter Experimente (n < 5) keine statistische Auswertung vorgenommen

werden.
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SUpM 5uM  5uM 5 uM 5 uM 5 uM
. RP-cAMPs ACh ACh  ACh AcCh ACh ACh
A. /DM SO
I T N A I
/DM SO
Vorbehandlung Spullésung
DM SO
TSA /DMSO
1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle - RPcAMPs Kontrolle - RPcAMPs
Max. Ratio n.s. (p: 0,06) Max. Ratio * sig ‘ (p: 0,001)
Ratio / Zeit n.s. (p: 0,50) Ratio / Zeit * sig i (p: 0,022)
Kontrolle - TSA Kontrolle - TSA
Max. Ratio n.s. (p: 0,16) Max. Ratio n.s. (p: 0,32)
Ratio / Zeit n.s. (p: 0,34) Ratio / Zeit n.s. (p: 0,10)

Abbildung 30: Die Vorbehandlung der Zellen mit TSA fiihrt im Gegensatz zur die Vorbehandlung mit RP-cAMPs zu
keiner Beeinflussung ACh-induzierter Calciumsignale

A: Schematischer Ablauf der Messungen. 10 uM RP-cAMPs (rote Markierung) oder 0,5 pM TSA (blaue Markierung) wurde
jeweils 30 Minuten vor bzw. vor und wahrend der Messung auf den Zellen inkubiert (Kontrolle jeweils 0,06% DMSO).
Whéhrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert.

B, C: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung der Reaktionsparameter zwischen Zellen der Behandlungsgruppe
(RP-cAMPs, n = 441 Zellen) und Zellen der Kontrollgruppe (0,06% DMSO, n = 492 Zellen). Anzahl unabh&ngiger
Experimente: jeweils n = 6. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,*
sig* = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, ,,n.s.“ = beide Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in
Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.

D, E: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung der Reaktionsparameter zwischen Zellen der Behandlungsgruppe
(TSA, n = 235 Zellen) und Zellen der Kontrollgruppe (0,06% DMSO, n = 420 Zellen). Anzahl unabhéngiger Experimente:
Kontrolle n =5, TSA n = 4. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,n.s.*
= beide Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik
siehe Anhang.

Bei der Auswertung der ACh-induzierten Calciumsignale in Anwesenheit von RP-CAMPs oder TSA
konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der PKA mit RP-cCAMPs keine Beeinflussung des ACh-
induzierten Calciumeinstroms bei der ersten Stimulation hervorruft. Bei der letzten Stimulation
hingegen tritt eine signifikante Reduktion der Reaktionsstirke (max. Ratio) und -geschwindigkeit bei

den mit RP-cAMPs vorbehandelten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abbildung 30, B+C).
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Diese Beeinflussung des ACh-induzierten Calciumeinstroms durch RP-cCAMPs muss bei der

Interpretation weiterer Ergebnisse mit dem PKA-Inhibitor beriicksichtigt werden.

Im Gegensatz zur Vorbehandlung mit RP-cAMPs flihrt die Vorbehandlung der Zellen mit TSA vor und
wahrend der Messung zu keiner Beeinflussung ACh-induzierten Calciumsignale (Abbildung 30, D+E).
Somit muss die Wirkung von TSA selbst auf ACh-induziert Calciumsignale im Folgenden nicht néher

berticksichtigt werden.

Im néchsten Schritt wurde nun die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in
Anwesenheit einer PKA- oder Deacetylase-Inhibition untersucht. Tritt in Anwesenheit von RP-CAMPSs
oder TSA ebenfalls eine hemmende Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale auf, wie sie
auch in Anwesenheit von GABA nachweisbar ist, so kann daraus geschlussfolgert werden, dass die
Hemmung der PKA oder der Proteindeacetylasen eine Rolle bei der Vermittlung der hemmenden
Wirkung von TPM spielen.

Bei der Untersuchung der Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit der
PKA-Inhibition wurden die Zellen fiir 30 Minuten vor der Messung mit einer Kombination aus TPM +
RP-cAMPs vorbehandelt und nach dem Standardstimulationsprotokoll multiple mit ACh stimuliert
(Abbildung 31). Dabei lag dabei kein signifikanter Unterschied im Anteil reagierender Zellen vor
(Kontrolle: 87%, RP-cCAMPs + TPM: 86%, T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,70).
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Abbildung 31: TPM zeigt in Anwesenheit von RPCAMPS nur bei der ersten Stimulation eine hemmende Wirkung auf
die ACh-induzierten Calciumsignale

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wéhrend der Messung. 10 uM RP-
CAMPs + 30 uM TPM (Kontrolle: 10 uM RPcAMPs) wurde 30 Minuten vor der Messung auf den Zellen inkubiert, wahrend
der Messung wurden die Zellen mit TPM alleine (Kontrolle: 0,06% DMSO) uberspult und nach dem Standard-
Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu den auf der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverldufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente jeweils n = 9. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe
des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig* = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, ,,n.s.“ = beide Gruppen unterscheiden
sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang

Es konnte gezeigt werden, dass TPM unter Einfluss des PKA-Inhibitors RP-cCAMPs nur bei der ersten
Stimulation einen hemmenden Einfluss auf die maximale Reaktionsstarke (max. Ratio) besitzt. Eine
Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit (Ratio/Zeit) durch TPM ist bei der ersten Stimulation in
Anwesenheit des PKA-Inhibitors nicht nachweisbar. Bei der Analyse der letzten Stimulation sind durch

die Vorbehandlung beschleunigte ACh-induzierte Calciumsignale nachweisbar.
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Anhand dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass TPM in Anwesenheit der PKA-Inhibition eine
schwache hemmende Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt, welche jedoch nicht mit der
Wirkung von TPM in Anwesenheit von GABA (bereinstimmt.

Im ndchsten Versuch wurde die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit
des Deacetylase-Inhibitors TSA untersucht. Dazu wurden die Zellen fur 30 Minuten vor und wéhrend
der Messung mit TPM+TSA vorbehandelt und nach dem Standardstimulationsprotokoll mit ACh
stimuliert (Abbildung 32). Dabei lag dabei kein signifikanter Unterschied im Anteil reagierender Zellen
vor (Kontrolle: 76%, TSA+TPM 70%, T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,47).
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Abbildung 32: TPM zeigt in Anwesenheit von TSA keinen hemmenden Einfluss auf die ACh-induzierten
Calciumsignale wéhrend der multiplen Stimulation mit 5 pM ACh

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitéten wahrend der Messung.0,5 uM TSA
+ 30 uM TPM (Kontrolle: 0,06% DMSQO) wurde 30 Minuten vor und wahrend der Messung auf den Zellen inkubiert. Wahrend
der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu den auf
der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitat der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverldufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Kontrolle 7, 30 TPM+ 0,5 TSA: 8. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig“ = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, ,,n.s.“ = beide Gruppen
unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.

Es ist zu erkennen, dass unter Einfluss von TSA weder bei der ersten, noch bei der letzten Stimulation
eine Wirkung von TPM auf die Reaktionsstdrke (max. Ratio) ACh-induzierter Calciumsignale
nachweisbar ist. Allerdings tritt eine Verstarkung der Reaktionsgeschwindigkeit (Ratio/Zeit) bei beiden

analysierten Stimulationen auf. Dieses Ergebnis zeigt, dass TPM durch die Inhibition der
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Proteindeacetylasen mit TSA keine Hemmung ACh-induzierter Calciumsignale hervorruft, wie es in

Anwesenheit von GABA nachweisbar war.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Anwesenheit von RPCAMPs und TSA die Wirkung
von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale zwar jeweils beeinflusst, aber dass diese Beeinflussung
nicht mit der Beeinflussung ubereinstimmt, wie sie in Anwesenheit von GABA nachweisbar ist.

4.4.2 TPM besitzt eine hemmende Wirkung in Anwesenheit einer Sirt-1 Inhibition

In den vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass weder die Hemmung der PKA, noch die
Hemmung der Deacetylasen ausreichend ist, um die Wirkung von TPM in Anwesenheit von GABA

nachzubilden.

Allerdings kann die Aktivitat der PKA und der Deacetylasen nicht nur durch GABA beeinflusst werden.
Vielmehr koénnen sich diese verschiedenen Formen posttranslationaler Proteinmodifikationen auch
gegenseitig beeinflussen (Yang und Seto, 2008). Dies ist beispielsweise bei der Deacetylase Sirt-1 der
Fall. So konnte gezeigt werden, dass ihre Aktivitat nicht nur durch das Vorliegen des Cofaktors NAD",
sondern auch durch PKA-vermittelte Phosphorylierungen reguliert werden kann (Sasaki et al. 2008,
Gerhart-Hines et al. 2011, Zhang et al. 2020).

Da die Anwesenheit von GABA, wie bereits beschrieben, sowohl die Aktivitat der PKA, als auch die
Aktivitat von Proteindeacetylasen beeinflussen kann, konnte die Aktivitat von Sirt-1, als eine durch die
PKA regulierte Proteindeacetylase, auf diese Weise sozusagen doppelt vom Einfluss eines aktiven
GABAergen Systems betroffen sein (vgl. Abbildung 33).

PKA
Y 1
+ GABA .
Sirt-1
~
Deactylasen

Abbildung 33: Die Deaceytlase Sirt-1 kann in Anwesenheit von GABA doppelt reguliert sein

Deshalb kommt Sirt-1 als wichtige intrazelluldre Zielstruktur mit einer moglichen Rolle bei der
Ausbildung der hemmenden Wirkung von TPM in Frage und wird im Folgenden naher untersucht. Dazu
wurde Sirt-1 mit Hilfe des spezifischen Inhibitors Inauhzin inhibiert und die Wirkung von TPM auf

ACh-induzierte Calciumsignale unter Einfluss dieser Sirt-1 Inhibition analysiert.

Zunéchst wurde in einem Vorversuch ermittelt, ob die Vorbehandlung der Zellen mit Inauhzin alleine
bereits einen Einfluss auf den ACh-induzierten Calciumeinstrom besitzt. Dazu wurden die Zellen fiir 30
Minuten vor und wahrend der Messung mit Inauhzin vorinkubiert und nach dem Standard-

Stimulationsprotokoll multiple mit 5 uM ACh stimuliert (Abbildung 34). Dabei lag kein signifikanter
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Unterschied im Anteil reagierender Zellen vor (Kontrolle: 81%, Inauhzin 79%, T-Test, zweiseitig,

ungepaart, p: 0,75).

A SUM  5uM  5puM 5uM 5uM 5uM
. ACh ACh ACh ACh ACh ACh
Inauhzin l l l l i l
/ DM SO
Vorbehandlung Spullésung
Inauhzin / DM SO

B: 1. Stimulation C: 6. Stimulation
Kontrolle - Kontrolle -

Max. Ratio n.s. (p: 0,37) Max. Ratio n.s. (p: 0,34)

Ratio / Zeit n.s. (p: 0,12) Ratio / Zeit n.s. (p: 0,55)

Abbildung 34: Die Vorbehandlung der Zellen mit 0,2 pM Inauhzin hat keinen Einfluss auf ACh-induzierte
Calciumsignale wahrend der multiplen Stimulation mit 5 uM ACh

A: Schematischer Ablauf der Messungen. 0,2 uM Inauhzin (Kontrolle: 0,08% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wéhrend der
Messung auf den Zellen inkubiert. Wahrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x
stimuliert.

B, C: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung der Reaktionsparameter zwischen Zellen der Behandlungsgruppe
(0,2 uM Inauhzin, n = 493 Zellen) und Zellen der Kontrollgruppe (0,08% DMSO, n = 452 Zellen). Anzahl unabhéngiger
Experimente: Kontrolle n= 5, Inauhzin n = 6. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests. ,,n.s.“ = beide Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive
Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.

Es konnte gezeigt werden, dass die Vorbehandlung der Zellen mit 0,2 uM Inauhzin keinen Einfluss auf
die ausgewerteten Reaktionsparameter besitzt. Weder die maximale Reaktionsstarke (max. Ratio), noch
die Reaktionsgeschwindigkeit (Ratio/Zeit) der ACh-induzierten Calciumsignale ist durch die
Behandlung mit dem Sirt-1 Inhibitor beeinflusst. Somit muss die Wirkung von Inauhzin selbst auf ACh-

induziert Calciumsignale im Folgenden nicht n&her berticksichtigt werden.

Im néchsten Schritt wurde nun die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in
Anwesenheit einer Sirt-1 Inhibition untersucht. Tritt in Anwesenheit von Inauhzin ebenfalls eine
hemmende Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale auf, wie sie auch in Anwesenheit
von GABA nachweisbar ist, so kann daraus geschlussfolgert werden, dass die Hemmung der Sirt-1 eine

Rolle bei der Vermittlung der hemmenden Wirkung von TPM spielt.
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In diesem Versuch wurden die Zellen 30 Minuten vor und wéhrend der Messung mit TPM + Inauhzin
inkubiert und nach dem Standard-Stimulationsprotokoll multiple mit ACh stimuliert (Abbildung 35).
Dabei lag dabei kein signifikanter Unterschied im Anteil reagierender Zellen vor (Kontrolle: 72%,
Inauhzin + TPM 76%, T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,88).
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Abbildung 35: TPM zeigt in Anwesenheit des Sirt-1 Inhibitors Inauhzin eine hemmende Wirkung auf ACh-induzierte
Calciumsignale wéhrend der multiplen Stimulation mit ACh

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wahrend der Messung. 0,2 uM
Inauhzin + 30 uM TPM (Kontrolle: 0,08% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wahrend der Messung auf den Zellen inkubiert.
Whéhrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu
den auf der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitdt der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverlaufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente jeweils n = 5. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe
des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig“ = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, p-Werte in Klammern. Detaillierte
deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.
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Die Zellen, die mit TPM + Inauhzin vorbehandelt wurden, zeigen bei beiden analysierten Stimulationen
sowohl eine Reduktion der Reaktionsstarke (max. Ratio), als auch der Reaktionsgeschwindigkeit
(Ratio/Zeit). Somit zeigt TPM in Anwesenheit von Inauhzin nicht nur die gleiche hemmende Wirkung
auf die Reaktionsstarke ACh-induzierter Calciumsignale, wie sie auch in Anwesenheit von GABA
nachweisbar war, sondern hemmt dartber hinaus auch die Reaktionsgeschwindigkeit der ACh-

induzierten Calciumsignale.

Anhand dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der Deacetylase Sirt-1 eine zentrale

Rolle bei der Ausbildung der hemmenden Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale spielt.

4.4.3 Die Wirkung von TPM ist translationsabhangig

Im vorherigen Versuch konnte gezeigt werden, dass eine GABA-vermittelte Inhibition von Sirt-1 eine
mogliche Grundlage fur die hemmende Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in
Anwesenheit von GABA darstellt.

Bei Sirt-1 handelt es sich um eine Deacetylase, welche sowohl im Cytoplasma, als auch im Zellkern von
Zellen aktiv ist, weshalb eine Hemmung von Sirt-1 in beiden Kompartimenten eine Zunahme von

Proteinacetylierungen hervorrufen kann (Tanno et al. 2007, Haigis und Sinclair 2010).

Eine wichtige Klasse von Proteinen, welche durch Acetylierungen reguliert werden kann, stellen die
Histonproteine im Zellkern dar. Dabei fiihrt das Anfligen eines Acetylrestes zum Vorliegen einer
zusatzlichen negativen Ladung am Histonprotein, wodurch die elektrostatische Abstoung zwischen
dem Histon und der darum gewundenen, ebenfalls negativ geladenen, DNA erhoht wird (Gregory et al.
2001). Da auf diese Weise die Zuganglichkeit der DNA fiir Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie erhéht wird, kann die Zunahme acetylierter Lysinreste an Histonen einen
direkten Einfluss auf Transkriptionsprozesse der Zelle besitzen aufweist (Imai et al. 2000, Michan und
Sinclair 2007).

Somit ist es durchaus moéglich, dass eine Hemmung der Deacetylase Sirt-1 auch zu einer Beeinflussung
von Transkriptions- und Translationsprozessen fiihrt und dass diese Beeinflussung ebenfalls eine
wichtige Rolle fur die Vermittlung der hemmenden Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale spielt (Abbildung 36).

PKA j

Sirt-1 = = =»| Transkription |- — =»| Translation

\

+ GABA

Deactylasen

Abbildung 36: Einfluss des GABAergen Systems auf die Transkription und Translation der Zellen Uber eine Hemmung
der Sirt-1 Aktivitat
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Um zu untersuchen, ob die hemmende Wirkung von TPM, welche in Anwesenheit von GABA
nachweisbar ist, von Transkriptions- bzw. Translationsprozessen abhé&ngt, wurde die Wirkung von TPM
auf ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit von Inhibitoren dieser beiden Prozesse untersucht.
Als Inhibitor der Gentranskription wurde dazu Actinomycin D (ActD) verwendet, die Proteintranslation
wurde mit einer Kombination aus den drei Translationsinhibitoren Emetin, Cycloheximid und

Anisomycin (je 1 uM, ,.Inhibitor-Mix‘‘) gehemmt.

