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1.0Einleitung & Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen wailkulturbedingungen und
Antioxidantien auf die Expression des Proteins d&iat in verschiedenen Zelltypen

untersucht.

Friedreich’s Ataxie (FRDA) ist die haufigste verare Ataxie mit einer Pravalenz von
1-2 in 40.000. Bei FRDA handelt es sich um ein@sanal rezessive Erkrankung, die
durch progressive neurologische Veranderungen kteaisiert ist. Die ersten
Symptome treten Ublicherweise wahrend der Kindaeft aber das Alter, indem sich
FRDA manifestiert, kann zwischen S&auglings- und &fwsenenalter sein. Die Ataxie
wird durch Atrophie der sensorischen und zerebralenvenbahnen ausgeldst und
auBBert sich in  Schwierigkeiten in der FeinmotorikVerlust von
Empfindungswahrnehmung und Verlust von Sehnenreflex Kortikospinale
Degeneration fihrt zu Muskelschwache und Schwéaebethntaren Streckmuskels.
Hypertrophe Kardiomyopathie kann zu den neuroldgiacVeranderungen beisteuern
und verursacht meist den frihzeitigen Tod der Redie

Weitere haufige Erscheinungen bei FRDA sind Scelid®es cavus (Hohlful3) und bei
etwa 10% der Patienten Diabetes mellitus [LODIle2806], [PANDOLFO, 2008].

FRDA wird durch eine Expansion eines GAA Repeatsssten Intron des Fratxingens
verursacht. Das Frataxingen codiert fir das mitadhiale Protein Frataxin, welches
Homologe in allen Eukaryonten und gram-negativekt®&n hat. Die Genmutation
fuhrt zu einer verringerten Expression von Frataxin

Studien in vitro und mit Bakterienplasmiden habezeajgt, dass die Lange des GAA
Repeats eine seltene Tripelhelixstruktur annehmam k die einen Strangaustausch
zwischen zwei Repeat Regionen nach sich zieht.eD&tsuktur wird auch als ,sticky
DNA’ bezeichnet und fuhrt zu einer Verminderung dérataxinexpression
[PANDOLFO, 2008].
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Die genaue Funktion des mitochondrialen Proteiagaikim ist derzeit noch unbekannt,
aber es wird vermutet, dass es fur die Regulatien zllularen Eisenhomoostase
bendtigt wird. Als weitere mdgliche Funktionen wend folgende diskutiert: Die
Funktion als Eisenkomplexbildner wahrend der Hartigsse und Eisen-Schwefel-
Cluster (ISC) Bildung, die Funktion als Eisen speindes Protein bei Eisenuiberschuss,
eine Funktion bei der Reparatur von oxidativ gedatér Aconitase, antioxidative
Funktion durch Radikalfangeraktivitat und Aktivitdtbei der oxidativen
Phosphorylierung und im Energiestoffwechsels [BEREZ al., 2006].

Oxidativer Stress spielt eine groRe Rolle im Kratdmechanismus von FRDA.
Zusatzlich zum Risiko allgemeiner oxidativer Sclgéig bei FRDA, gibt es auch
Anhaltspunkte, dass Frataxinmangel die Zellen &géil fur oxidativen Stress macht.
Im Hefemodell fihrt Frataxinmangel zu erhéhter Eimglifchkeit der Zellen gegentber
Wasserstoffperoxid [COOPER and SHAPIRA, 2003].

Derzeit gibt es keine Therapie, die den Verlauf #oiedreich’s Ataxie verhindern oder
heilen kann..

Ziel mehrerer Studien ist es, verschiedene thetegobu wirksame Substanzen zu
untersuchen.

Es wurde mehrfach bewiesen, dass die PathologieFR&A mit der Aktivitdt von
freien Radikalen zusammenhangt. Antioxidantien reacfreie Radikale unschadlich
und haben daher einen mdglichen Nutzen bei FRDANCZREN et al., 2004].