Zunéchst wurde in einem Vorversuch ermittelt, ob die Vorbehandlung der Zellen mit ActD oder dem
Inhibitor-Mix alleine bereits einen Einfluss auf den ACh-induzierten Calciumeinstrom besitzt, um einen
mdglichen Einfluss des Inhibitors von der Wirkung von TPM in Anwesenheit des Inhibitors
unterscheiden zu kénnen. Dazu wurden die Zellen fiir 30 Minuten vor und wahrend der Messung mit
ActD oder dem Inhibitor-Mix vorinkubiert und wahrend der Messung nach dem Standard-
Stimulationsprotokoll mit 5 uM ACh stimuliert (Abbildung 37). Bei der Untersuchung des Einflusses
von ActD auf ACh-induzierte Calciumsignale haben 87% der Zellen der Kontrollgruppe und 85% der
Zellen der Behandlungsgruppe eine Reaktion auf die Stimulation mit ACh gezeigt, sodass sich kein
Unterschied im Anteil reagierender Zellen andeutet. Eine statistische Auswertung wurde aufgrund der
geringen Anzahl unabhéngiger Experimente (n < 5) in diesem Fall nicht durchgefihrt. Bei der
Untersuchung des Einflusses des Translations-Inhibitormixes auf ACh-induzierte Calciumsignale lag
kein signifikanter Unterschied im Anteil reagierender Zellen vor (Kontrolle: 67%, Inhibitormix 77%, T-
Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,10).
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Abbildung 37: Sowohl die Vorbehandlung der Zellen mit ActD, als auch mit dem Inhibitormix, fihrt zu einer
Verstarkung und Beschleunigung ACh-induzierter Calciumsignale

A: Schematischer Ablauf der Messungen. 2uM ActD oder der Inhibitormix (Kontrolle jeweils: 0,06% DMSO) wurden jeweils
30 Minuten vor der Messung auf den Zellen inkubiert. Wahrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-
Stimulationsprotokoll 6x stimuliert.

B, C: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung der Reaktionsparameter zwischen Zellen der Behandlungsgruppe
(ActD, n = 387 Zellen) und Zellen der Kontrollgruppe (0,06% DMSO, n = 566 Zellen). Anzahl unabhangiger Experimente:
Kontrolle n= 6, ActD n= 4. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,sig*
= beide Gruppen unterscheiden sich signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe
Anhang.

D, E: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung der Reaktionsparameter zwischen Zellen der Behandlungsgruppe
(Inhibitormix, n = 736 Zellen) und Zellen der Kontrollgruppe (0,06% DMSO, n = 578 Zellen). Anzahl unabh&ngiger
Experimente: Kontrolle n = 6, Inhibitormix n = 7. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests. ,,sig.“ = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive
Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.

Wie in Abbildung 37 zu erkennen ist, fiihrt sowohl die Vorbehandlung der Zellen mit ActD, als auch
die Vorbehandlung der Zellen mit dem Inhibitor-Mix, zu einer Verstarkung und Beschleunigung ACh-

induzierter Calciumsignale.

Dadurch, dass die Inkubation der Zellen mit ActD und dem Inhibitormix alleine bereits so deutlich den
ACh-induzierten Calciumeinstrom moduliert, ist es nicht mdglich, mittels einer Kombination aus den
Inhibitoren und TPM die Rolle der Transkription oder Translation fir die hemmende TPM-Wirkung zu
analysieren, sodass zur Beantwortung der Fragestellung ein alternativer Versuchsaufbau verwendet

werden muss.
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Fir die Hemmung der Transkription stellt ActD den einzigen schnellwirksamen Transkriptionsinhibitor
dar, sodass auf keinen anderen Inhibitor zuruckgegriffen werden kann (Bensaude, 2011). Fir die
Hemmung der Translation ist es jedoch mdglich, nur einen der drei Translationsinhibitoren einzusetzen.
Ein mdglicher Grund fir die starke Beeinflussung ACh-induzierter Calciumsignale durch die
Kombination der verschiedenen Translationsinhibitoren kann darin bestehen, dass Anisomycin und
CHX neben der Translation auch verschiedene Proteinkinasen, wie beispielsweise die p38 MAPK oder
JNK beeinflussen (Shifrin und Anderson 1999, Sampieri et al. 2008, Oksvold et al. 2012). Im Gegensatz
zu Anisomycin und CHX ist flir Emetin bis heute keine solche ,,Nebenwirkung* nachgewiesen, weshalb
sich Emetin alleine mdglicherweise deutlich besser eignet um eine spezifische Hemmung der

Translation zu induzieren.

Daher wurde im Folgenden zunéchst untersucht, ob die Vorbehandlung der Zellen mit Emetin alleine
einen Einfluss auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt. Dazu wurden die Zellen fur 30 Minuten vor
und wahrend der Messung mit Emetin vorinkubiert und nach dem Standard-Stimulationsprotokoll
multiple mit ACh stimuliert (Abbildung 38). VVon den Zellen der Kontrollgruppe haben dabei 90% der
Zellen eine Reaktion auf die Stimulation mit 5 uM ACh gezeigt, bei den Zellen der Behandlungsgruppe
lag der Wert bei 96%, sodass sich kein Unterschied im Anteil reagierender Zellen zwischen den beiden
Behandlungsgruppen andeutet. Eine statistische Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl

unabhéngiger Experimente (n < 5) in diesem Fall nicht durchgefihrt.
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Abbildung 38: Die Vorbehandlung der Zellen mit Emetin besitzt keinen Einfluss auf die ACh-induzierten
Calciumsignale

A: Schematischer Ablauf der Messung. Emetin (Kontrolle: 0,06% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wéhrend der Messung
auf den Zellen inkubiert. Wéhrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert.

B, C: Tabellarische Ubersicht der statistischen Auswertung der Reaktionsparameter zwischen Zellen der Behandlungsgruppe
(1 pM Emetin, n = 315 Zellen) und Zellen der Kontrollgruppe (0,06% DMSO, n = 520 Zellen). Anzahl unabhéngiger
Experimente: jeweils n = 4. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,n.s.
= beide Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik
siehe Anhang.

Abbildung 38 fasst die Ergebnisse des Calcium-Imaging Experimentes zum Einfluss von 1 uM Emetin
auf den ACh-induzierten Calciumeinstrom zusammen. Es ist zu erkennen, dass die Vorbehandlung mit
Emetin alleine keinen Einfluss auf die maximale Reaktionsstarke oder die Reaktionsgeschwindigkeit
der beiden ausgewerteten Stimulationen besitzt. Aus diesem Grund kann Emetin als
Translationsinhibitor zur Untersuchung der Fragestellung, ob die hemmende Wirkung von TPM

translationsabhangig vorliegt, verwendet werden.

Vor der Untersuchung der Wirkung von TPM unter Einfluss von Emetin wurde zundchst noch
untersucht, ob die Vorbehandlung mit 1 UM Emetin auch tatsachlich eine nachweisbare Hemmung der
Translation hervorruft. Dies wurde anhand eines Puromycin-Assays und einem anschliefenden Dot-
Blot untersucht. Beim Puromycin-Assay wird das Nukleosid-Antibiotikum Puromycin gemeinsam mit
den Zellen inkubiert. Wahrend der Translation wird Puromycin in die neusynthetisierten Proteine
eingebaut, wodurch die weitere Translation abbricht (Goodman und Hornberger 2013). Die Menge an
eingebautem Puromycin dient als MaR fiir die Translationsaktivitat der Zellen und kann mithilfe einer

Antikorperfarbung im Dot-Blot quantifiziert werden.
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Abbildung 39: Einfluss von 1 uM Emetin auf die Proteintranslation, nachgewiesen im Puromycin-Assay

A: Beispielabbildung eines Dot-Blots mit drei verschiedenen aufgetragenen Zellhomogenaten. ,,- Puromycin®:
Negativkontrolle, ohne Emetin, ohne Puromycin (0,09% DMSO) ,,+Puromycin“: Positivkontrolle, ohne Emetin, mit
Puromycin (10 Min, 18 pM). ,+Emetin, + Puromycin“: 30 Minuten 1 pM Emetin, 10 Minuten 18 pM Puromycin.
Verdiinnungsstufen 100-3,6%. Detektion mit a-Puromycin AK (1:10000) und BCIP-Farbung.

B: Auswertung der Signalstdrke der Proben der jeweiligen Behandlung im Dot-Blot, Probenanzahl in Klammern. Die
Signalstarke einer Probe errechnet sich aus dem Mittelwert der Signalstarke Uber die Verdiinnungsstufen, normiert auf die
Signalstarke aller Proben, die mit Puromycin behandelt wurden. Pro Behandlung wurde der Mittelwert der so errechneten
Signalstarken aller Proben der Behandlungsgruppe gebildet. Es wurde keine statistische Auswertung durchgefihrt.

Abbildung 39 fasst die Ergebnisse des Puromycin-Assays zusammen. Es ist zu erkennen, dass die
Translationsaktivitit der Zellen in Anwesenheit von Puromycin durch das deutliche Puromycin-Signal
gut nachweisbar ist. Zudem kann anhand dieses Assays gezeigt werden, dass Emetin die
Translationsaktivitdt der Zellen hemmt, da das Puromycin-Signal in Anwesenheit von Emetin +

Puromycin schwaécher ist, als in Abwesenheit von Emetin.

Da Emetin somit eine Hemmung der Proteintranslation in den Zellen bewirkt, ohne jedoch ACh-
induzierte Calciumsignale zu beeinflussen, wird Emetin im Folgenden verwendet, um die Wirkung von

TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit der Translations-Inhibition zu untersuchen.
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Dazu wurden die Zellen 30 Minuten vor und wahrend der Messung mit einer Kombination aus TPM +
Emetin inkubiert und nach dem Standardstimulationsprotokoll multiple mit ACh stimuliert (Abbildung
40). Dabei lag dabei kein signifikanter Unterschied im Anteil reagierender Zellen vor (Kontrolle: 85%,
TSA+TPM 78%, T-Test, zweiseitig, ungepaart, p: 0,24).
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Abbildung 40: In Anwesenheit von Emetin zeigt TPM eine hemmende Wirkung auf die Reaktionsstéarke ACh-
induzierter Calciumsignale

A: Schematischer Ablauf der Messungen und zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten wahrend der Messung. 1 uM
Emetin + 30 uM TPM (Kontrolle: 0,06% DMSO) wurde 30 Minuten vor und wéhrend der Messung auf den Zellen inkubiert.
Whéhrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-Stimulationsprotokoll 6x stimuliert. Die Stimulation erfolgte zu
den auf der X-Achse dargestellten Zeitpunkten.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitét der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 pM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverlaufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente jeweils n = 8. Statistische Auswertung von max. Ratio und Ratio/Zeit mithilfe
des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig” = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, ,,n.s.“ = beide Gruppen unterscheiden
sich nicht signifikant. p-Werte in Klammern. Detaillierte deskriptive Statistik und Rangstatistik siehe Anhang.
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Es ist zu erkennen, dass in Anwesenheit des Translationsinhibitors Emetin eine hemmende Wirkung
von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale auftritt. Sowohl bei der ersten, als auch bei der letzten
Stimulation liegt dabei eine signifikante Reduktion der Reaktionsstarke (max. Ratio) vor, eine
Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit ist jedoch bei keiner der beiden Stimulationen
nachweisbar.

Die Wirkung von TPM in Anwesenheit von Emetin stimmt somit vollstdndig mit der Wirkung von TPM
in Anwesenheit von GABA (berein, woraus geschlussfolgert werden kann, dass eine Hemmung der
Translation fur die Ausbildung der hemmenden Wirkung von TPM in Anwesenheit von GABA eine
wichtige Rolle spielt.

4.5 TPM beeinflusst die Aktivitat von Sirt-1 in SHSY-5Y Zellen

In den vorangegangenen Calcium-Imaging Experimenten konnte gezeigt werden, dass die hemmende
Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale nicht nur in Anwesenheit von GABA, sondern
auch in Anwesenheit des Translationsinhibitors Emetin und des Sirt-1 Inhibitors Inauhzin nachweisbar
ist. Dabei konnte gezeigt werden, dass die hemmende TPM-Wirkung in Anwesenheit von Inauhzin
besonders stark ausgepragt ist und noch lber die hemmende Wirkung von TPM in Anwesenheit von
GABA und Emetin hinausgeht. Aus diesem Grund ist es méglich, dass die Aktivitat der Deacetylase
Sirt-1 eine zentrale Rolle bei Ausbildung der Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale
spielt. Deshalb soll der Zusammenhang zwischen der TPM-Wirkung und der Aktivitat von Sirt-1 in den

folgenden Experimenten noch etwas genauer charakterisiert werden.

4.5.1 Die Vorbehandlung der Zellen mit TPM induziert moglicherweise eine Zunahme
der Sirt-1 Aktivitat

Das Ergebnis, dass TPM in Anwesenheit des Sirt-1 Inhibitors Inauhzin eine hemmende Wirkung auf
ACh-induzierte Calciumsignale besitzt, gibt einen deutlichen Hinweis darauf, dass die Aktivitat von
Sirt-1 einen starken Einfluss auf die Wirkung von TPM besitzt. Dabei ist es moglich, dass die Aktivitat
von Sirt-1 nicht nur bei der Ausbildung der hemmenden, sondern auch bei der Ausbildung der
stimulierenden Wirkung von TPM eine Rolle spielt. Um diese Hypothese zu Uberprifen, soll im
folgenden Versuch ermittelt werden, ob ein Einfluss von TPM auf die Aktivitét von Sirt-1 nachweisbar

ist.

Verschiedene Arbeiten geben erste Hinweise darauf, dass die Aktivitat von Sirt-1 nicht nur durch das
Vorliegen des Cofaktors NAD*, sondern auch tber die Phosphorylierung von Sirt-1 reguliert werden
kann. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Sirt-1 zur Aktivierung dieser
Deacetylase fihrt (Gerhart-Hines 2011, Zhang et al. 2020, Sasaki et al. 2008, Nasrin et al. 2009). Aus
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diesem Grund kann eine Veranderung im Vorliegen phosphorylierter Sirt-1 (pSirt-1) einen Hinweis
darauf geben, ob die Aktivitat von Sirt-1 beeinflusst ist.

Deshalb wurde im folgenden Versuch ermittelt, ob die Vorbehandlung der Zellen mit TPM eine
Verénderung im Vorliegen von pSirt-1 hervorruft. Dazu wurden die Zellen fir 30 Minuten mit TPM
vorbehandelt und pSirt-1 mit spezifischen Antikorpern in einer immunhistologischen Féarbung detektiert
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Die Vorbehandlung mit TPM fuhrt zu einem vermehrten Vorliegen von pSirt-1 im Zellkern

A, B: Oben: Beispielaufnahmen der histologischen Farbung der Zellen, welche mit Hilfe des Cy3-gekoppelten Antikdrpers
pSirt-1 (1:100) geféarbt wurden. Die Farbung erfolgte nach 30-miniitiger Vorbehandlung der Zellen mit 30 uM TPM (B)
(Kontrolle (A): 0,08% DMSO). 400x VergrdfRerung, 800 ms Belichtung, kein Binning. Unten: Ergebnis der histologischen
Férbung als Verhaltnis pSirt-1-Cy3 zwischen Zellkern und Cytoplasma. Anzahl unabhéngiger Experimente: n = 4. p = 0,0012
(T-Test, zweiseitig, ungepaart).

C: Oben: Beispielaufnahmen der histologischen Féarbung der Zellen, welche als Negativkontrolle der Fluoreszenzférbung
dienen und nur mit Hilfe des Cy3-gekoppelten anti-rabbit Antikdrpers pSirt-1 (1:1000) gefarbt wurden. Unten: Ergebnis der
histologischen Férbung als Verhéltnis pSirt-1-Cy3 zwischen Zellkern und Cytoplasma.
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Wie in Abbildung 41, A+B zu erkennen ist, fiihrt die Vorbehandlung der Zellen mit 30 uM TPM vor
allem im Zellkern der Zellen zu einer Zunahme pSirt-1. Um diese Zunahme quantifizieren zu kdnnen,
wurde das Verhéltnis der pSirt-1 Farbung zwischen Cytoplasma und Zellkern ausgewertet. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Vorbehandlung der Zellen mit TPM zu einer signifikanten relativen Zunahme
von pSirt-1 im Verhaltnis zwischen Zellkern zu Cytoplasma fuhrt (Abbildung 41).

Um zu zeigen, dass die hier nachgewiesene pSirt-1 Farbung spezifisch ist, wurde zudem eine
Negativkontrolle mitgefihrt, bei der die Zellen nur mit dem sekundéren Cy3-gekoppelten Antikorper
gefarbt wurden (Abbildung 41, C). Dabei ist zu erkennen, dass eine geringe unspezifische Farbung der
Zellen auftritt, welche Uberwiegend im Cytoplasma lokalisiert ist, sodass sich ein Verhaltnis Zellkern /
Cytoplasma bei dieser Farbung < 1 ergibt. Dabei ist zu beachten, dass aufgrund der 3D-Struktur der
Zellen immer noch eine gewisse Uberlagerung der Cytoplasma-Farbung im Bereich der Zellkerne

auftreten kann, da der Zellkern von Cytoplasma eingeschlossen ist.

Da die Phosphorylierung von Sirt-1 mit einer Aktivierung dieser Deacetylase in Verbindung stehen
kann, gibt das Ergebnis, dass TPM zu einer relativen Zunahme von pSirt-1 im Zellkern fiihrt, einen
ersten Hinweis darauf, dass TPM maglicherweise die Aktivitat von Sirt-1 steigert (Gerhart-Hines 2011,
Zhang et al. 2020, Sasaki et al. 2008, Nasrin et al. 2009). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Aktivitat von
Sirt-1 nicht nur eine Rolle bei der Vermittlung der hemmenden TPM-Wirkung in Anwesenheit von
GABA spielt, sondern dass moglicherweise auch die Anwesenheit von TPM selbst einen Einfluss auf
die Sirt-1 Aktivitat besitzt.

Da die TPM-induzierte Zunahme wvon pSirt-1 im Zellkern moglicherweise die Grundlage der
stimulierenden TPM-Wirkung auf die ACh-induzierten Calciumsignale darstellt, soll nun ermittelt
werden, ob sich auch weitere Hinweise darauf finden lassen, dass TPM die Aktivitdt von Sirt-1

beeinflusst.

Eine oft angewendete Methode, um die Aktivitat von Sirt-1 zu untersuchen, stellt die Untersuchung von
Sirt-1 Substraten dar. Dabei kann beispielsweise eine gesteigerte Sirt-1 Deacetylase-Aktivitat Uber das
reduzierte Vorliegen von spezifischen Proteinacetylierungen nachgewiesen werden. Da ein vermehrtes
Vorliegen von pSirt-1 vor allem im Zellkern nachweisbar war, wird im Folgenden nun die Acetylierung

von Sirt-1 spezifischen Zielproteinen im Zellkern genauer untersucht.

Im Zellkern besteht die Funktion von Sirt-1 vor allem darin, Histonproteine zu deacetylieren und so die
Zuganglichkeit der DNA fiir die Transkriptionsmaschinerie der Zellen zu modulieren (Imai et al. 2000,
Michan und Sinclair 2009). Dabei ist bekannt, dass die Deacetylase Sirt-1 unter anderem die
Deacetylierung des Lysinrestes 9 am Histon H3 (H3K9ac) katalysiert (Michan und Sinclair 2009, Imai
et al. 2000). Aus diesem Grund wird im Folgenden ermittelt, ob TPM einen Einfluss auf das Vorliegen

der Sirt-1 spezifischen Histonacetylierung H3K9ac besitzt. Dazu werden die Zellen fir 30 Minuten mit
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TPM vorbehandelt und anschlieRend wird das Vorliegen von H3K9ac mit Hilfe eines ELISA-Assays
ermittelt (Abbildung 43).
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Abbildung 42: Die Vorbehandlung mit 30 uM TPM reduziert die Menge an H3K9ac

Zur Durchfihrung des ELISA-Assays wurden die Zellen fir 30 Minuten mit 30 pM TPM (Kontrolle: 0,06% DMSO)
vorbehandelt. AnschlieRend wurde die relative Proteinmenge der Histonmodifikationen H3K9ac und H3K18ac detektiert.
Anzahl unabhéngiger Proben in Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: 2. Statistik: T-Test, zweiseitig, ungepaart, p =
0,02.

Anhand dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass die VVorbehandlung der Zellen mit 30 uM TPM
zu einer Reduktion der Sirt-1 spezifischen Histonmodifikation H3K9ac fiihrt. Eine weitere Histon-
Acetylierung (H3K18ac), welche keine spezifische Zielstruktur von Sirt-1 darstellt und dadurch als
interne Kontrolle dient, wird durch TPM nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis gibt einen weiteren klaren
Hinweis darauf, dass die VVorbehandlung der Zellen mit TPM mdglicherweise die Aktivitat von Sirt-1
steigert.

4.5.2 Inauhzin beeinflusst die TPM-induzierte Zunahme von pSirt-1 im Zellkern nicht

In den vorherigen Versuchen konnten durch die Zunahme von pSirt-1 im Zellkern der SHSY-5Y Zellen
und die Reduktion der Sirt-1 spezifischen Zielstruktur H3K9ac klare Hinweise darauf gefunden werden,
dass TPM eine Zunahme der Sirt-1 Aktivitadt der SHSY-5Y Zellen hervorruft. Diese TPM-induzierte
Beeinflussung der Sirt-1 Aktivitat konnte dabei die molekulare Grundlage der stimulierenden Wirkung

von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale darstellen.

Deshalb soll nun im folgenden Versuch ermittelt werden, ob auch die hemmende Wirkung von TPM in

Anwesenheit von Inauhzin mit einem veranderten Vorliegen von pSirt-1 im Zusammenhang steht. Dazu
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wurde das Vorliegen von pSirt-1 anhand einer immunhistologischen Féarbung nach einer 30-min(tigen
Vorbehandlung der Zellen mit TPM + Inauhzin untersucht (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Die Vorbehandlung mit TPM + Inauhzin fiihrt ebenfalls zu einem vermehrten Vorliegen von pSirt-1 im
Zellkern

A: Ergebnis der histologischen Farbung als Verhéltnis pSirt-1-Cy3 zwischen Zellkern und Cytoplasma. Die Farbung erfolgte
nach 30-mindtiger Vorbehandlung der Zellen mit 0,2 uM Inauhzin + 30 uM TPM (Kontrolle: 0,08% DMSO). Anzahl
unabhangiger Experimente: n = 2, p = 0,0061 (T-Test, zweiseitig, ungepaart).

B: Ergebnis der histologischen Féarbung als Verhéltnis pSirt-1-Cy3 zwischen Zellkern und Cytoplasma. Die Farbung erfolgte
nach 30-minitiger Vorbehandlung der Zellen mit 0,2 uM Inauhzin (Kontrolle: 0,08% DMSO). Anzahl unabhéngiger
Experimente: n = 4, p = 0,38 (T-Test, zweiseitig, ungepaart).

Es konnte gezeigt werden, dass auch die Vorbehandlung der Zellen mit Inauhzin + TPM eine relative
Zunahme von pSirt-1 im Zellkern hervorruft (Abbildung 43, A). Da durch die Vorbehandlung der Zellen
mit Inauhzin alleine keine Verdnderung im Vorliegen von pSirt-1 im Zellkern auftritt (Abbildung 43,

B), ist die Zunahme von pSirt-1 dabei alleinig auf die Wirkung von TPM zurtickzufiihren.

Somit fihrt TPM unabhangig vom Vorliegen des Sirt-1 Inhibitors dazu, dass mehr pSirt-1 im Zellkern
der SHSY-5Y Zellen nachweisbar ist. Dieses Ergebnis gibt einen Hinweis darauf, dass eine durch TPM-
induzierte Zunahme von pSirt-1 im Zellkern und die Hemmung der Sirt-1 Aktivitat durch Inauhzin
maoglicherweise zwei voneinander unabhéngige Prozesse darstellen, ber die Sirt-1 reguliert werden
kann.
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5 Diskussion

Uber die Wirkung von TPM auf die neuronale Signaltransmission ist aus friiheren Forschungsarbeiten
bisher bekannt, dass TPM einen hemmenden Einfluss auf das cholinerge Plateaupotential, auf die
erregende Signaltransmission Uber glutamaterge AMPA- und Kainat-Rezeptoren, sowie Uber
spannungsgesteuerte Natrium- und Calciumkanéle besitzt (Gibbs et al. 2000, Palmieri et al. 2000,
Angehagen et al. 2004, Curia et al. 2004, Poulsen et al. 2004, Angehagen et al. 2005, Kuzmiski et al.
2005, D‘Antuono et al. 2007). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass TPM die hemmende,
GABAerge Signaltransmission in Abhéngigkeit vom Aufbau der GABA-Rezeptoren verstérken kann
und eine potenzierende Wirkung auf GABA-induzierte Chloridstrome besitzt (Gordey et al. 2000,
Simeone et al. 2006, White et al. 1997, White et al. 2000). Diese bisher bekannten Wirkungen von TPM

sind in Abbildung 44, A schematisch zusammengefasst.

Trotz dieser umfangreichen Forschungsarbeiten konnte der genaue molekulare Mechanismus, welcher
der Wirkung von TPM auf all die genannten Systeme zu Grunde liegt, bis heute allerdings noch nicht
aufgeklart werden. Um ein besseres Verstandnis Uber die Grundlage der TPM-Wirkung zu erhalten,
wurde im Rahmen der hier durchgefuhrten Arbeit nun die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale in An- und Abwesenheit von GABA an der humanen Neuroblastomzelllinie SHSY-5Y

untersucht. Dabei konnten drei zentrale und bisher noch unbekannte Erkenntnisse gewonnen werden:

1) TPM verstarkt und beschleunigt ACh-induzierte Calciumsignale in Abwesenheit des

inhibitorischen Neurotransmitters GABA,

2) in Anwesenheit von GABA liegt eine hemmende Wirkung von TPM auf ACh-induzierte

Calciumsignale vor,

3) sowohl die verstarkende, als auch die hemmende Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale stent mit der Aktivitdt der Proteindeacetylase Sirt-1 — und dariiber
moglicherweise auch mit einer beeinflussten Gentranskription/Proteintranslation der Zellen - in

Verbindung.

Aus diesen Kernergebnissen ladsst sich eine neue Hypothese zum Mechanismus der TPM-Wirkung

formulieren, welche in Abbildung 44, B schematisch dargestellt ist:

Die Vorbehandlung der Zellen mit TPM fiihrt zu einer Aktivierung der Deacetylase Sirt-1, worauf das
vermehrte Vorliegen von pSirt-1 im Zellkern und die Reduktion der Sirt-1 spezifischen
Histonacetylierung H3K9ac unter Einfluss von TPM einen klaren Hinweis geben. Die durch TPM
beeinflusste Sirt-1 Aktivitat steht, mdoglicherweise durch beeinflusste Transkriptions- und
Translationsprozesse, mit der Verstarkung und Beschleunigung ACh-induzierter Calciumsignale in
Verbindung. Tritt zusétzlich zur TPM-induzierten Modulation der Sirt-1 Aktivitat auch eine GABA-
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induzierte Beeinflussung von Sirt-1 und/oder der Proteintranslation in den Zellen auf, flihrt dies zur

hemmenden Wirkung von TPM auf die ACh-induzierten Calciumsignale (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Schematische Darstellung der bisher angenommen Wirkungsweise von TPM (A) und der neuen
Hypothese zum Wirkmechanismus (B)

A: In friiheren Forschungsarbeiten wurde der Einfluss von TPM auf verschiedene Rezeptoren und lonenkandle jeweils getrennt
voneinander untersucht, wobei die dargestellten Effekte nachweisbar waren.

B: Die Ergebnisse der hier durchgefiinrten Arbeit lassen eine neue Hypothese zur Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale zu, bei der sowohl die nachgewiesene stimulierende, als auch die hemmende TPM-Wirkung in Verbindung
mit der Aktivitdt der Deacetylase Sirt-1 stehen.

In den folgenden Abschnitten soll nun die Bedeutung der gewonnenen Erkenntnisse erklart werden und

in Bezug zum aktuellen Forschungsstand gesetzt werden.
5.1 TPM beeinflusst ACh-induzierte Calciumsignale

Das Ergebnis, dass TPM auch Acetylcholin-induzierte Calciumsignale beeinflusst, stellt eine wichtige
Erweiterung des Kenntnisstandes ber die Wirkungseigenschaften von TPM dar, da tber die Wirkung

von TPM auf das cholinerge System bis heute noch kaum etwas bekannt ist.

Bisher wurde Uber die Wirkung von TPM auf die cholinerge Signaltransmission nur gezeigt, dass TPM
die Ausbildung des cholinergen Plateaupotenzials hemmt (Palmieri et al. 2000, Kuzmiski et al. 2005,
D‘Antuono et al. 2007). Das cholinerge Plateaupotenzial (PP) stellt ein sehr spezielles Phdnomen dar,
welches eine verlangerte Depolarisation der Zellen verursacht und tritt auf, wenn Zellen in Anwesenheit
muskariner Agonisten, wie beispielsweise Carbachol, elektrisch depolarisiert werden (Kuzmiski et al.
2005). Die Ausbildung des PP basiert auf der Aktivierung spannungsanhangiger Calciumkanéle im

Zusammenspiel mit der Aktivierung muskariner M1 und M3 Rezeptoren. Daraus resultiert (iber eine
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Aktivierung von Guanylatyclasen (GC) ein Anstieg der intrazellularen cGMP-Konzentration (cyclic
guanosine monophosphate), was zur Aktivierung von CNG-Kanélen (Cyclic nucleotide—gated ion
channels) fuhrt. Dies stellt dann die Grundlage fir die verléangerte Depolarisation dar (Kuzmiski et al.
2005). Verschiedene Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass die Zugabe von TPM die Ausbildung
dieses PP hemmt (Palmieri et al. 2000, Kuzmiski et al. 2005, D*Antuono et al. 2007). Dabei konnte auch
gezeigt werden, dass die Wirkung von TPM auf das PP nicht durch eine Blockade muskariner AChR,
sondern vielmehr durch die Hemmung spannungsabhéngiger R-Typ-Calciumkanéle vermittelt wird
(Kuzmiski et al. 2005).

5.1.1 TPM beeinflusst moglicherweise die Expression von Rezeptoren und lonenkanalen

Im Gegensatz zu vorherigen Arbeiten konnte im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit nun erstmals

gezeigt werden, dass TPM ACh-induzierte Calciumsignale verstérkt und beschleunigt (Abbildung 25).

ACh-induzierte Calciumsignale an Neuronen entstehen durch die Bindung von ACh an nikotinische
(nAChR) und muskarine (mMAChR) Acetylcholinrezeptoren und einem dadurch induzierten Einstrom
von Calcium aus dem Extrazellularraum und einer Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen
Retikulum. Dabei sind nAChR und mAChR unterschiedlich an diese beiden Calciumquellen gekoppelt.
Die Aktivierung nikotinischer AChR fuhrt zunéchst zu einem initialen Einstrom von Natrium und
Calcium durch den Rezeptor. Die dadurch ausgeltste Depolarisation der Zellen flihrt zu Aktivierung
spannungsabhéngiger Calciumkanéle (voltage gated calcium channels, VGCC), wodurch ein starker
Calciumeinstrom in die Zelle ausgeltst wird (Dajas-Bailador 2002). Dieser Calciumeinstrom durch
VGCC’s macht den groBiten Anteil des intrazelluldren Calciumanstiegs nach Aktivierung von nAChR
an SHSY-5Y Zellen aus (Dajas-Bailador 2002). Zu einem geringeren Teil 16st die Aktivierung nAChR
allerdings auch einen sogenannten ,,calcium-induced calcium release* (CICR) aus, bei dem durch den
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration zusétzlich auch eine Freisetzung von Calcium aus
intrazellularen Calciumspeichern, wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER), ausgelést wird (Dajas-
Bailador 2002). Im Gegensatz zur Aktivierung von nAChR fihrt die Aktivierung von mAChR zu
keinem Einstrom von Calcium (ber den Rezeptor selbst, sondern zu einer Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Signalkaskaden, in deren Folge ebenfalls eine Freisetzung von Calcium aus dem ER
hervorgerufen wird. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass die Aktivierung mAChR zu einem
gewissen Teil auch einen Einstrom von Calcium durch VGCC hervorrufen kann (Bannister et al. 2004,
Tai et al. 2006).