Das Ziel dieser Arbeit war es, anhand von versaried Zelltypen den Einfluss von
Zellkulturbedingungen und Antioxidantien auf die afaxinexpression und
Zellproliferation zu untersuchen. Hierfur wurdenhrexe Zelllinien (P19, K562 und T-
Rex 293) mit verschiedenen Kultivierungsmedien wedschiedenen Antioxidantien

inkubiert.
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Eine mdgliche Steigerung der Frataxinexpression RE® und K562 Zellen nach
Inkubation mit Kultivierungsmedien und Antioxidagni wurde durch MSD-ECLIA,
eine mogliche Zellschadigung wurde durch LDH Mesgslestimmt. Mittels MTT-
Assay wurden Veranderungen bei der Zellproliferatison T-Rex 293 Zellen

untersucht.
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2.0 Literaturtberblick

2.1 Friedreich’s Ataxie (FRDA)

Friedreich’s Ataxie (FRDA) ist die haufigste Fornmer vererbbaren Ataxie mit einer
Pravalenz von 1-2 in 40.000. Bei FRDA handelt eb sim eine autosomal rezessive,
neurodegenerative Krankheit, die sich meist in Rigbertat oder um das Alter von 20
manifestiert und klinisch charakterisiert ist duprogressive Glieder- und Gangataxie,
zerebrale Dysarthrie, Verlust  von Gliederreflexen,Positions- und
Vibrationssinneswahrnehmung, Spastizitdt und Fonkstorungen des plantaren
Streckmuskels.

Die Krankheit verlauft bei etwa 20% der Patientgypch, d.h. sie manifestiert sich
bei diesen erst nach dem Alter von 20 [LODI et2006], [ALPER et al., 2003].

FRDA ist eine spinale Form der Heredoataxie, di¢d awne Genmutation am
Chromosom 9 zuriickzufuhren ist. Eine Folge diesenaon ist der Mangel am
mitochondrialen Protein Frataxin [ALPER et al., 2D0

2.1.1 Pathophysiologie

Neuropathologisch fuhrt FRDA zu einer frihen Degatien einer Vielzahl von
sensorischen Nerven der dorsalen Ganglien, zur igeggon der hinteren Saulen des
Ruckenmarks, der spinal-zerebralen Bahnen, deikkbgpinalen motorischen Bahnen
und Atrophie der grof3en sensorischen Fasern dgheeen Nerven.

Bei den meisten FRDA Patienten kommt es zu einempetisophischen
Kardiomyopathie, die auch die haufigste Todesurmsaetnstellt.

Histologische Auffalligkeiten am linken Ventrikel ebtehen aus myozytarer
Hypertrophie, diffuser Fibrose und fokaler myokadtier Nekrose [LODI et al., 2006].
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Scoliose und pes cavus (Hohlful3) kommen bei etwai Dwvittel der Patienten vor,
Diabtes mellitus oder Glucoseintoleranz bei etwaemi Drittel. Gehorverlust und
optische Atrophie werden bei ca. 10% der Patiediagnostiziert[LODI et al., 2006].

Die Krankheit fuhrt zu einer progressiven, physeciBehinderung in jungen Jahren
und die meisten Patienten sind mit etwa 20 Jahmexireen Rollstuhl gebunden.

Derzeit gibt es keine Behandlung, die den Verlaui ¥RDA verzdgern kann und die
Lebenserwartung der Patienten liegt bei etwa 152BisJahren nach Ausbruch der
Krankheit [ALBANO et al., 2002].

Die Symptome der FRDA wurden 1863 erstmals vom sidein Arzt Nicolaus
Friedreich berichtet. Er beschrieb das typisch ratghde Erscheinungsbild der
Krankheit: progressive Glieder- und Gangataxie, eat®mn sensorische
Beeintrachtigung, Muskelschwéache, Deformation defeS und Herzerkrankungen
[ALPER et al., 2003].

Viele Patienten mit zerebraler Ataxie wurden alPRPatienten diagnostiziert, bis die
rezessive Vererbbarkeit als wichtigstes Diagnosehuim eingefiihrt und spezifische

Symptome als essentiell bei der Diagnose von FREfki@rt wurden [DURR 2002].

2.1.2 Molekulare Genetik

Verursacht wird FRDA durch die Expansion eines GRdplet-Repeats, die durch

Mutation am ersten Intron des Frataxingens am Cbsom 9913 ausgeldst wird. Die
Grole des Repeats liegt Ublicherweise zwischenn@01200 Triplets, es wurden aber
auch schon von Allelen mit zwischen 44 und 1700pl€&ts berichtet. Normale

Chromosomen haben Allele am Frataxingen, die 8BiJriplets tragen [LODI et al.,

2006].
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Abbildung 1. Chromosom 9, auf dem das Frataxin Genam langeren Teil (q)
zwischen den Positionen 13 und 21.1 lokalisiert ighttp://ghr.nlm.nih.gov/gene=fxn
Stand: 13.Marz 2009]

Etwa 95% der Patienten haben eine homozygote Rdpeadnsion, wahrend die
restlichen 5% eine heterozygote Expansion und étnektmutation, welche die

Codierungssequenz fir das Frataxin-Gen betrifffwaisen [CAMPUZANO et al.,
1997].