Durch die hier durchgefiihrte Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von TPM auf ACh-
induzierte Calciumsignale auf einer Beeinflussung nikotinischer und muskariner AChR beruhen muss,
da die Wirkung von TPM auf Nikotin-induzierte Calciumsignale nicht vollstdndig mit der TPM-

Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale Ubereinstimmt (Abbildung 26). Der groRte Unterschied
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liegt dabei in der TPM-Wirkung auf die induzierten Calciumsignale der jeweils letzten applizierten
ACh- oder Nikotin-Stimulation. Wéhrend die Vorbehandlung der Zellen mit TPM auch bei der letzten
applizierten ACh-Stimulation eine Verstarkung und Beschleunigung der induzierten Calciumsignale
auslost, liegt bei der Nikotin-Stimulation nur eine Verstarkung, aber keine Beschleunigung der
Calciumsignale vor. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine stabile Beeinflussung der ACh-induzierten
Calciumsignale aller applizierten Stimulationen durch TPM nur dann auftritt, wenn neben nAChR auch
mMAChHR aktiviert werden und dass die Wirkung von TPM somit auf einer Beeinflussung beider AChR-
Klassen beruht. Der Umstand, dass dieser Unterschied gar nicht erst aufgefallen ware, wenn die Zellen
nur einmalig mit ACh stimuliert worden waren, zeigt, dass der gewahlte Versuchsaufbau zur multiplen
Stimulation sehr gut geeignet ist um eine umfassende und detaillierte Analyse der TPM-Wirkung zu

ermoglichen.

Ein mdglicher Mechanismus, tber den TPM sowohl die nAChR- als auch die mAChR-vermittelten
Calciumsignale beeinflussen kdnnte, ware die Modulation der AChR- und/oder lonenkanal-Ausstattung
der Zellen. So ist beispielsweise bekannt, dass der Aufbau von nAChR aus den verschiedenen o und f3-
Untereinheiten einen starken Einfluss auf die Signaltransmission tiber die AChR besitzt (Bertrand S.
und Betrand D. 2004, Albuquerque et al. 2009). Homomere a7-nAChR weisen beispielsweise eine
deutlich héhere Permeabilitat fir Calciumionen auf als andere nAChR-Subtypen und besitzen zudem
auch eine deutlich schnellere Offnungs- und Desensitisierungskinetik (Chavez-Noriega et al. 1997,
Albuquerque et al. 2009). Werden a7-Untereinheiten gemeinsam mit anderen nAChR-Untereinheiten
exprimiert, so beeinflusst und veréndert das die Eigenschaften dieser nAChR deutlich (Criado et al.
2012).

Dariiber hinaus exprimieren  Neurone beispielsweise auch unterschiedliche  Subtypen
spannungsabhéngiger Calciumkanile (VGCC'’s), welche sich ebenfalls in Bezug auf ihre Eigenschaften
deutlich voneinander unterscheiden und deren veréndertes Vorliegen somit auch fur eine Modulation
ACh-induzierter Calciumsignale verantwortlich sein kdnnen (Gurkoff et al. 2013). So besitzen
beispielsweise R-Typ VGGC’s ein Aktivierungspotenzial von -25 bis -40 mV auf und inaktivieren
innerhalb von 50-100 ms. Im Vergleich dazu sind T-Typ VGCC’s bereits bei ca. -70 mV aktivierbar

und zeigen eine schnellere Inaktivierungsgeschwindigkeit von nur 10-70 ms (Gurkoff et al. 2013).

Die unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften verschiedener nAChR- und VGCC-Subtypen
zeigt, dass eine Beeinflussung der Expression solcher Rezeptoren und/oder lonenkanéle in Folge der
Vorbehandlung der Zellen mit TPM durchaus als méglicher Mechanismus in Frage kommt, iber den

TPM die ACh-induzierten Calciumsignale in den verwendeten SHSY-5Y Zellen beeinflusst.
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5.2 Die Wirkung von TPM unterscheidet sich in An- und Abwesenheit von GABA

Zusatzlich zur potenzierenden TPM-Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale in Abwesenheit von
GABA, wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass TPM in Anwesenheit von GABA einen
hemmenden Einfluss auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt (Abbildung 28). Dieses Ergebnis stellt

einen ganz neuen Aspekt der TPM-Wirkung dar, der in dieser Form bisher noch nicht untersucht wurde.

In friiheren Forschungsarbeiten wurde bisher nur die Wirkung von TPM auf das GABAerge System
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass TPM GABA-induzierte (Chlorid-) Strdme potenziert und
dass diese Wirkung abhangig davon ist, aus welchen Untereinheiten die jeweiligen GABA-Rezeptoren
aufgebaut sind (Gordey et al. 2000, Simeone et al. 2006, White et al. 1997, White et al. 2000). Im
Gegensatz dazu wurde in der hier durchgeflihrten Arbeit nicht die Wirkung von TPM auf das GABAerge
System untersucht, sondern es wurde ermittelt, welchen Einfluss die Aktivierung des GABAergen

Systems auf die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale besitzt.

5.2.1 Die Wirkung von GABA an den SHSY-5Y wird mdglicherweise Uber GABAs
Rezeptoren vermittelt

Bei der Untersuchung der TPM-Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale in Anwesenheit von
GABA konnte zunachst gezeigt werden, dass die Anwesenheit von GABA selbst keinen starken Einfluss
auf die ACh-induzierten Calciumsignale besitzt (Abbildung 27). Dieses Ergebnis kann so interpretiert
werden, dass die verwendeten SHSY-5Y Zellen mdglicherweise kein ionotropes GABAerges System
besitzen.

Wie das cholinerge System besteht auch das GABAerge System von Neuronen sowohl aus ionotropen,
GABAA-, als auch auf metabotropen, GABAg-Rezeptoren (Chebib und Johnston 1999). Wahrend die
Aktivierung von GABAA Rezeptoren eine schnelle Hyperpolarisation und Hemmung der Neurone Uber
den Einstrom von Chloridionen durch den Rezeptor hervorruft, fihrt die Aktivierung metabotroper
GABAg Rezeptoren zur Aktivierung von G-Protein gekoppelten Signalkaskaden und zu einer

langsameren Hemmung der Neurone (Chebib und Johnston 1999).

Expressionsanalysen, die in friilheren Forschungsarbeiten durchgefiihrt wurden, konnten zeigen, dass die
verwendeten SHSY-5Y Zellen sowohl Untereinheiten ionotroper, als auch metabotroper GABA
Rezeptoren aufweisen (Kurecka et al. 2013, Xing et al. 2019). Eine funktionelle Analyse des
GABAergen Systems Uber die Analyse des Einflusses von GABA auf ACh-induzierte Calciumsignale,
wie sie im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, wurde in dieser Form in friheren
Arbeiten an SHSY-5Y allerdings noch nicht durchgefiihrt.

Um die hier erhaltenen Ergebnisse dennoch einordnen zu konnen, lasst sich der hier nachgewiesene
Einfluss von GABA auf ACh-induzierte Calciumsignale mit dem Einfluss von GABA auf ACh-
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induzierte Calciumsignale an anderen neuronalen Modellsystemen vergleichen. Betrachtet werden kann
dabei beispielsweise der Einfluss von GABA auf ACh-induzierte Calciumsignale an Kenyonzellen der
Honigbiene. Wie alle Kenyonzellen der Insekten weisen auch diese ein funktionelles cholinerges und
ein funktionelles GABAerges System auf, welches sowohl aus ionotropen, als auch aus metabotropen
Neurotransmitter-Rezeptoren besteht (Cayre et al. 1999). An diesen Neuronen konnte gezeigt werden,
dass die gepaarte Stimulation von GABA + ACh zu einer starken Dampfung ACh-induzierter
Calciumsignale fihrt (Raccuglia und Mueller 2014). Da diese Dampfung ACh-induzierter
Calciumsignale auch mit dem GABAAa-Agonisten Muscimol, nicht aber mit dem GABAg-Agonisten 3-
APMPA nachweisbar war, beruht die GABA-induzierte Hemmung ACh-induzierter Calciumsignale an
diesen Neuronen vornehmlich auf der Aktivierung ionotroper GABA-Rezeptoren (Raccuglia und
Mueller 2014).

Da ein vergleichbarer Einfluss von GABA auf die ACh-induzierten Calciumsignale an den hier
gemessenen SHSY-5Y Zellen nicht nachweisbar war, kann davon ausgegangen werden, dass die SHSY -
5Y Zellen mdglicherweise kein funktionelles ionotropes GABAerges System aufweisen und dass die
Beeinflussung der SHSY-5Y Zellen durch GABA somit auf einer Aktivierung metabotroper GABAg-

Rezeptoren beruht.

5.2.2 Eine GABA-induzierte Modulation der Translation als Grundlage der hemmenden
TPM-Wirkung

Das im Rahmen der hier durchgefuhrten Arbeit erhaltene Ergebnis, dass sich die Wirkung von TPM in
Anwesenheit von GABA von der Wirkung in Abwesenheit von GABA unterscheidet, lasst sich am
ehesten damit erkléren, dass durch die Anwesenheit von GABA zentrale intrinsische Prozesse der
gemessenen Neurone beeinflusst werden und dies dann die Grundlage fir die Ausbildung der
hemmenden TPM-Wirkung darstellt.

Bei der detaillierten Analyse, welche intrinsischen Prozesse méglicherweise durch GABA moduliert
werden und dartiber die Grundlage fur die Ausbildung der hemmenden TPM Wirkung darstellen, konnte
gezeigt werden, dass eine Beeinflussung der Translation einen méglichen Mechanismus darstellt, Giber
den GABA die gemessenen Neurone beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass TPM in Anwesenheit
des Translationsinhibitors Emetin die gleiche hemmende Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale

besitzt, wie in Anwesenheit von GABA nachweisbar ist (Abbildung 40).

Eine beeinflusste Translation der Zellen durch GABA koénnte die Zellphysiologie und intrinsische
Erregbarkeit der Zellen so beeinflussen, dass TPM an diesen Zellen keine stimulierende, sondern eine

hemmende Wirkung besitzt.
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Ein direkter Nachweis, dass GABA die Proteintranslation in Neuronen beeinflusst und dartiber auch die
Wirkung neuromodulativer Wirkstoffe wie TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale moduliert, konnte
in friheren Forschungsarbeiten in dieser Form noch nicht erbracht werden. Allerdings finden sich in der
Literatur einige Hinweise darauf, dass eine GABA-induzierte Beeinflussung der Translation
grundsatzlich mdglich sein kann. Zum einen konnte gezeigt werden, dass bestimmten
Transkriptionsfaktoren, wie ATF4/CREB2 und CHOP direkt mit GABAg-Rezeptoren interagieren
kénnen (Terunuma 2018). Auch wenn die physiologische Bedeutung dieser Interaktion noch nicht
vollstandig aufgeklart werden konnte, konnte zumindest gezeigt werden, dass die Aktivierung von
GABAg-Rezeptoren die Translokation von ATF4/CREB2 in und aus dem Zellkern beeinflusst
(Terunuma 2018). Auf diese Weise konnte die Aktivierung von GABAg-Rezeptoren mdglichweise mit
einer veranderten Transkription in Verbindung stehen und dartiber méglicherweise auch die Translation
beeinflussen. Zudem konnte auch gezeigt werden, dass die Inkubation hippocampaler Neurone mit dem
GABAG&-Rezeptor Agonisten Baclofen zu einer Beeinflussung des Transkriptoms dieser Zellen flhrt
(Ghorbel et al. 2005). Darlber hinaus konnte auch nachgewiesen werden, dass die Prozesse, die der
homdostatischen Plastizitat hippocampaler Synapsen zugrunde liegen, translationsabhédngig sind und
das Proteom der beteiligten Neurone verandern (Schanzenbéacher et al. 2016). Somit ist es durchaus
wahrscheinlich, dass auch eine Aktivierung des GABAergen Systems (ber einen Zeitraum von 30
Minuten, wie es im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, translationsabhangige

Verénderungen der Neurone hervorrufen kann.

Eine umfassende Analyse, ob und in welcher Form GABA an den hier verwendeten SHSY-5Y Zellen
eine translationsabhangige Verénderung des Proteoms hervorruft, kdnnte (ber die Anwendung von
Silcat (stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture) oder Boncat (bio-orthogonal non-
canonical amino acid tagging)-Verfahren durchgefiihrt werden (Schanzenbécher et al. 2016, Stone et
al. 2017). Allerdings sind diese Verfahren sehr zeitaufwandig, da sie eine umfassende bioinformatische
Analyse der erhaltenen Datensédtze voraussetzen, sodass eine solche Analyse in eigenstandigen

zukiinftigen Forschungsarbeiten untersucht werden miissten.

5.3 Sirt-1 spielt sowohl bei der hemmenden, als auch bei der stimulierenden TPM-
Wirkung zentrale Rolle

Zusétzlich zum Nachweis, dass die Anwesenheit des Translationsinhibitors Emetin eine hemmende
Wirkung von TPM auf ACh-induzierte Calciumsignale hervorruft, konnte im Rahmen der hier
durchgefuhrten Arbeit auch gezeigt werden, dass eine hemmende TPM-Wirkung auf ACh-induzierte

Calciumsignale in Anwesenheit des Sirt-1 Inhibitors Inauhzin auftritt (Abbildung 35).
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Dieses Ergebnis zeigt, dass die Aktivitat der Deacetylase Sirt-1 womdglich eine zentrale Rolle bei
Vermittlung und Ausbildung der hemmenden TPM-Wirkung besitzt. Im Gegensatz zur Translation, die
ja einen breitgefacherten Prozess darstellt, liegt durch die Identifizierung von Sirt-1 somit eine konkrete

Zielstruktur vor, deren Rolle fiir die Auspragung der TPM-Wirkung gezielt untersucht werden kann.

Uber den Zusammenhang der TPM-Wirkung mit der Aktivitat von Deacetylasen ist aus fritheren
Forschungsarbeiten bisher nur bekannt ist, dass TPM eine Hyperacetylierung des Histons H4 in HeL a-
Zellen hervorrufen kann (Eyal et al. 2004). Somit stellt das hier erhaltene Ergebnis, dass die Wirkung
von TPM mdoglicherweise mit der Aktivitdat der Deacetylase Sirt-1 in Verbindung steht, einen

vollkommen neuen und sehr vielversprechenden Ansatz zur Aufklarung der TPM-Wirkung dar.
5.3.1 Sirt-1 kdnnte eine GABA-induzierte Beeinflussung der Translation vermitteln

Bei Sirt-1 handelt es sich um eine NAD*-abhéngige Deacetylase der Klasse der Sirtuine, welche in
vielen verschiedenen Organismen hochkonserviert vorliegt (Morris 2012). Sirt-1 stellt eine Deacetylase
mit zentralen regulatorischen Funktionen in unterschiedlichen Zelltypen dar und besitzt unteranderem
auch in Neuronen zentrale Schliisselfunktionen (Herskovits und Guarante 2014). So konnte gezeigt
werden, dass Sirt-1 eine Rolle bei der Entwicklung von Neuronen, bei der Steuerung des circadianen
Rhythmus und bei Prozessen wie Lernen und Gedéchtnisbildung besitzt (Herskovits und Guarante
2014). Zudem besitzt Sirt-1 einen Einfluss auf eine Reihe neurodegenerativer Erkrankungen wie

Alzheimer, Parkinson und multipler Sklerose (Herskovits und Guarante 2014).

Als eine der wenigen Deacetylasen kann Sirt-1 sowohl im Cytosol, als auch im Zellkern vorliegen und
so in beiden Zellkompartimenten Proteine deacetylieren (Morris 2012). Der Transport der Deacetylase
vom Cytosol in den Zellkern und zurlick wird dabei durch bestimmte Import-Sequenzen (NLS, nuclear
localization signal) und Export-Sequenzen (NES, nuclear exportation signal) innerhalb der 747
Aminosdure umfassenden Proteinsequenz von Sirt-1 ermdglicht (Abbildung 45, Canté und Auwerx
2012).

Zielproteine im Cytosol, die durch Sirt-1 deacetyliert werden, sind beispielsweise die Acetyl-CoA-
Synthetase 1 (AceCS-1), die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), sowie Komponenten
der Autophagy-Maschinerie (Cant6 und Auwerx 2012). Im Zellkern katalysiert Sirt-1 unter anderem die
Deacetylierung von Transkriptionsfaktoren, sowie von Histonproteinen. Die Histonmodifikationen
H3K9ac und H4K16ac stellen dabei sehr spezifische Targets von Sirt-1 dar. Dartiber hinaus ist Sirt-1
auch bei der Vermittlung von Histon- und DNA-Methylierungen beteiligt (Jing und Lin 2015).
Insbesondere aufgrund der vielfaltigen Zielstrukturen im Zellkern besitzt Sirt-1 somit einen
umfassenden Einfluss auf Transkriptionsprozesse und beeinflusst auf diesem Weg méglicherweise auch

die darauffolgende Translation in den Zellen. Dieser Zusammenhang macht Sirt-1 zum potenziellen

Seite | 97



Diskussion

Vermittler einer beeinflussten Translation, welche als Grundlage des Einflusses von GABA auf die TPM

Wirkung in Frage kommt.