Mehrere Studien zeigten, dass die Repeat- Exparimor-RDA mit einer seltenen
DNA-Struktur assoziiert werden kann. Es wird angemen, dass die Struktur der non-
B DNA wahrscheinlich eine intramolekulare Triplekdet. Diese Triplex Struktur ist
vermutlich anfallig fur eine verstarkte MutageneSe.gibt Anhaltspunkte, dass es vor
allem zu Punktmutationen in der Sequenz kommt,gliééch neben den vermehrten
GAA-Repeats liegt [PATEL and ISAYA, 2001].

Die Entfaltung des GAA-Abschnitts |6st ein trangkionales Silencing durch die
Ausbildung bestimmter DNA Strukturen (Triplex odeticky DNA"), bleibender DNA-

MRNA Hybride oder Heterochromatin aus. Das DNA-Texp befindet sich in der
langeren Repeat Sequenz und kann schwere mutagemetisch instabile und
Rekombinationsreaktionen auslésen[WELLS, 2008].
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Das DNA-Triplex bildet sich statt der normalen Defrelix aus und vermindert so die
Transkriptionsfahigkeit des Frataxingens, was initever Folge zu einem
Frataxinmangel fuhrt [WELLS, 2008].

~

Abbildung 2: Modell der non-B DNA Konformationen, die durch GAA-Repeat
Sequenzen entstehenA: Intramolekulare RRY Triplex, die entsteht, wermler
purinreiche Strang vom Komplementéarstrang abdigstzB: Triplex (gezeigt in A),
gepaart mit dem Transkript, das GAA enthalt undudeld die Triplex stabilisiert.

C: Variationen des intramolekularen Triplexmodels.Verbindung zweier Triplexen,
um die ,sticky DNA’ auszubilden [PATEL and ISAYAQR1]
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2.1.3 Phanotyp

Die phanotypische Variabilitat unter den Patient@nd von der GrofRe des GAA-
Repeats stark beeinflusst. Besonders das Alteleinm sich FRDA manifestiert, hat eine
Korrelation mit der GAA-Repeat Anzahl.

Die Haufigkeit und der Schweregrad der hypertropdaendiomyopahtie nehmen mit
der Anzahl der Repeats zu [LODI et al., 2006].

FRDA manifestiert sich wie erwdhnt meist wahrend 8ebertat oder im frihen
Erwachsenenalter, obwohl auch von Féllen berichied, die erst im spateren Alter
auftreten.

Die haufigsten Symptome zu Beginn der Krankheitl dimstabilitat des Ganges bzw.
generelle Schwerfélligkeit. Nach Fortschreiten Heankheit sind die Patienten nicht
nur von der Atxie, sondern auch von Hypotonie &t Ataxie, in Kombination mit
Hypotonie fiihrt zu Schwierigkeiten in der Feinmdtor sowie generell zu
Schwierigkeiten beim selbststéandigen Gehen undeBtebensorische Neuropathie flhrt
zu verminderter Gefiihlswahrnehmung im Bereich daiidtel [DURR, 2002].

Patienten mit einer heterozygoten Punktmutatiogereimeist den typischen klinischen
Phanotyp. Da es aber sehr wenig Patienten mit diessnkheitsursache gibt, kann
keine korrelierende Beziehung zwischen Genotyp Ednotyp bewiesen werden
[DURR 2002].
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2.2 Fratxin (Fx)

Frataxin ist ein ~ 17 kDa grol3es, mitochondrialestdn. Das Frataxingen codiert ein
aus 210 Aminoséauren bestehendes Protein, welclse¥Ya#uferprotein von Frataxin
ist.

Das Fratxinvorlauferprotein beinhaltet eine N-taralé Transportsequenz, die seinen
Transport in die Mitochondrien leitet. In den Mitmndrien wird die Transportsequenz
proteolytisch entfernt, damit das reife Protein gestellt werden kann. Der
mitochondriale Import und die Reifung des eigehtic Frataxins wurden in mehreren
Versuchen mit Hefe-, Mause- und Humanfrataxinmedelbelegt [CONDO et al.,
2007].

Abbildung 3: Struktur von humanem Frataxin [BENCZE et al., 2006]

Beim Menschen wird Frataxin ubiquitar exprimieggdpch am haufigsten vor allem in
den motorischen Nervenzellen, im Kleinhirn, im Paals, in Muskel-, Leber- und
Thymuszellen sowie in Herzmuskelzellen und im besuRettgewebe [CONDO et al.,
2007].
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Frataxin ist an mehreren Mechanismen des intrdae#in Eisenstoffwechsels beteiligt,
wie an der Hamsynthese, der Bildung von Eisen-Sta#v@ustern (Iron-Sulfur-
Cluster- ISC) und an der Bindung und Speicherungkisen.

Frataxinmangel fuhrt daher zu einer Vielzahl vowoff@techselstérungen, die durch
Eisenakkumulation in den Mitochondrien, verminderaidativer Phosphorylierung
und veranderten antioxidativen Abwehrmechanismeuarsacht werden.

Darlber hinaus spielt Frataxin bei der Kontrolls d&ellfortbestands eine Rolle, da es
mehrfach bewiesen wurde, dass Zellen mit Frataxngela empfindlicher auf
oxidativen Stress reagieren. Es gibt Anzeichens daataxinmangel im Tiermodell zu
Apoptose und autophagischem Zelltod fihren kannNDO et al., 2007].

Frataxin ist ein essentielles Protein in hoheregaBismen. Hefezellen kbnnen zwar
ohne Frataxin Uberleben, aber sie verlieren stuégsevmitochondriale Funktionen und
mitochondriale DNA. Ein genetischer Frataxin-Knogkest bei embyryonalen M&ausen
letal. Spezifische Knockouts wurden in der Leber, Muskel oder im Pankreas der
Mause induziert. In allen Modellen fuhrte dieseszjighe Fehlen von Frataxin zum
Tod der entsprechenden Zellen. Der Grund, waruntafira fir das Uberleben,

besonders wahrend der embryonalen Entwicklung, ssengiell ist, bleibt noch

unbekannt. [PANDOLFO, 2008]

2.2.1 Funktionen von Frataxin

In Hefe-, Méause und Humanzellkulturen sowie in @&agngeweben und im
Mausmodell wurde gezeigt, dass Frataxinmangel eehemische Wirkungen hat.
Aber die grundlegende, primare physiologische Honkton Frataxin, und wie sich ein
Mangel dieser Funktionen pathophysiologisch augwigsk noch immer unklar [LU und
CORTOPASSI, 2007].
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Biochemischen Anhaltspunkten zu Folge hat das imdodriale Protein Frataxin die
Eigenschaft, den Eisenstoffwechsel auf mehren Wegerbeeinflussen, sowie die
Zellen vor oxidativem Stress bzw. reaktiven Sawdigtezies (ROS) zu schitzen.
Frataxin kann als Eisen (ll)- Donor fur Ferrochats im Hamstoffwechsel oder als
Bauteil beim Eisen-Sulfur-Cluster (ISC) dienen uesl kann die inaktive [3Fe-4S]
Aconitase in die aktive Form Uberfihren. Aul3erdesh Frataxin ein Teil von
Homopolymeren, die Eisen (ll) in ein stabiles Piregebundenes Mineral umbauen
und es verringert die durch Eisen katalysierte &ktdn von ROS.

Diese Mechanismen weisen darauf hin, dass Fratalen Eisenmetabolismus
beglnstigt und gleichzeitig die Toxizitat von Eigerabsetzt.

In vivo Studien haben gezeigt, dass Frataxin di€-Bsogenese und Hamsynthese
unterstitzt, was darauf hindeutet, dass Frataxime efFunktion als Eisen (Il)
Komplexbildner hat [GAKH et al., 2006].

Die Konsequenzen eines Frataxinmangels wurden zghon teilweise detailliert
beschrieben und Studien an mehreren Organismen nhdlestatigt, dass das
Frataxinprotein in den Mitochondrien lokalisiert, isvahrscheinlich in der Matrix oder
nahe der inneren Membran. Trotzdem ist die genauktfon von Frataxin noch zu
diskutieren.

Die Theorie, dass Frataxin eine Rolle im mitochaddn Eisentransport spielt, stammt
von der Beobachtung, dass sich Eisen in YFH1 (aknagen der Hefe) Hefemutanten
in der mitochondrialen Matrix ansammelt, wahrschein auf Kosten von
zytosolischem Eisen. Diese Hypothese deutet dafanf dass Frataxin den
Eisentransport aus den Mitochondrien heraus beessiflund stimuliert. Die Folge
dieser mdoglichen Frataxinfunktion ist, dass es é&eem Frataxinmangel zu einer
intramitochondrialen Eisenakkumulation kommt [ROTGal., 2002].