Die Aktivitat von Sirt-1 ist eng an das Vorliegen von NAD* gekoppelt, da bei der Deacetylierung von
Proteinen durch Sirt-1 die Acetyl-Gruppe des Zielproteins auf NAD" (ibertragen wird (Jing und Lin
2015). Allerdings ist heute bereits bekannt, dass nicht nur die Menge von NAD* die Aktivitat von Sirt-
1 steuert, sondern dass die Sirt-1 Aktivitat vielmehr auch durch posttranslationale Modifikationen, wie
Phosphorylierungen, beeinflusst werden kann (Sasaki et al. 2008). Bisher sind 13 verschiedene
Positionen bekannt, an denen Sirt-1 phosphoryliert werden kann (Sasaki et al. 2008). Einige dieser
Phosphorylierungsstellen sind bereits recht gut untersucht, sodass bereits erste Aussagen Uber die
Bedeutung dieser Phosphorylierungen fiir die Funktion von Sirt-1 getroffen werden kénnen (Abbildung
45).

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Sirt-1 am Serinrest 434,
welcher im Bereich der katalytischen Domane des Proteins liegt, zu einer verstarkten Aktivitat von Sirt-
1 fiihrt (Abbildung 45, Gerhart-Hines et al. 2011). Nachgewiesen wurde die verstérkte Sirt-1 Aktivitat
dabei Uber die Reduktion der PGC-la-Acetylierung, einer Sirt-1 spezifischen Zielstruktur. Die
detaillierte Analyse der Ser434-Phosphorylierung konnte zudem zeigen, dass diese Phosphorylierung
durch den cAMP-PKA-Signalweg vermittelt wird (Gerhart-Hines et al. 2011).

NLS1 NES1 NLS2 NES2
(35-45) (138-145) (223-230) (425-431)
[] H I[ Sirtuin homology domamm ]
236 490
Ser47 Ser434
A A
TPM CAMP/PKA

Abbildung 45: Aufbau des Sirt-1 Proteins mit NSL und NES Sequenzen und den Phosphorylierunsgstellen an Ser47
und Ser434

Das Sirt-1 Protein weist jeweils zwei NLS und zwei NES Sequenzen auf. Die Phosphorylierungsstelle an Ser434 liegt im
Bereich der katalytischen Doméne und kann durch den cAMP/PKA Weg vermittelt werden. Die Phosphorylierungsstelle an
Ser47 liegt im N-terminalen Bereich und kann méglicherweise durch TPM vermittelt werden.

Abbildung modifiziert nach Cant6 und Auwerx 2012.

Diese Phosphorylierung von Sirt-1 an Ser434 und die damit verbundene Regulierung ihrer Aktivitat
kdnnte dabei auch in Verbindung mit einem aktivierten GABAergen System stehen. Es ist bekannt, dass
eine Aktivierung metabotroper GABA-Rezeptoren eine Hemmung von Adenylatcyclasen (AC)
hervorrufen kann (Terunuma et al. 2018). Adenylatcyclasen sind Enzyme, die die Umwandlung von

ATP in cCAMP Katalysieren, weshalb eine Aktivierung des GABAergen Systems eine Reduktion des
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CAMP-Spiegels der Zellen zur Folge haben kann (Sadana und Dessauer 2009, Terunuma et al. 2018).
CAMP stellt einen wichtigen second messenger in den Zellen dar, dessen Hauptfunktion die Aktivierung
der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (PKA) darstellt, sodass eine GABA-induzierte Reduktion des
CAMP-Spiegels auch eine Hemmung der PKA-Aktivitat hervorrufen kann (Terunuma 2018). Auf diese
Weise ist es durchaus méglich, dass die Anwesenheit von GABA an den hier verwendeten SHSY-5Y
Zellen (ber die Beeinflussung des cAMP/PKA-Signalweges die Phosphorylierung von Sirt-1 an Ser434

beeinflusst und so die Aktivitat von Sirt-1 reguliert.

Auf diese Weise konnte eine GABA-induzierte Beeinflussung der Sirt-1 Aktivitdt das zentrale
Verbindungsglied zur moglicherweise in Anwesenheit von GABA auftretenden Beeinflussung der
Translation darstellen.

Bei der detaillierten Aufklarung dieser moglichen Signalkaskade im Rahmen von zukiinftigen
Forschungsarbeiten ist allerdings auch zu berticksichtigen, dass die Ergebnisse der hier durchgefiihrten
Arbeit Hinweise darauf geben, dass eine GABA-induzierte Hemmung der PKA wahrscheinlich nicht
den alleinigen Hauptmechanismus darstellt, tber den GABA die Sirt-1 Aktivitat reguliert und die
hemmende Wirkung von TPM hervorruft. Dies zeigt sich dadurch, dass eine Hemmung der PKA-
Aktivitat Gber RP-cAMPs alleinig nicht ausreicht, um den gleichen hemmenden Einfluss von TPM auf
ACh-induzierte Calciumsignale hervorzurufen, wie er in Anwesenheit von GABA vorliegt (Abbildung
31). Auch hierbei liegt der entscheidende Unterschied in der Auspragung der TPM-Wirkung auf die
letzte durchgefiihrte Stimulation, was nochmals zeigt, wie wichtig die Durchfiihrung multipler
Stimulationen fir die Interpretation der Ergebnisse ist. Dass eine Hemmung der PKA mit RP-cAMPs
nicht ausreicht, um dieselbe hemmende Wirkung von TPM hervorzurufen, wie sie in Anwesenheit von
GABA auftritt, kann moglicherweise dadurch erklart werden, dass eine GABA-induzierte Reduktion
des cAMP-Spiegels nicht nur zur Beeinflussung der PKA-Aktivitat fiihren kann. So stellt cAMP
beispielsweise nicht nur einen wichtigen Regulator der PKA-Aktivitat, sondern auch der Aktivitat von
Epac (exchange factor directly activated by cAMP) dar (Cheng et al. 2008). Da das cAMP-Analogon
RP-cAMPs jedoch nur eine spezifische Inhibition der PKA, nicht aber von Epac, hervorruft, ist es
moglich, dass dies den Grund dafur darstellt, warum eine RP-cAMPs-induzierte Hemmung der PKA
nicht ausreicht, um die gleiche hemmende TPM-Wirkung wie in Anwesenheit von GABA
hervorzurufen. Es ist moglich, dass nicht nur die Aktivitat der PKA, sondern auch die Aktivitat von
Epac und der von Epac regulierten Proteinkinasen (z.B. die p38-MAPK) eine Rolle bei der GABA-

induzierten Beeinflussung der Sirt-1 Aktivitat spielen.

Seite | 99



Diskussion

5.3.2 Die stimulierende TPM Wirkung steht mit einem vermehrten Vorliegen von pSirt-1
im Zellkern in Verbindung

Dass die Deacetylase Sirt-1 eine zentrale Rolle bei der Ausbildung der Wirkung von TPM auf ACh-
induzierte Calciumsignale spielt, konnte im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit allerdings nicht nur
dadurch gezeigt werden, dass Sirt-1 eine zentrale Rolle bei der Ausbildung der hemmenden TPM-
Wirkung besitzt. Vielmehr konnte auch nachgewiesen werden, dass Sirt-1 auch eine wichtige Funktion

auch bei der Ausbildung der stimulierenden TPM-Wirkung besitzt.

So konnte anhand von immunhistologischen Farbungen und der Durchfiihrung von ELISA-Assays
gezeigt werden, dass die Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit TPM eine Zunahme von pSirt-1 im
Zellkern der SHSY-5Y Zellen hervorruft und dass TPM eine gesteigerte Aktivitat von Sirt-1 verursacht,
da eine Reduktion der Histonmodifikation H3K9ac nachweisbar war (Abbildung 41, Abbildung 42).
Diese Ergebnisse geben klare Hinweise darauf, dass TPM einen aktivierenden Einfluss auf Sirt-1 besitzt
und dass diese Wirkung mit der stimulierenden TPM-Wirkung auf ACh-induzierte Calciumsignale in

Verbindung stehen kann.

Die im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit untersuchte Phosphorylierung von Sirt-1 (pSirt-1) liegt
am Serinrest 47 und damit im N-terminalen Bereich des Sirt-1 Proteins (Abbildung 45). In anderen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Sirt-1 an Ser47 sowohl durch die c-Jun
N-terminale Kinase JNK1, als auch durch die Ca?*/Calmodulin-abhangige Protein Kinase Kinase B
(CaMKK)f vermittelt werden kann (Nasrin et al. 2009, Wen et al. 2013). Die Phosphorylierung an dieser
Position steht dabei mit einer Aktivierung und Stabilisierung von Sirt-1 in Verbindung (Nasrin et al.
2009, Wen et al. 2013). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Ser47-Phosphorylierung von Sirt-1
daruber hinaus allerdings noch andere Funktionen besitzt. Zum einen verandert diese Phosphorylierung
die Substratspezifitat von Sirt-1, da Sirt-1 nur im phosphorylierten Zustand H3 deacetyliert, wohingegen
die Deacetylierung von p53 unabhédngig von einer Sirt-1 Phosphorylierung stattfindet (Nasrin et al.
2009). Zum anderen flihrt die Phosphorylierung von Sirt-1 an Ser47 auch zu einer vermehrten
Translokation von Sirt-1 in den Zellkern, sodass die Phosphorylierung von Sirt-1 an diesen Positionen
mdglicherweise nicht nur mit einer Aktivierung, sondern auch mit der Lokalisation von Sirt-1 in
Verbindung steht (Nasrin et al. 2009).

Auch wenn im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit nicht ermittelt werden konnte, welche Kinase
die Phosphorylierung von Sirt-1 an der untersuchten Position Ser47 vermittelt, stimmen die erhaltenen
Ergebnisse der hier durchgefiihrten Arbeit dennoch mit den beschriebenen Angaben aus der Literatur
Uberein. So konnte hier gezeigt werden, dass durch TPM eine vermehrte Lokalisation von pSirt-1 im
Zellkern auftritt (Abbildung 41) — dies stimmt mit Beobachtungen anderer Arbeiten iberein, in denen

gezeigt werden konnte, dass die Phosphorylierung an Ser47 eine gesteigerte Translokation in den
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Zellkern verursacht (Nasrin et al. 2009). Zudem konnte hier gezeigt werden, dass gemeinsam mit dem
vermehrten Vorliegen von pSirt-1 auch eine Zunahme der Sirt-1 spezifischen Deacetylierung von
H3K9ac auftritt (Abbildung 42), was mit dem Nachweis einer erhéhten Sirt-1 Aktivitat durch die Ser47-

Phosphorylierung aus anderen Arbeiten Ubereinstimmt (Nasrin et al. 2009, Wen et al. 2013).

Somit ist es durchaus mdglich, dass TPM eine Aktivierung von Sirt-1 hervorruft und diese Aktivierung
von Sirt-1 somit auch mit den beschleunigten und verstarkten ACh-induzierten Calciumsignalen in
Anwesenheit von TPM in Verbindung steht. Gestlitzt wird diese Annahme auch dadurch, dass in einer
anderen Forschungsarbeit bereits gezeigt werden konnte, dass eine Aktivierung von Sirt-1 zu einer
gesteigerten Expression der a7-Untereinheit nikotinischer Acetylcholinrezeptoren fiihrt (Cao et al.
2020). Somit kdnnte TPM Uber die Aktivierung von Sirt-1 die Expression von Acetylcholin-Rezeptoren
beeinflusst, was dann, wie bereits beschrieben, die molekulare Grundlage fir die verstarkten und

beschleunigten ACh-induzierten Calciumsignale in Anwesenheit von TPM darstellt.
5.3.3 Sirt-1 wird moglicherweise komplex reguliert

In den vorherigen Abschnitten wurde beschrieben, dass die Aktivitat von Sirt-1 moglicherweise sowohl
durch GABA, als auch durch TPM beeinflusst wird. Das wiirde bedeuten, dass Sirt-1 einer
,Doppelregulation® unterliegt. Dass das tatsédchlich durchaus wahrscheinlich ist, zeigt sich dadurch, dass
die TPM-induzierte Zunahme von pSirt-1 im Zellkern auch in Anwesenheit von Inauhzin auftritt und

somit unabhéngig von der Inauhzin-induzierten Hemmung von Sirt-1 vermittelt wird (Abbildung 43).

Wie genau diese doppelte Regulation auf molekularer Ebene ablaufen kénnte, konnte im Rahmen der
hier durchgefiihrten Arbeit nicht aufgeklart werden. Das liegt zum Teil auch daran, dass Inauhzin zwar
als spezifischer Sirt-1 Inhibitor beschrieben wird, aber noch recht wenig (iber den genauen Mechanismus
der hervorgerufenen Sirt-1 Hemmung bekannt ist. Die Wirkung von Inauhzin wurde bisher vor allem
auf Substratebene untersucht, wobei gezeigt werden konnte, dass Inauhzin die Sirt-1 spezifische
Deacetylierung von p53 hemmt (Zhang Y. et al. 2012, Zhang Qi et al. 2012). Der genaue Mechanismus,
uber den Inauhzin Sirt-1 hemmit, ist allerdings bisher noch nicht vollstdndig aufgeklart. Bei anderen Sirt-
1 Inhibitoren, wie Ex-527, konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von Sirt-1 auf einer Blockade der
Produktfreisetzung beruht (Gertz et al. 2013). Es ist mdglich, dass Inauhzin die Sirt-1 Aktivitat auf

ahnliche Weise hemmt.

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Arbeit konnte gezeigt werden, dass Inauhzin weder ACh-induzierte
Calciumsignale, noch das Vorliegen von pSirt-1 im Zellkern der Neurone beeinflusst (Abbildung 34,
Abbildung 43). Dennoch fiuhrt die Anwesenheit von Inauhzin zu einem hemmenden Einfluss von TPM
auf ACh-induzierte Calciumsignale (Abbildung 35). Das zeigt, dass moglicherweise die TPM-induzierte
Phosphorylierung von Sirt-1 an Ser47 bei gleichzeitiger Beeinflussung ihrer enzymatischen Aktivitét

die Grundlage fur die hemmende TPM-Wirkung darstellt. Mdoglicherweise stellen also die

Seite | 101



Diskussion

Beeinflussung der Aktivitdt von Sirt-1 durch Inauhzin und die Beeinflussung von Sirt-1 durch die

Phosphorylierung zwei Prozesse dar, welche zusammenwirken und sich gegenseitig beeinflussen.

Auf diese Weise konnte auch die hemmende TPM-Wirkung in Anwesenheit von GABA erklart werden.
Wie bereits beschrieben, kénnte GABA unter anderem (ber den cAMP-PKA-Signalweg zu einer
Reduktion der Phosphorylierung von Sirt-1 an Ser434 fuhren und dadurch die Aktivitat von Sirt-1
reduzieren. Somit lage bei der Vorbehandlung der Zellen mit GABA + TPM ebenfalls eine reduzierte
Sirt-1 Aktivitat gemeinsam mit einem verstéarkten, durch TPM induzierten, Vorliegen von pSirt-1 im
Zellkern vor, was auch hierbei die molekulare Grundlage der hemmenden TPM Wirkung darstellen

kodnnte.

Diese Zusammenhange stellen somit vielversprechende Ansétze zur Aufklarung der TPM-Wirkung in
An- und Abwesenheit von GABA dar. Jedoch ist noch eine Reihe weiterer Experimente nétig, um den
genauen Wirkmechanismus aufklaren zu kdnnen. So muss beispielsweise aufgeklart werden, ob GABA
tatséchlich die Phosphorylierung von Sirt-1 beeinflusst, ob sich dies auf die Aktivitat von Sirt-1
auswirkt, ob TPM auch zum verstérkten VVorliegen von Phosphorylierungen an anderen Positionen fiihrt

und ob sich die Phosphorylierungen an unterschiedlichen Positionen gegenseitig beeinflussen etc..

5.4 Ausblick

5.4.1 Die TPM-Wirkung auf das cholinerge System ist wichtig fur die zuktnftige
Forschung

In friiheren Forschungsarbeiten wurde bisher nur die Wirkung von TPM auf das metabotrope cholinerge
System untersucht. Begriindet wurde dies damit, dass muskarine AChR die wichtigsten cholinergen
Rezeptoren im Gehirn darstellen und dass der grofite Teil der cholinergen Signaltransmission tber das
metabotrope cholinerge System ablauft (Palmieri et al. 2000, D‘Antuono et al. 2007). Diese
Einschatzung hélt heutigen Erkenntnissen nicht mehr stand, da heute bekannt ist, dass auch nikotinische,
ionotrope AChR wichtige Funktionen im zentralen Nervensystem besitzen und weit verbreitet in vielen
Hirnregionen vorliegen (McKay et al. 2007, Ahmed et al. 2017, Abbildung 46).
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Abbildung 46: Ubersicht Uber das Vorliegen der wichtigsten nAChR- und mAChR-
Untereinheiten in verschiedenen Regionen des Gehirns

PFC: Préfrontaler Cortex, LC: Locus Caeruleus, SN: Substantia nigra, VTA: Area tegmentalis ventralis
Bildquelle: Ahmed et al 2017.