Monomere des YFH1 Proteins oder humanes Frataxith ®ivar nicht in der Lage,
Eisen zu binden, aber Experimente mit Gelfiltratiomd Ultrazentrifugation weisen
darauf hin, dass sich ein Komplex mit hohen Molekggwicht formt, wenn Fe (1) zu
diesen Proteinen hinzugefltigt wird. Western Blot lj&@n von Hefeextrakten deuten
darauf hin, dass die Komplexe mit groRem Molekwdanght, die das YFH1P
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enthalten, in vivo existieren. In &hnlicher Weisbt s einen Frataxinpool mit hohem
molekularem Gewicht in Mauseherzen [PANDOLFO, 2002]

Laut einer anderen Hypothese spielt Frataxin eim#leRbei der mitochondrialen
Eisenspeicherung. Diese Vermutung resultiert au8debachtung, dass sich nach dem
Zusatz von Eisen (II) zu YFH1 Hefezellen ein YFHLIWmer Aggregat bildet, das bis
zu 3000 Eisenatome speichern kann. Frataxin korais® eine Rolle in der
Bioverfuigbarkeit von mitochondrialem Eisen habe®[RG et al., 2002].

Dartber hinaus wurde schon gezeigt, dass das hufataxin, in E. coli und S.
cerevisiae exprimiert und in ein Polymer umgebauridwdas Eisen binden kann.

Frataxin konnte also auch als Eisenspeicher Protieken [ROTIG et al., 2002].

Eine weitere Vermutung besagt, dass Frataxin dmektSC - Aufbau beteiligt ist, da

ein spezifischer ISC Mangel im Herz von FRDA Patenund Mausmodellen

beobachtet wird. Darlber hinaus wurde festgestdlitss das Vorhandensein von
Frataxin fur den ISC Aufbau in Hefeferredoxin nobdgy ist, was darauf hindeutet,
dass Frataxin direkt an der ISC Biogenese beté#igROTIG et al., 2002].
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(a) Iron transport

Abbildung 4: Hypothetische Funktion von Frataxin: (a) Frataxin kénnte ein Protein
sein, das in den mitochondrialen Eisentranspoulinert ist. (b) Frataxin kénnte eine
Rolle im mitochondrialen Eisenstoffwechsel spiel@).Moglicherweise ist Frataxin

ein Bauteil der Eisen-Sulfur-Cluster. (d) Fratakdmnte am Schutz vor freien
Radikalen beteiligt sein. Abkirzungen: Aco: AcoséaSOD: Superoxiddismutase, C |,
C I, C lll: Komplexe I, Il und 1l der Atmungskest[ROTIG et al., 2002]

2.2.2 Frataxin und oxidativer Stress

Mittlerweile gibt es mehrere Anhaltspunkte, die dgen, dass Frataxin Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entgiften kann, méglicheseveéurch Forderung des zellularen
Abwehrmechanismus gegen ROS [SHOICHET et al., 2002]

AulRerdem gibt es Vermutungen, dass Frataxin durckktividarung der
Glutathionperoxidase und Erhohung der Thiolspieg®IOS entgegenwirkt
[CALABRESE et al., 2005].

Es wurde bei FRDA Patienten festgestellt, d8gdydroxy-2-Deoxyguanosinspiegel
erhoht waren, was darauf hindeutet, dass ihre DN#ereerhdhten oxidativen
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Schadigung ausgesetzt war. Aul3erdem waren Malaedigtispiegel im Plasma erhoht,
was ein Zeichen fiur erhohte Lipidperoxidation iBiese Daten wurden durch eine
Studie von Bradley et al. bestatigt, die zeigi@ssddie oxidative Schadigung immer
ausgepragter wird, je weiter die Krankheit fortsitat [BRADLEY et al., 2000].

Oxidativer Stress spielt eine groRe Rolle im Kratdmechanismus von FRDA.
Zusatzlich zum Risiko allgemeiner oxidativer Sclggitig bei FRDA gibt es auch
Anhaltspunkte, dass Frataxinmangel die Zellen &géil fur oxidativen Stress macht.
Im Hefemodell fihrt Frataxinmangel zu erhéhter Eimglifchkeit der Zellen gegentber
Wasserstoffperoxid. Fibroblasten von FRDA Patier#teigen eine erhdhte Anfalligkeit
bei Induktion von oxidativem Stress. Der Grund dagi noch unbekannt, aber es
besteht die Mdglichkeit, dass die erhéhten mitodniaten Eisenspiegel in manchen
Zellen von FRDA Patienten zwar den Abbau des Wass§peroxids fordern, aber
dadurch die schadlichen Hydroxylradikale freisetzen

Andere Mechanismen koénnten eine verspatete Induktider Mangan-

Superoxiddismutase sein. Der Mechanismus dieserspéitaten Reaktion im
Zusammenhang mit der Frataxinfunktion ist noch kabhat, aber eine mdogliche
Erklarung ware, dass verringerte Eisen-Schwefeb€lu die Zellen anfalliger fur

Schadigung durch freie Radikale machen [COOPERSHAPIRA, 2003].

Die meisten Studien Uber Frataxin wurden mit Hdfemedurchgefihrt, in denen das
homologe Frataxingen (YFH1) entfernt wurde. Die YFHHefestdmme zeigten
progressiven Funktionsverlust der Atmungskette dad mitochondrialen DNA. Die
Folge war, dass sich im Vergleich zu den Wildtypeehr als die zehnfache Menge an
Eisen in den Mitochondrien ansammelte.

Die Zellen reagierten auch auf Wasserstoffperoxigpehsensitiv, was auf das
Vorkommen der Fenton Chemie hindeutet. Aufgrund #&esktionsverlustes der
Atmungskette wurde Eisen zum Kultivierungsmediurgeaetzt. Der Funktionsverlust
findet umso schneller statt, je hoher die zugegebeisenkonzentration wird. Das
deutet darauf hin, dass eine permanente Schadidemndlitochondrien die Folge der
Eisentoxizitat ist. Die Beeintrachtigung des EidBae aus den Mitochondrien heraus
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wurde mehrfach beobachtet, aber kann nicht einekidin Pumpaktivitdt zugehdrig
gemacht werden, da keine Transmembrandoméane vahasid

Diesen Daten zufolge kénnten YFH1P und Frataxinkiasn in den Mitochondrien vor
dem Kontakt mit freien Radikalen schitzen. Diesetdtne kdnnten also eine Art
mitochondrialer Eisenkomplexbildner sein, die bezhlen von diesen zu einem
Ruckgang in verschiedenen Biosynthesen und Tratmpaessen und zur toxischen,
redox-aktiven Eisenakkumulation fiihrt. In diesens@mmenhang ist interessant, dass
die Expressionen von YFH1P und humanem Frataximtniber die Eisenspiegel
reguliert werden und ihre mRNA keine Eisen-respaetsi Elemente beinhaltet
[PANDOLFO, 2002].

Ein veranderter Eisenstoffwechsel, durch ROS vadhte oxidative Schaden und
mitochondriale Funktionsstérungen treten wie soliovéhnt bei FRDA auf. Bei FRDA

Patienten tritt die Eisenakkumulation vor allemNtyokardzellen auf. Es gibt einen
kleinen, aber signifikanten Anstieg des mitochoalén Eisens in FRDA Fibroblasten.
Ein hoher, zirkulierender Pegel des Transferrindpgars bei FRDA Patienten deutet
darauf hin, dass es zu einem zytosolischem Eiseg@hdommt. Dies konnte auch
beim Hefemodell beobachtet werden.

Dieselben Fe-S-Enzymdefekte (Ausfall der Atmungsk#iomplexe I, Il und II, und

Aconitase) wurden beim YFH1 Hefemodell und in detsprechenden Geweben von
FRDA Patienten gefunden.

Die darauf folgenden Funktionsstorungen der Atmketje konnten zu einer erhéhten
Bildung von ROS Superoxiden fuhren, welche die tivadrung von Fe-S-Proteinen

und nochmalige Steigerung der Eisenakkumulation Fnige haben [PANDOLFO,

2002].

Erst kirzlich wurde gezeigt, dass Frataxin am Schyegen oxidative Schadigung, die
durch verminderte Funktion der Atmungskette entstdleteiligt ist. Dies konnte
einerseits durch einen mitochondrialen, antioxigati Schutzmechanismus geschehen,
durch Kontrolle tber die Synthese wichtiger SODgnaikomponenten, oder Uber
Messung des freien Eisens in der MitochondrienmfROTIG et al., 2002].

Allerdings wurde auch gezeigt, dass kultivierte tiatoblasten von FRDA Patienten

und Kardiomyozyten von Fratxaxin Knockout MauserOfKnicht in der Lage sind,
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antioxidative Abwehrmechanismen zu induzieren. ¥lbem kénnen sie die wichtige
SOD Aktivierung nicht einleiten, die als Antworufadie Uberproduktion von
Superoxidradikalen aufgrund der Hemmung der Atmketgs stattfinden sollte.