Im Séugerhirn spielt ACh als neuromodulativer Transmitter bei der Regulation der erregenden und
hemmenden Signaltransmission eine wichtige Rolle und steuert sowohl die Freisetzung von Glutamat
und GABA, als auch die intrinsische Erregbarkeit der Neurone (Becchetti et al. 2015). Aus diesem
Grund fihren auch Fehlfunktionen des cholinergen Systems zur Aushildung schwerer neurologischer
Erkrankungen, wie Alzheimer, Parkinson, Schizophrenie oder eben auch Epilepsie (McKay et al. 2007).
Dennoch liegen bis heute zur Behandlung vieler Erkrankungen, die auf einer Fehlfunktion des
cholinergen Systems beruhen, nur wenige Medikamente vor, die direkt auf das cholinerge System
ausgerichtet sind (Oyrer et al. 2018). Das Ergebnis der hier durchgefiihrten Arbeit, dass das TPM auch
ACh-induzierte Calciumsignale moduliert, macht TPM zu einem solchen potenziellen Wirkstoff, der
zur Modulation des cholinergen Systems eingesetzt werden kann. Uber die Beeinflussung der ACh-
induzierten  Signaltransmission kann TPM einen entscheidenden Einfluss auf andere
Neurotransmittersysteme austiben und so nicht nur bei der Behandlung von Epilepsien Fehlregulationen
zwischen Erregung und Hemmung auf Ebene des Gesamtnetzwerkes beeinflussen. Somit stellen die hier
erhaltenen Ergebnisse eine wichtige Grundlage fiir weitere Wirkungsanalyse neuromodulativer Stoffe

wie TPM auf die cholinerge Signaltransmission dar.

5.4.1.1 TPM-Wirkung auf Sirt-1: Neuinterpretation der Wirkung von TPM auf weitere
Krankheitsbilder

TPM stellt nicht nur zur Behandlung von Epilepsie einen sehr potenten Wirkstoff dar, sondern kommt

auch als (potenzieller) Wirkstoff zur Behandlung einer Reihe anderer Erkrankungen in Frage. So wird
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TPM auch zur Behandlung von Migréane eingesetzt und verschiedene Forschungsarbeiten geben bereits
deutliche Hinweise darauf, dass TPM auch zur Behandlung von Neuralgien, Diabetes und Fettleibigkeit
eingesetzt werden kann (Shank und Maryanoff 2008). In vielen Fallen basieren die Erkenntnisse, dass
diese Erkrankungen ebenfalls mit TPM behandelt werden kénnen, auf Patientenstudien, bei denen
positive Auswirkungen der Verabreichung von TPM auf die Krankheitshilder und —symptome
beobachtet wurden (Shank und Maryanoff 2008). Eine umfassende Beschreibung molekularer Prozesse,
die der Wirksamkeit von TPM bei der Behandlung dieser weiteren Erkrankungen zugrunde liegen, liegt
in vielen Fallen bisher noch nicht vor (Shank und Maryanoff 2008).

Betrachtet man die Erkrankungen, fur die TPM mdglicherweise im off-label use angewendet werden
kann, ist auffallig, dass sich bei vielen dieser Erkrankungen auch die Verabreichung von Sirt-1
Agonisten als moglicher Therapieansatz erwiesen hat. Diese Ubereinstimmungen kénnten mit der im
Rahmen der hier durchgefihrten Arbeit aufgestellten Hypothese, dass TPM eine Aktivierung von Sirt-

1 hervorruft, erklart werden.

So konnte in verschiedenen Patientenstudien eine schmerzlindernde Wirkung von TPM bei der
Anwendung bei Neuralgien nachgewiesen werden (Raskin et al. 2004, Caroll et al. 2004, Durand et al.
2005, Benoliel et al. 2007, Siniscalchi et al. 2007). Eine ebenfalls schmerzlindernde Wirkung wurde
auch bei der Verabreichung von Agonisten von Sirt-1 nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
Sirt-1 Agonisten im Neuralgie-Modellsystem einen entziindungshemmenden Einfluss besitzen und die
Schmerzempfindlichkeit (Hyperalgesie) senken (Ly et al. 2015). Somit stellt die Aktivierung von Sirt-
1 eine alternative Strategie bei der Behandlung von Neuralgien dar. Auf diese Weise kénnte eine TPM-
induzierte Aktivierung von Sirt-1 auch eine mégliche Grundlage der schmerzlindernden Wirkung von
TPM darstellen.

Uber die Wirkung von TPM zur Behandlung von Diabetes und Fettleibigkeit konnte unteranderem
gezeigt werden, dass TPM die B-Oxidationsrate steigern kann und die Insulin-Insensitivitat aufheben
kann (Frigerio et al. 2006, Wilkes et al. 2005a, Wilkes et al. 2005b, Liang et al. 2005). Eine Steigerung
der B-Oxidationsrate konnte experimentell auch durch eine Aktivierung von Sirt-1 hervorgerufen
werden kann (Nogueiras et al. 2012, 22811431, Lavu et al. 2008, Sun et al 2007). Aufgrund dieser
ubereinstimmenden Wirkung zwischen TPM und Sirt-1 Agonisten kommt eine TPM-vermittelte Sirt-1
Aktivierung auch als Grundlage der TPM-Wirkung bei Diabetes und Fettleibigkeit in Frage.

In Bezug auf Migrane-Erkrankungen, bei denen TPM bereits zur effektiven Behandlung eingesetzt wird,
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Sirt-1 einen protektiven Effekt auf die mitochondrielle Funktion
in einem Ratten-Modellsystem chronischer Migréne besitzt und somit einen positiven Einfluss auf diese

Erkrankung besitzen kann (Liang et al. 2021). Somit kénnte auch hier eine TPM-induzierte Aktivierung
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von Sirt-1 den mdglichen molekularen Mechanismus darstellen, der TPM zu einem potenten Wirkstoff

zur Behandlung von Migrane macht.

5.4.2 GABA beeinflusst die TPM-Wirkung: Neuinterpretation der Wirkung von TPM auf
das glutamaterge System

Das zentrale Ergebnis dieser Arbeit, dass sich die Wirkung von TPM in An- und Abwesenheit von
GABA deutlich voneinander unterscheidet, zeigt, dass die isolierte Betrachtung der Wirkung von TPM
auf nur ein Transmittersystem maglicherweise nicht immer die korrekte Interpretation der TPM-
Wirkung zuldsst. Somit kann es durchaus wichtig und auch notwendig kein, den Einfluss der

hemmenden Signaltransmission auf die TPM-Wirkung auch in Zukunft zu berticksichtigen.

So ware es beispielsweise zumindest theoretisch mdglich, dass GABA auch die Wirkung von TPM auf

das glutamaterge System beeinflusst.

Fir die Wirkung von TPM auf das glutamaterge System konnte unteranderem gezeigt werden, dass
TPM an Astrocyten einen hemmenden Einfluss auf Kainat-induzierte Calciumsignale besitzt
(Angehagen et al. 2004). Diese hemmende Wirkung von TPM kann verstarkt werden, wenn die Zellen
vor der Behandlung mit TPM mit dem PKA-Inhibitor H89 inkubiert werden. Erklart wurde dieses
Ergebnis dadurch, dass die Anwesenheit von H89 dazu fiihrt, dass mogliche Zielstrukturen von TPM, -
wie die AMPA-Rezeptoren-, unphosphoryliert vorliegen, wodurch TPM eine hohere Wirksamkeit
besitzt (Abbildung 47, A ; Angehagen et al. 2004). Was dieses Ergebnis unter physiologischen
Bedingungen bedeutet, wurde allerdings nicht n&her beschrieben.
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Abbildung 47: Schematische Darstellung der TPM Wirkung auf Kainat-induzierte Calciumsignale basierend auf der
Arbeit von Angehagen et al (2004) (A) und unter Anwendung der hier neu aufgestellten Hypothese des
Wirkmechanismus (B)

A: Es konnte gezeigt werden, dass TPM einen hemmenden Einfluss auf Kainat-induzierte Calciumsignale besitzt und dass die
Hemmung der PKA tber den Inhibitor H89 diese Wirkung zusétzlich verstarkt.

B: In Anlehnung an die hier neu aufgestellte Hypothese zum Wirkmechanismus von TPM kénnte auch eine Beeinflussung der
Sirt-1 Aktivitdt durch TPM die Grundlage fir den hemmenden Einfluss von TPM auf Kainat-induzierte Calciumsignale
darstellen. Eine Hemmung der PKA, welche zur Verstarkung der hemmenden TPM-Wirkung fiihrt, kénnte dabei durch die
Aktivierung des GABAergen Systems hervorgerufen werden.

Unter Anwendung der hier neu aufgestellten Hypothese zum Wirkmechanismus von TPM ldsst sich der
hemmende Einfluss von TPM auf Kainat-induzierte Calciumsignale dabei méglicherweise auch ber
eine TPM-induzierte Aktivierung von Sirt-1 erklaren (Abbildung 47, B). Dabei kdnnte TPM (ber die
Aktivierung von Sirt-1 und die Beeinflussung von Transkriptions-/Translationsprozessen einen
hemmenden Einfluss auf Kainat-induzierte Calciumsignale besitzen. Dabei ist es durchaus mdglich,
dass die Aktivierung von Sirt-1 durch TPM unterschiedliche, hemmende und erregende, Auswirkungen

auf unterschiedliche Signaltransmissionssysteme besitzt.

Im physiologischen Kontext liegt natirlich kein H89 vor, welches eine Hemmung der PKA hervorrufen
konnte. Allerdings konnte eine Hemmung der PKA im physiologischen Kontext, wie bereits
beschrieben, durch die Anwesenheit von GABA hervorgerufen werden (Terunuma 2018). Somit kdnnte
unter physiologischen Bedingungen eine GABA-induzierte Hemmung der PKA ausreichend sein um
eine Verstarkung der hemmenden TPM-Wirkung auf Kainat-induzierte Calciumsignale hervorzurufen
(Abbildung 47, B).
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Da der Einfluss von GABA bei den bisher durchgefiihrten Untersuchungen zur Wirkung von TPM in
dieser Form noch nicht berlcksichtigt wurde, musste diese Hypothese natirlich noch durch
entsprechende Versuche genauer charakterisiert werden. Dabei ist auch zu beachten, dass mittlerweise
bekannt ist, dass H-89, obwohl oft als ,,spezifischer PKA-Inhibitor verwendet, auch eine Reihe von
anderen Kinasen unspezifisch hemmen kann (Lochner und Moolman 2006). Zudem besitzt H89 noch
eine Reihe weiterer Einfliisse, die unabhéngig von einer Hemmung der PKA stehen. So konnte gezeigt
werden, dass H89 als Antagonist von B-Adrenorezeptoren wirken kann und SERCA-Pumpen in
Muskelzellen hemmt. Zudem konnte eine hemmende Wirkung von H89 auf spannungsabhangige
Kaliumkanéle nachgewiesen werden (Lochner und Moolman 2006). Aus diesem Grund miisste zunéchst
durch die Verwendung anderer, spezifischer PKA-Inhibitoren bestatigt werden, dass die Hemmung der
PKA tatsachlich die hemmende TPM-Wirkung auf Kainat-induzierte Calciumsignale verstarkt, bevor

der Einfluss von GABA auf diese Wirkung umfassend charakterisiert werden kann.

5.4.3 Die gewonnenen Erkenntnisse helfen auch dem Verstéandnis der neuronalen
Regulation

Die Ergebnisse dieser Arbeit helfen allerdings nicht nur dabei, ein besseres Verstandnis Uber die
Wirkungseigenschaften von TPM zu erlangen, sondern kénnen dariiber hinaus auch dazu dienen,
umfassendere Einblicke in die Regulation der neuronalen Signaltransmission und Homdostase zu

gewinnen.

So kann beispielsweise das Ergebnis, dass die Aktivitat von Sirt-1 einen Einfluss auf ACh-induzierte
Calciumsignale besitzen kann, die Grundlage dafiir darstellen, die Funktion dieser Deacetylase auch bei
der zukunftigen Erforschung der cholinergen Signaltransmission und ihrer intrinsischen Regulation zu
beriicksichtigen. Die Vielzahl an Signalwegen, die durch Sirt-1 reguliert und beeinflusst werden kann,
macht die Untersuchung von Sirt-1 im Zusammenhang mit der cholinergen Signaltransmission zu einem
interessanten Forschungsschwerpunkt. Wenn durch zukiinftige Forschung aufgekléart werden kann,
welche Signalwege bei der Regulation von und durch Sirt-1 in Bezug auf das cholinerge System eine
Rolle spielen, kann dies einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis dieses Transmittersystems und seiner

Regulation leisten.

Dasselbe gilt dabei auch fir die Rolle von Sirt-1 in Bezug auf das GABAerge System. Das Ergebnis,
dass GABA mdglicherweise lber die Aktivitat von Sirt-1 die Translation der Zellen moduliert, konnte
in anderen Arbeiten in dieser Form noch nicht nachgewiesen werden und stellt somit eine ganz neue
Erkenntnis der GABA-induzierten neuronalen Regulation dar. Somit kann auch die Aufklarung der
dabei zugrundliegenden Signalprozesse helfen, ein besseres Verstdndnis uber den Einfluss der

hemmenden neuronalen GABA-Signaltransmission zu erhalten.
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6 Zusammenfassung

Eine TPM-induzierte Beeinflussung intrinsischer, regulatorischer Signalkaskaden stellt einen
potenziellen Wirkmechanismus dar, Uber den TPM die neuronale Signaltransmission auf vielfaltige Art
und Weise moduliert. Diese Hypothese wurde durch die Verwendung der humanen

Neuroblastomzellinie SHSY-5Y auf Einzelzellebene detailliert analysiert.

Dazu wurde die Wirkung von TPM auf Acetylcholin (ACh)-induzierte Calciumsignale an SHSY-5Y -
Zellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass TPM eine Verstarkung und Beschleunigung ACh-
induzierter Calciumsignale hervorruft. Uberraschenderweise wird diese TPM-Wirkung durch die
Anwesenheit von GABA beeinflusst, sodass TPM einen hemmenden Einfluss auf ACh-induzierte
Calciumsignale in Anwesenheit von GABA aufweist. Durch die genauere Analyse dieser hemmenden
TPM-Wirkung konnte gezeigt werden, dass die Deacetylase Sirt-1 eine Schliisselfunktion sowohl bei
der Ausbildung der hemmenden, als auch bei der Ausbildung der stimulierenden TPM-Wirkung besitzt.
Diese Ergebnisse geben einen klaren Hinweis darauf, dass die Wirkung von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale Uber die Beeinflussung der Sirt-1 Aktivitat vermittelt wird — ein Aspekt der auch in

zukiinftigen Untersuchungen der Wirkungseigenschaften von TPM berticksichtigt werden sollte.
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7 Summary

The modulation of intrinsic regulatory signaling cascades is a potential mechanism of action through
which TPM modulates the neuronal signal transmission. This hypothesis was investigated on single cell

level by using the human neuroblastoma cell line SHSY-5Y.

To elucidate the underlying mechanism of action, the effect of TPM on acetylcholine (ACh) -induced
calcium signals was investigated on SHSY-5Y cells. It could be shown that TPM increases and
accelerates ACh-induced calcium signals. Surprisingly, the inhibitory neurotransmitter GABA reverts
this TPM effect: TPM has an inhibitory effect on ACh-induced calcium signals in the presence of
GABA. A detailed analysis of this inhibiting TPM effect could show that the deacetylase Sirt-1 has a
key function both in the development of the inhibitory as well as in the development of the stimulating
TPM effect. These results provide a strong indication that the effect of TPM on ACh-induced calcium
signals is mediated by a TPM-induced modulation of the Sirt-1 activity - an aspect that should also be

taken into account in future studies concerning TPM’s effects.