Diese Feststellung wurde durch die spatere Beobaghtdass oxidative Schadigung
durch Eisensupplementation auch zu keiner SOD #Aktmg in Zellen von FRDA
Patienten fuhrt, bestatigt [ROTIG et al., 2002].
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Abbildung 5: Frataxinfunktionen und oxidativer Stress in FRDA:

Hier sind mehrere Funktionen von Frataxin zu selkerschlie3lich der Bereitstellung
von Eisen fur die ISC und Hamsynthese, sowie drekte Wechselwirkung mit
Komplexen der Atmungskette. Pfeile und Text in Grideigen Molekile und
Signalwege, die eine verringerte Aktivitat wahremges Frataxinmangels haben; Pfeile
und Text in Rot zeigen Molekile und Signalwege ahe wahrend eines
Frataxinmangels eine erhdhte Aktivitat haben.

Abklrzungen: Aco: Aconitase; Cl: Komplex I, Cll: Kplex I, Clll Komplex III, CIV:
Komplex IV, CV: Komplex V der Atmungskette; Cys: §lgin; cyt c: Cytochrom C;:e
Elektron; FECH: Ferrochelatase; FRDA: Frataxin; GButathionperoxidase; GSH:
reduziertes Glutathion; GSSG: oxidiertes GlutathidpO,: Wasserstoffperoxid; IscS:
Cysteindesulfurase; IscU: Eisen-Schwefel-Clusteru&tprotein; 1X: Protoporphyrin
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IX; OH : Hydroxylradikal; Q: Coenzym Q; SOD: Superoxid Distase [PANDOLFO,
2008]

2.3 Mdgliche Therapieformen fur Friedreich’s Ataxie

Derzeit gibt es keine Therapie, die den Verlauf #oiedreich’s Ataxie verhindern oder
heilen kann.

Momentan laufen mehrerer Studien, die verschiedémerapeutisch wirksame
Substanzen untersuchen.

Es wurde mehrfach bewiesen, dass die PathologieFR&A mit der Aktivitdt von
freien Radikalen zusammenhangt. Antioxidantien reacfreie Radikale unschadlich
und haben daher einen mdglichen Nutzen bei FRDANEZREN et al., 2004].

2.3.1 Antioxidantien

Da die Verringerung der mitochondrialen Atmungskethwie die Produktion von ROS
wichtige Merkmale der FRDA sind, werden vor allermtiédxidantien auf ihre
Wirksamkeit bei FRDA Patienten untersucht. Myersalethaben verschiedene Daten
einer grof3en multizentrischen Studie Uber FRDA pitigt, um die Pravalenz und
Wirksamkeit von Antioxidantiengebrauch auf die Kgdheit zu ermitteln, da viele
Patienten von sich aus Antioxidantien nehmen, umenihKrankheitsverlauf zu
verlangsamen [MYERS et al., 2008].

Aufgrund der Fenton Reaktion produziert Wassergtotixid in Gegenwart von
reduzierenden Metallen wie Eisen extrem schadigergdroxylradikale. Um die
Verfugbarkeit von HO, fir diese Reaktion zu verringern, sind in den éetell
detoxifizierende Enzyme wie Glutathionperoxidase erodKatalase vorhanden.
Zusatzlich kénnen verschiedene Antioxidantien direkit ROS reagieren. Ein
Ungleichgewicht zwischen der Radikalproduktion unden antioxidativen

Abwehrmechanismen fuhrt zu oxidativem Stress. Ad&mar kann oxidativer Stress als
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Folge der Uberproduktion von Oxidantien auftretddies kann endogen durch
Funktionsstérung der Mitochondrien oder exogen liluEgposition von zytotoxischen
Substanzen oder durch Funktionsstérung der endogerentioxidativen

Abwehrmechanismen entstehen [SEZNEC et al., 2005].

2.3.1.1a-Tocopherol Succinat

cH, CHs Oy
HLC o) CHs
CH; CH; CH, 00
CH3

Abbildung 6: Strukturformel von a-Tocopherol Succinat
[http://mvww.sigmaaldrich.com Stand: 16.03.2009]

a-Tocopherol gehdrt zu einer der acht Verbindungem Vitamin E (Tocopherol) und
unterscheidet sich von den anderen nur durch dignWiguppensubstitution und den
Sattigungsgradi-Tocopherol macht 90% des im Korper vorkommendearkin E aus
und wurde am meisten auf seine antioxidativen Egeaften untersucht [LODGE,
2005].

AulRerdem ista-Tocopherol Succinat die biologisch aktivste ForonwWitamin E
[PRASAD et al., 2003].

a-Tocopherol ist ein natlrliches Antioxidans, das Radikalfanger wirkt und so den
Schutz von wichtigen biologischen Strukturen vordakver Schadigung herbeifthrt.
Tocopherol kann durch Interaktion mit andern Aniiaxtien wie Ascorbinsaure
wieder regeneriert werden. [SHIBATA and TOMITA, 200[SUCHANKOVA et al.,
2006].