Seite | 109



Verzeichnisse

8 Verzeichnisse

8.1 Abbildungsverzeichnis

Einleitung

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines neuronalen Netzwerkes anhand des Aufbaus des préfrontalen Cortex

(d =L O TSSOSO 8
Abbildung 2: Ubersicht verschiedener Rezeptor- und lonenkanaluntereinheiten, deren Mutationen mit der
Entstehung von Epilepsie in Verbindung gebracht WErden...........c.coveveiiiiiiiie s 10
Abbildung 3: Lokalisation nikotinischer Acetylcholinrezeptoren auf Pyramidenzellen und Interneuronen im
(00 1= TSRS P RO TROPR PR 12
Abbildung 4: Ubersicht verschiedener antiepileptische Wirkstoffe und ihrer  Zielstrukturen und
R AT AT T R eT T T=T ot g (- T 14
Abbildung 5: Chemische Strukturformel von Topiramat (TPM) .......cccviriiiiniinenseeeeesee s 15
Abbildung 6: Schematische Darstellung der méglichen Wirkung von TPM in einem Netzwerkverbund............ 18
Abbildung 7: Schematische Darstellung zur Analyse der Wirkungseigenschaften von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale in An- und Abwesenheit von GABA im Einzelzell-Modellsystem ..........ccccoveneininniieneicnnen, 20

Material und Methoden

Abbildung 8: Proliferationsfaktor ausdifferenzierter und undifferenzierter SHSY-5Y Zellen (A) und

Mikroskopische AUFNANMEN (B, C)...civveiiiieiic ettt te et e et e eae e ste e te e be e teesteaneesneesneeeis 30
Abbildung 9: Glasdeckglaschen, auf denen die Wachstumsflache der Zellen mit Hilfe eines schwarzen
PIaStIKITNGES DEGIENZE IST......ieiiiitie bbb bbb b bbbt b ettt 30
Abbildung 10: Ober- und Unterseite der DUrchflusskammern ... 31
Abbildung 11: Schematische Ubersicht tiber die zeitlichen Ablaufe der Calcium-Imaging Experimente............ 32
Abbildung 12: Schematischer (A) und technischer Aufbau (B) des Durchflusssystems mit Markierung aller Zu-
und Abléaufe (B) und Steuerungseinheit der ZUIAUTE (C) ...veiveiieiie et 35
Abbildung 13: Bildausschnitt mit den markierten lokalen Maxima nach Anwendung der FindFoci-Funktion (A)
und nach Anwendung des ROI-MAaKIOS (B) ......ccviiieiieiiiieiiesiee e st ste e te ettt te e ae e snaesteesteesteensesnseenee e 37
Abbildung 14: gRT-ZYKIUS-ProtOKOIL..........ccoioi et ae s 39
Abbildung 15: 12-Well-Silikonkammer auf einem ODJEKIIAQEr.......cccveviviiiiii e 41
Abbildung 16: Bildausschnitt mit den markierten Cytoplasma ROI’s (A) und den markierten Zellkern ROI’s (B)
.............................................................................................................................................................................. 43
Abbildung 17: Markierung der Zellkerne (A), entfernen der Zellkerne (B) und Markierung des Cytoplasmas ohne
Einbezug der Zellkerne (Treshold-Minimum = 1) ... 44
Abbildung 18: 30 uM TPM verstarkt den ACh-induzierten Calciumeinstrom an undifferenzierten (A) und
differenzierten Zellen (B) nach einmaliger Stimulation mit 5 UM ACh ... 48
Abbildung 19: Beispielverlauf der Fluoreszenzintensitat (mittlerer Grauwert) einer Zelle wéahrend der multiplen
YU 4 0] LA To ] OO UTT TP PR 49
Abbildung 20: Berechnung des Variationskoeffizienten vor Zugabe der Stimulation.............cccccooeiiiiinnnn, 51
Abbildung 21: Schematische Darstellungen der Einteilung der Zellen..........ccocooveriiiiieincieiscneese e 52
Abbildung 22: Bildausschnitt gemessener Zellen (A) und der zeitliche Verlauf ihrer Fluoreszenzintensitaten (B),
Zugabe der Stimulation mMit PFeil MArKIert..........ccooo it 53

Seite | 110


file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228824
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228824
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228825
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228825
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228826
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228826
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228827
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228827
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228828
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228829
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228830
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228830
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228831
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228831
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228832
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228832
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228833
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228834
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228835
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228835
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228836
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228836
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228837
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228838
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228839
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228839
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228841
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228841
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228842
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228842
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228843
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228844
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228845
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228845

Verzeichnisse

Abbildung 23: Schematische Darstellung des absoluten (A) und relativen (B) Verlaufes der Fluoreszenzintensitat

und der Berechnung der ReaktionSparameter (C) .....vcveueieieieieieeieieesese s ste e se ettt e s e e e e e sresresneens 54
Abbildung 24: Eine kurze Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit TPM hat keinen Einfluss auf die ACh-
induzierten Calciumsignale wéhrend der multiplen Stimulation mit 5 UM ACh ... 57
Abbildung 25: Die langere Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit 30 uM TPM fiihrt zu einer Verstarkung und
Beschleunigung ACh-induzierter Calciumsignale wahrend der multiplen Stimulation mit 5 pM ACh ............... 58
Abbildung 26: TPM verstérkt und beschleunigt auch Nikotin-induzierte Calciumsignale wéhrend der multiplen
YA 401 LA To ] o OSSP 61
Abbildung 27: Die Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit GABA hat nur einen schwachen Einfluss auf die
ACh-induzierten Calciumsignale wahrend multipler Stimulation mit5 UM ACh........cccccoiviieiiicicrc e, 65
Abbildung 28: In Anwesenheit von GABA ist ein hemmender Einfluss von TPM auf ACh-induzierte
Calciumsignale NACHWEISDAL .........cciieeicieiecs et et eeaa e et e besbesbesreeseesae e e tesresrenreens 67
Abbildung 29: Einfluss des GABAergen Systems auf PKA und Proteindeacetylasen ...........ccoccevevevereieecrnnnnn, 69
Abbildung 30: Die Vorbehandlung der Zellen mit TSA flhrt im Gegensatz zur die Vorbehandlung mit RP-cAMPs
zu keiner Beeinflussung ACh-induzierter CalCiumsignale ...........ccooeriiiiieiiieneee e 70
Abbildung 31: TPM zeigt in Anwesenheit von RPCAMPs nur bei der ersten Stimulation eine hemmende Wirkung
auf die ACh-induzierten CalCiumSIGNALE .........coveiiiiiiiiic bbb 72
Abbildung 32: TPM zeigt in Anwesenheit von TSA keinen hemmenden Einfluss auf die ACh-induzierten
Calciumsignale wahrend der multiplen Stimulation mit5 UM ACH.......ccov i 74
Abbildung 33: Die Deaceytlase Sirt-1 kann in Anwesenheit von GABA doppelt reguliert sein..........c.c.cceeue.e.. 75
Abbildung 34: Die Vorbehandlung der Zellen mit 0,2 uM Inauhzin hat keinen Einfluss auf ACh-induzierte
Calciumsignale wahrend der multiplen Stimulation mit5 UM ACH.......cccov i 76
Abbildung 35: TPM zeigt in Anwesenheit des Sirt-1 Inhibitors Inauhzin eine hemmende Wirkung auf ACh-
induzierte Calciumsignale wéhrend der multiplen Stimulation mit ACh ... 77
Abbildung 36: Einfluss des GABAergen Systems auf die Transkription und Translation der Zellen uber eine
HemmUNQG der SIrt-1 AKLIVITAL ........oviiiiiiie bbbt bbb b 78
Abbildung 37: Sowohl die Vorbehandlung der Zellen mit ActD, als auch mit dem Inhibitormix, fiuhrt zu einer
Verstarkung und Beschleunigung ACh-induzierter Calciumsignale...........coovveiiiiniiiiieisc e 80
Abbildung 38: Die Vorbehandlung der Zellen mit Emetin besitzt keinen Einfluss auf die ACh-induzierten
LOF 1[oT 0] 0 ] To 1= 1L USSP 82
Abbildung 39: Einfluss von 1 uM Emetin auf die Proteintranslation, nachgewiesen im Puromycin-Assay ........ 83
Abbildung 40: In Anwesenheit von Emetin zeigt TPM eine hemmende Wirkung auf die Reaktionsstarke ACh-
INAUZIErter CalCIUMSIGNAIE. .......c.eiviiiiiitie bbb e ettt bbb e et 84
Abbildung 41: Die Vorbehandlung mit TPM fihrt zu einem vermehrten Vorliegen von pSirt-1 im Zellkern..... 86
Abbildung 42: Die Vorbehandlung mit 30 uM TPM reduziert die Menge an H3K9aC ........c.cceevevevviivvininennns 88
Abbildung 43: Die Vorbehandlung mit TPM + Inauhzin fuhrt ebenfalls zu einem vermehrten Vorliegen von pSirt-
174 |G PR 89
Diskussion

Abbildung 44: Schematische Darstellung der bisher angenommen Wirkungsweise von TPM (A) und der neuen

Hypothese Zum WirkmeChaniSmUS (B)........coeiiiiiiiiiiee et sttt s 91
Abbildung 46: Aufbau des Sirt-1 Proteins mit NSL und NES Sequenzen und den Phosphorylierunsgstellen an
SEIAT UNG SEIA34 ...ttt bbbt bt b bbbt e bt e bt e bt bbbt bt b e b bttt n s 98
Abbildung 47: Ubersicht tber das Vorliegen der wichtigsten nAChR- und mAChR-Untereinheiten in
verschiedenen REGIONEN GBS GENIINS .......c ittt sttt sttt st bt ne e 103

Seite | 111


file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228846
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228846
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228847
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228847
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228848
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228848
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228849
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228849
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228850
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228850
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228851
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228851
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228853
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228853
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228854
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228854
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228855
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228855
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228856
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228857
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228857
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228858
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228858
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228859
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228859
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228860
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228860
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228861
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228861
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228862
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228863
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228863
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228864
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228865
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228866
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228866
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228867
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228867
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228868
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228868
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228869
file:///E:/Promotion/schriftlich/Gesamte%20Arbeit-17.03.2021_ohne%20Markierungen.docx%23_Toc67228869

Verzeichnisse

Abbildung 48: Schematische Darstellung der TPM Wirkung auf Kainat-induzierte Calciumsignale basierend auf
der Arbeit von Angehagen et al (2004) (A) und unter Anwendung der hier neu aufgestellten Hypothese des
VAL =T aE LT T (=) ST 106

8.2 Abkirzungsverzeichnis

AC Adenylatcyclase

ACh Acetylcholin

AChR Acetylcholin-Rezeptor

ActD Actinomycin D

adnFLE autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie
AED antiepileptic drug

AM Acetoxymethylester

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor
AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
CA Carboanhydrase

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
cGMP cyclisches Guanosin-Monophosphat
CICR calcium induced calcium release

CNG Cyclic nucleotide—gated ion channels
CREB CAMP response element-binding protein
DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DEPC Diethyldicarbonat

DIV days in-vitro

DMSO Dimethylsulfoxid

Eme Emetin

FCS fetales Kélberserum

g Gramm

GABA y-Aminobuttersaure

GC Guanylatcyclase
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GIRK G-protein-activated inwardly-rectifying K+-channel
HCN hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel
IICR inositol induced calcium release

I Liter

mMAChR muskarinischer Acetylcholinrezeptor
min Minute

mM milli-molar

UM mikro-molar

MRNA messenger-Ribonukleinséure

n Stichprobenumfang

n.s. nicht signifikant
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NAD+ Nicotinamidadenindinukleotid
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NBT Nitroblue-Tetrazolium
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PFA Paraformaldehyd

PFC prafrontaler Cortex

PKA Proteinkinase A
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PV Paralvumin-positive Interneurone
Pyr Pyramidenneurone

gRT quantitative PCR/real-time PCR

RA Retinalsdure

ROI region of interest

S Sekunde
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sig signifikant

SOM Somatostatin-positive Interneurone
SST Somatostatin-positive Interneurone

Seite | 113



TE
TPM
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U.N.
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VIP
VK
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z.B.
zChL

Trypsin/EDTA

Topiramat

Trichostatin A

uber Nacht

voltage-gated calcium channel

vergleiche...

Vasoaktives Intestinalpeptid-positive Interneurone
Variationskoeffizient

Western Blot

zum Beispiel
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9 Anhang

9.1 Erganzende Calcium-Imaging Experimente

Anhang
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Abbildung A-1: Die Vorbehandlung der SHSY-5Y Zellen mit 30 uM TPM Uber 24 h beeinflusst ACh-induzierte
Calciumsignale wéhrend der multiplen Stimulation mit 5 uM ACh nur schwach

A: Schematischer Ablauf der Messungen wahrend der Messung. 30 UM TPM (Kontrolle: 0,06% DMSQO) wurde 24 Stunden
vor und wahrend der Messung auf den Zellen inkubiert. Wahrend der Messung wurden die Zellen nach dem Standard-

Stimulationsprotokoll 6x stimuliert.

B, C: Zeitlicher Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitdt der Neurone nach der ersten und sechsten Stimulation mit 5 uM
ACh, dargestellt als Median der zeitlichen Kurvenverlaufe aller Zellen der entsprechenden Vorbehandlung. Zellzahl in
Klammern. Anzahl unabhéngiger Experimente: Kontrolle n = 8, 30 uM TPM n = 8. Statistische Auswertung von max. Ratio
und Ratio/Zeit mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests. ,,* sig® = beide Gruppen unterscheiden sich signifikant, p-Werte in

Klammern.
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9.2 Calcium-Imaging Statistik

Tabelle A-1: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung A-1

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 30 uM TPM Kontrolle 30 uM TPM
Anzahl Zellen 477 411 477 411
Min 1,16 1,11 1,04 1,05
Q1 1,76 1,79 1,42 1,40
Median 2,17 2,19 1,69 1,70
L8 2,84 2,84 2,17 2,20
S| Max 5,96 8,30 4,90 5,13
X
©
2 | Mittlerer Rang 442 42 446,91 444,83 443,03
Rangsumme 2110355 183680,5 2117395 182088,5
U 970325 982135
z -0,259 0,10
P-Wert 0,79 0,91
Anzahl Zellen 477 411 477 411
Min 0,19 0,12 -0,56 0,14
Q1 0,58 0,56 0,54 0,52
Median 0,77 0,78 0,73 0,79
Q3 1,10 1,22 1,07 1,31
Q| Max 4,16 3,89 338 4,90
je)
T
@ | Mittlerer Rang 439,66 447,95 454,98 4,98
Rangsumme 2092795 183661,5 2165725 2370555
U 957535 10,046,5
z -0,48 241
P-Wert 0,63 0,015
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Anhang

Tabelle A-2: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 18

Undifferenzierte Zellen Differenzierte Zellen
Kontrolle 30 M TPM Kontrolle 30 uM TPM
Anzahl Zellen 038 713 402 322
Min 1,02 1,03 1,04 1,06
Q1 1,13 1,14 1,12 1,13
Median 1,22 1,24 1,19 1,20
@ 1,37 141 1,28 1,32
B Max 262 39 233 2,69
3
= | Mittlerer Rang 797,29 863,75 346,43 383,73
Rangsumme 747866,5 615859,5 139612 123563
U 307475 58206
z 2,80 2,38
P-Wert 0,005 0,017
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Tabelle A-3: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 24

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 30 uM TPM Kontrolle 30 UM TPM
Anzahl Zellen 427 431 427 431
Min 1,12 1,17 1,07 1,04
Q1 1,55 1,64 1,36 1,40
Median 2,05 2,08 1,66 1,70
. Q3 2,82 2,71 2,31 2,22
2| Max 6,44 761 5,18 450
s
= | Mittlerer Rang 423,62 435,32 428,48 4325
Rangsumme 180886,0 187625,0 183821 186409
u 89508 91586
z 0,69 -0,23
P-Wert 0,48 0,81
Anzahl Zellen 427 431 427 431
Min 0,25 0,18 0,16 0,17
Q1 0,55 0,56 0,52 0,53
Median 0,74 0,76 0,72 0,69
Q3 1,10 1,05 1,05 1,01
E Max 5,55 4,38 3,22 3,00
§=l
2 Mittlerer Rang 430,85 427,15 433,74 427,27
Rangsumme 183975 183678 186076,5 184153,5
u 92597 93841,5
z 0,21 0,38
P-Wert 0,82 0,70
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Tabelle A-4: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 25

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
30 UM TPM Kontrolle 30 UM TPM
Kontrolle (ACh) (ACh)
Anzahl Zellen 351 341 351 341
Min 1,20 1,15 1,06 1,00
Q1 1,79 2,00 1,50 1,64
Median 241 257 193 2,33
o Q3 3,14 3,60 247 3,05
8| Max 6,73 7,50 4,94 6,02
X
©
= | Mittlerer Rang 326,58 367,01 308,66 385,45
Rangsumme 114628,0 125150,0 1083395 1314385
U 52852 46563,5
Z -2,660 -5,052
P-Wert 0,008 0,000
Anzahl Zellen 351 341 351 341
Min 0,12 0,30 0,17 -0,13
Q1 0,66 0,72 0,63 0,69
Median 0,87 1,04 0,80 0,96
Q3 1,24 1,48 1,19 141
E Max 5,58 6,02 4,86 5,00
S
T
@ | Mittlerer Rang 324,23 369,42 315,38 378,53
Rangsumme 1138045 125973,5 110699,5 129078,5
U 52028,50 489235
Y4 -2973 -4154
P-Wert 0,003 0,000
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Tabelle A-5: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 26

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 30 LEII:IAH;;PM Kontrolle 30 LERIA";I)-PM
Anzahl Zellen 328 246 328 246
Min 1,00 1,16 1,02 1,03
Q1 1,28 1,32 1,16 1,19
Median 1,40 144 1,27 131
. Q3 161 1,67 1,46 144
S| Max 3,72 3,89 2,75 2,01
%
(3]
= | Mittlerer Rang 274,92 304,27 275,64 303,31
Rangsumme 901745 74850,5 90410,0 746150
u 362185 36454
z -2,098 -1,978
P-Wert 0,036 0,048
Anzahl Zellen 328 246 328 246
Min -0,52 -0,05 -0,55 -0,51
Ql 0,35 0,40 0,35 0,35
Median 044 0,46 041 0,42
Q3 0,54 054 0,49 0,48
& | Max 123 1,30 1,18 1,09
S
T
@ | Mittlerer Rang 270,84 306,17 282,83 293,73
Rangsumme 88294 75012 92767 72258
u 34993 38811
z -2,533 -0,779
P-Wert 0,011 0,436
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Tabelle A-6: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 27

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 50 UM GABA Kontrolle 50 uM GABA

Anzahl Zellen 253 412 253 412
Min 111 115 1,05 1,02
Q1 155 153 121 1,18
Median 1,84 1,87 1,37 131

L8 233 2.36 1,66 153

S| Max 5,66 6,56 419 3,86

bs

@©

= | Mittlerer Rang 336,65 330,76 362,13 315,11
Rangsumme 85172,00 136273,00 91619,00 129826,00
U 53041 59488
z 0,384 3,064
P-Wert 0,701 0,002
Anzahl Zellen 253 412 253 412
Min 0,21 0,11 -0,35 -0,37
01 0,44 042 0,40 0,39
Median 0,61 0,59 0,52 0,54
Q3 0,88 0,83 0,79 0,68

Q| Max 5,36 4,28 3,90 261

K=

IS

@ | Mittlerer Rang 344,59 325,88 339,18 329,21
Rangsumme 87180,50 134264,50 85812,00 135633,00
U 55049,5 53681
z 1,219 0,650
P-Wert 0,223 0,516
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Tabelle A-7: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 28

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontroll 50 uM GABA+ Kontrolle 50 uM GABA+
ontrofle 30 uM TPM 30 uM TPM
Anzahl Zellen 620 482 620 482
Min 1,23 1,10 1,03 1,01
Q1 1,84 1,67 1,37 1,28
Median 247 2,22 1,78 1,59
R 337 3,18 2,23 211
S| Max 7,04 6,71 4,98 471
pas
©
= | Mittlerer Rang 575,36 520,81 581,97 512,30
Rangsumme 3567225 251030,5 360823,0 246930,0
U 1642125 168313
y 2,822 3,605
P-Wert 0,005 0,000
Anzahl Zellen 620 482 620 482
Min 0,15 0,08 -0,35 -1,01
Q1 0,49 0,50 0,42 041
Median 0,81 0,78 0,63 0,59
Q3 1,24 1,31 0,93 0,90
& | Max 6,30 6,16 398 3,60
Rl
T
@ | Mittlerer Rang 552,22 550,58 555,54 546,31
Rangsumme 342374,0 265379,0 3444320 263321,0
U 149864 151922
z 0,085 0477
P-Wert 0,933 0,633
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Anhang

Tabelle A-8: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 30

1. Stimulation 6. Stimulation
10 uM RP- Kontrolle 10 uM RP-
Kontrolle cAMPs cAMPs
Anzahl Zellen 492 441 492 441
Min 1,14 1,16 1,07 1,06
Q1 2,22 2,09 151 143
Median 2,99 283 1,94 1,75
o Q3 381 3,64 2,44 2,22
8| Max 733 731 474 5,35
X
©
= | Mittlerer Rang 482,90 449,26 49342 436,40
Rangsumme 237586,0 198125,0 2427625 192015,5
U 116308,0 1214845
z 1,903 3,228
P-Wert 0,057 0,001
Anzahl Zellen 492 441 492 441
Min 0,15 0,13 0,17 0,20
Q1 0,66 0,62 0,45 0,49
Median 0,99 0,97 0,63 0,66
Q3 1,39 1,41 0,86 0,95
& | Max 4,04 3,65 237 2,17
K]
=
% | Mittlerer Rang 472,54 460,82 447,40 487,86
Rangsumme 232488,0 203223,0 2201215 214656,5
u 111210,0 98843,5
Z 0,663 -2,290
P-Wert 0,508 0,022
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Tabelle A-9: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 30

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 05 uM TsA | Kontrolle 0.5 uM TSA
Anzahl Zellen 235 420 235 420
Min 1,11 1,14 1,01 1,02
Q1 1,55 1,65 1,29 1,34
Median 2,20 2,24 1,62 1,70
o Q3 2,93 3,26 2,25 2,33
Z| Max 5,99 8,46 4,37 5,02
X
©
= | Mittlerer Rang 313,13 334,69 318,23 333,47
Rangsumme 72960,0 140571,0 74784,0 140056,0
U 45699 47054
Z -1,399 -0,988
P-Wert 0,162 0,323
Anzahl Zellen 235 420 235 420
Min 0,17 0,20 -1,01 -1,25
Q1 0,53 0,49 0,47 0,45
Median 0,87 0,83 0,67 0,63
Q3 134 1,37 1,23 1,04
S| Max 4,64 4,83 2,90 3,36
2
=
@ | Mittlerer Rang 336,30 321,84 343,93 319,09
Rangsumme 78359 135172 80823 134017
U 51098 53093
Z 0,939 1,611
P-Wert 0,348 0,107
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Tabelle A-10: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 31

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
10 UM RP-CAMPs + 10 UM RP- 10 UM RP-cAMPs +
10 M RP-cAMPs 30 pM TPM cAMPs 30 pM TPM
Anzahl Zellen 908 915 908 915
Min 1,02 1,16 1,01 1,05
Q1 191 1,80 1,36 1,35
Median 2,61 242 1,66 1,66
o Q3 3,61 3,34 2,21 2,22
2| Max 6,88 8,17 4,56 543
X
(3]
= | Mittlerer Rang 952,62 872,64 910,33 914,66
Rangsumme 865936,0 798464,0 8274875 8369125
U 4523410 4138925
Z 3,243 -0,176
P-Wert 0,001 0,861
Anzahl Zellen 908 915 908 915
Min -1,02 0,17 -0,19 -0,33
Q1 0,53 0,56 0,44 0,46
Median 0,88 0,79 0,60 0,62
Q3 1,28 1,24 0,87 0,91
& | Max 573 552 3,66 346
i)
=
| Mittlerer Rang 923,35 901,72 886,90 937,93
Rangsumme 8393225 8250775 806196,0 858204,0
U 4257275 392601,0
Z 0,877 -2,069
P-Wert 0,381 0,039
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Tabelle A-11: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 32

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
0,5 UM TSA + Kontrolle 0,5 UM TSA +
Kontrolle 30 uM TPM 30 UM TPM
Anzahl Zellen 534 425 534 425
Min 1,02 1,08 1,01 1,04
Q1 1,65 1,67 1,26 1,34
Median 2,30 2,34 1,68 1,72
o Q3 3,27 3,25 2,38 245
3| Max 8,22 7,60 5,70 541
X
[+
2| Mittlerer Rang 475,34 485,86 466,54 496,91
Rangsumme 2538295 2064905 2491335 211186,5
u 1109845 106288,5
Z -0,584 -1,686
P-Wert 0,559 0,092
Anzahl Zellen 534 425 534 425
Min -0,13 0,14 -1,01 -1,09
Q1 0,55 0,65 0,46 0,58
Median 0,92 1,02 0,73 0,85
Q3 149 1,70 1,14 1,33
S| Max 750 7,60 414 453
Q
=
@1 Mittlerer Rang 458,04 507,59 450,17 517,48
Rangsumme 244596,0 2157240 240389,5 219930,5
U 101751 975445
Z -2,751 -3,739
P-Wert 0,006 0,000
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Tabelle A-12: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 34

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 0,2 uM Kontrolle 0,2 uM
Inauhzin Inauhzin
Anzahl Zellen 452 493 452 493
Min 1,09 1,18 1,04 1,03
Q1 155 1,63 1,32 1,30
Median 2,09 2,14 1,64 161
o Q3 291 2,93 2,11 2,09
8| Max TAT 7,69 4,35 6,01
X
©
= | Mittlerer Rang 464,76 480,55 481,70 465,02
Rangsumme 210073,0 236912,0 2177295 2292555
U 107695 1153515
Z -0,888 0,938
P-Wert 0,374 0,348
Anzahl Zellen 452 493 452 493
Min 0,11 0,11 -0,65 -0,55
Q1 0,49 0,48 0,47 0,45
Median 0,72 0,70 0,64 0,65
Q3 1,25 1,09 0,98 1,06
N | Max 6,12 6,33 3,87 3,57
S
T
& | Mittlerer Rang 487,70 459 52 478,51 467,95
Rangsumme 2204395 2265455 216285,0 230700,0
U 1180615 113907
Z 1,585 0,594
P-Wert 0,113 0,553
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Tabelle A-13: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 35

Anhang

1. Stimulation 6. Stimulation
. 0,2 UM Inauhzin + 0,2 UM Inauhzin 0,2 uM Inauhzin +
02 pM Inauhzin 30 pM TPM 30 uM TPM
Anzahl Zellen 412 501 412 501
Min 1,13 1,14 1,04 1,05
Q1 157 1,38 1,40 1,20
Median 2,09 1,70 1,67 1,35
o Q3 2,86 2,21 2,24 1,65
S | Max 732 545 491 396
X
3+
= | Mittlerer Rang 528,44 398,25 553,25 377,85
Rangsumme 217719 199522 227939 189302
u 132641 142861
z 7,423 10,001
P-Wert 0,000 0,000
Anzahl Zellen 412 501 412 501
Min 0,14 0,18 -0,22 -1,10
Q1 052 0,46 0,49 0,45
Median 0,78 0,67 0,70 0,60
Q3 1,33 094 1,19 0,83
& | Max 732 545 4,09 3,96
)
=
& | Mittlerer Rang 499,74 421,86 499,27 42224
Rangsumme 205891 211350 205701 211540
u 120813 120623
z 444 4,39
P-Wert 0,00 0,00
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Tabelle A-14: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 37

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 2 uM ActD Kontrolle 2 uM ActD

Anzahl Zellen 566 387 566 387
Min 1,16 1,13 111 1,07
Q1 2,04 247 1,56 1,87
Median 2,61 3,26 1,94 2,34

o Q3 3,42 421 241 297

2| Max 7,96 8,49 5,88 6,07

=

58]

2 | Mittlerer Rang 426,60 549,36 418,97 561,87
Rangsumme 241026,5 212601,5 2371355 2174455
U 811315 766745
z -6,766 -7.871
P-Wert 0,000 0,000
Anzahl Zellen 566 387 566 387
Min 0,18 0,16 0,18 0,13
Q1 0,65 0,73 0,52 0,59
Median 0,90 1,08 0,69 0,85
Q3 1,34 1,58 1,01 1,20

§ Max 4,60 6,65 4,73 3,59

S

T

@ | Mittlerer Rang 448,06 516,90 443,30 526,29
Rangsumme 253152,0 1995240 250906,5 203674,5
U 93257 90445,5
z -3,795 -4,571
P-Wert 0,000 0,000
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Tabelle A-15: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 37

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle Inhibitormix Kontrolle Inhibitormix
Anzahl Zellen 579 736 580 736
Min 1,14 1,12 1,00 1,01
Q1 1,49 1,83 1,11 1,19
Median 191 244 1,23 141
o Q3 2,35 3,12 144 1,69
g| Max 4,05 5,10 2,78 2,87
%
©
= | Mittlerer Rang 528,25 760,07 546,23 746,97
Rangsumme 305858 559412 316816 549770
U 137948 148326
Z -10,989 -9,513
P-Wert 0,000 0,000
Anzahl Zellen 579 736 578 736
Min -0,07 -0,06 -1,04 -1,04
Q1 041 0,46 0,29 0,38
Median 0,63 0,80 0,44 0,58
Q3 0,89 1,23 0,61 0,79
S| Max 248 5,07 1,66 2,00
e}
T
& | Mittlerer Rang 584,59 715,75 564,69 730,39
Rangsumme 338475 526795 326390 537565
U 170565 159059
Z -6,218 -7,857
P-Wert 0,000 0,000
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Tabelle A-16: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 38

1. Stimulation 6. Stimulation
Kontrolle 1 pM Emetin Kontrolle 1 uM Emetin

Anzahl Zellen 315 520 315 520
Min 1,16 1,10 1,09 1,05
Q1 2,12 2,24 1,60 1,63
Median 2,77 2,79 1,98 191

. Q3 351 3,53 2,58 244

Z| Max 6,75 783 483 581

%

[3+]

= | Mittlerer Rang 404,98 426,71 422,14 415,49
Rangsumme 1279745 221891,5 132973,0 216057,0
U 778885 83203,0
4 -1,262 0,386
P-Wert 0,207 0,700
Anzahl Zellen 315 520 315 520
Min 0,18 0,10 0,23 -0,38
Q1 0,65 0,67 0,57 0,56
Median 0,94 0,92 0,77 0,74
Q3 1,28 1,26 1,12 1,03

g Max 477 7,83 4,00 415

ie)

T

| Mittlerer Rang 418,85 418,29 425,18 413,65
Rangsumme 132355,5 217510,5 133931,0 215099,0
U 82269,5 84161,0
Z 0,032 0,669
P-Wert 0,974 0,503

Anhang

Seite | 145



Tabelle A-17: Deskriptive Statistik und Rangsummenstatistik zu Abbildung 40

1. Stimulation 6. Stimulation
. 1 uM Emetin + . 1 uM Emetin +
1 uM Emetin 30 uM TPM 1 uM Emetin 30 UM TPM
Anzahl Zellen 860 820 860 820
Min 1,06 1,04 1,00 1,01
Q1 1,89 1,72 1,26 1,19
Median 2,68 2,35 1,63 145
o Q3 3,57 3,13 2,23 1,99
g Max 7,58 6,88 594 5,08
X
[+
= | Mittlerer Rang 893,71 784,70 889,92 788,67
Rangsumme 768588,0 643452,0 765333,0 646707,0
u 398358 395103
z 4,604 4,276
P-Wert 0,000 0,000
Anzahl Zellen 860 820 860 820
Min -0,08 -0,05 -1,01 -0,52
Q1 0,54 0,52 0,40 0,39
Median 0,89 0,82 0,63 0,60
Q3 1,34 1,25 0,90 0,85
& | Max 479 6,15 486 5,04
kS
s
@ | Mittlerer Rang 858,30 821,84 858,36 821,77
Rangsumme 738135 673905 738190 673850
U 367905 367960
z 1,540 1,545
P-Wert 0,124 0,122

Anhang
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Anhang

9.3 ImageJ-Makros

for (i = 1; i < nResults; i=i+2) //alle Eintrédge der Ergebnisliste durchgehen

{

x=getResult("X",i); // X-Koordinate auslesen

y=getResult("Y",i); // Y-Koordinate auslesen

run("Specify...", "width=12 height=12 x=&x y=&y oval centered"); // Kreis mit dem Durchmesser 12 Pixel generieren
roiManager(“add"); // zum ROI-Manager hinzuftigen

}

Abbildung A-16: Quelltext und Erlauterungen des ImageJ Makros zur Erstellung der ROI’s aus den X- und Y-
Koordinaten aus dem Sussex-Plugin

run ("Set Scale...", "distance=0 known=0 pixel=1 unit=pixel"); // Skalierung auf 0 setzen

run ("Gaussian Blur...", "sigma=2"); // Unscharfefilter anwenden

setAutoThreshold ("Default dark"); // Treshold-Filter "Default" ausfuhren, Einstellung Over/Under + Dark background
run ("Threshold...");

waitForUser ("Treshold eingeben dann mit OK bestéatigen™); // optische Kontrolle des automatisch generierten Treshold
run ("Convert to Mask"); // anwenden

run ("Analyze Particles...", "size=300-Infinity clear add"); // Partikel mit definierter GroRe als ROI's hinzufiigen

s = getDirectory("Ordner Auswahlen"); //Automatischer Speicherdialog mit Ordnerwahl und Dateibeschriftung
title = "unbenannt”;
Dialog.create ("Dateiname");
Dialog.addString ("Name:", title);
Dialog.show();
roiManager ("Save", s+"\"+"RoiSet#"+Dialog.getString()+".zip");
roiManager ("Delete");

Abbildung A-17: Quelltext und Erlauterungen des ImageJ Makros zur Markierung von Zellen und Zellkernen

nROI=roiManager("count"); //berechnen wir viele ROI's vorliegen

for (i=0; i<nROl;i=i+1)

{

roiManager("Select", i); // fir jede ROl ,auswahlen® und ,l6schen”anwenden
run("Clear", "slice");

}

roiManager ("Deselect");

roiManager ("Delete");

Abbildung A-18: Quelltext und Erlauterungen des ImageJ Makros zum Entfernen von ROI Bereichen aus einer
Aufnahme
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