Da der Phanotyp der FRDA dem der Ataxie mit Vitaf@iMangel (AVED) ahnlich ist,
gab es Studien zu einem maglichen Therapieerfalgndditamin E Supplementation.

AVED wird durch Mutationen am-Tocopherol TransportproteingeaT(TP) ausgelost.
Supplementation mit Vitamin E fiihrte zu einer Begsg der neurologischen

Symptome. Diese Ergebnisse konnten nicht auf FRDBéttiagen werden. Derzeit gibt
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es keine Resultate bezlglich der Wirksamkeit vohaBelungen mit Vitamin E bei
FRDA Patienten [GABSI et al., 2001], [PANDOLFO, &)0

2.3.1.2 Kaffeesaure

HO
OH

Abbildung 7: Strukturformel von Kaffeesdure [http://www.sigmaaldrich.com
Stand: 16.03.2009]

Kaffeesédure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) ist ein Polpbl mit antioxidativen, anti-

inflammatorischen, antimutagenen und antikanzeregeBigenschaften [CHUNG et
al., 2006].

Die Hydroxyzimtsduren gehoOren zu einer der grol3ten delasvon phenolischen

Verbindungen. Sie kommen in vielen verschiedenest-Qind Gemusesorten vor. Der
grof3te Vertreter der Zimtsauren in Lebensmittelrdie Kaffeesdure. Sie kommt meist
in Verbindung mit China- und Chlorogenséaure (Esler Kaffeesaure) vor. Kaffee ist
eins der meistkonsumierten Getranke weltweit uredgiof3te Nahrungsmittelquelle fur
Chlorogensaure.

Kaffee- und Chlorogensaure haben beide antioxidafigenschaften aufgrund ihrer
Fahigkeit, in vitro freie Radikale einzufangen. Mvo bzw. wenn sie Uber

Nahrungsmittel aufgenommen werden, erhohen Kaffeed Chlorogensaure die
antioxidative Kapazitat im Plasma, die Konzentraiim endogenen Antioxidantien wie
Vitamin E und die ex vivo Bestandigkeit von Lipofeimen gegen Oxidation [LAFAY

et al., 2005].
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Kaffeesdure kann Uberdies die Leukotriensynthesenten, was sich auf die
Immunregulation, Entziindungen und Allergien austvivkeiters kann Kaffeesaure die
durch Cd" induzierte LDL-Oxidation hemmen [OLTHOF et al. (0.

Es gibt mindestens zwei Mechanismen, die die amtaiven Eigenschaften von
phenolischen Verbindungen beschreiben: Zum einerchdiChelation von redox-

aktivem Metallen, zum anderen durch Elektronenaufmavon ROS. Kaffeesaure ist
wie erwahnt besonders effektiv beim Radikalabbaei] sie dabei Hydroxylgruppen
bildet, die weiter oxidiert werden kdnnen.

AuBBerdem konnte Kaffeesdure die Zellen Uber einamk-Zktivierten Signalweg

schitzen [CHUNG et al., 2006].

2.3.1.3 Curcumin

OCH,

o O
Abbildung 8: Strukturformel von Curcumin [http://www.sigmaaldrich.com Stand:

16.03.2009]

Curcumin (1,7-bis (4-Hydroxy-3-Methoxyphenyl)-1,&@ptadien-3,5-Dion) ist die
wirksamste Komponente der Gelbwurz, ein gelbesfigparerwendetes Gewirz, das
vom Rhizom der Pflanz€urcuma longa gewonnen wird. Es wird oft als Gewurz und
Farbstoff in verschiedenen Lebensmitteln verwendein weiter Bereich von
biologischen und pharmakologischen Aktivitdten v@arcumin wurde in mehreren
Studien untersucht.

Curcumin besitzt viele therapeutisch wirksame Esgbaften und hat anti-
inflammatorische, antitumor und antioxidative Wingu Weiters ist es ein
Radikalfanger und schitzt das Gehirn vor Lipidpatation [DIKSHIT et al., 2006],
[IQBAL et al., 2008]
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Curcumin kann intrazellulare Antioxidantien wie GS{&lutathion) erhéhen und
reguliert antioxidative Enzyme. Zusétzlich zeigeichsdie anti-inflammatorischen
Eigenschaften von Curcumin durch Inhibiton des ipfammatorischen
TranskriptionsfaktoNFkB [KOWLURU and KANWA, 2007].

Curcumin wirkt als ein starker Inhibitor der Mutagse und chemisch induzierter
Karzinogenese.

Derzeit findet Curcumin grol3e Beachtung wegen seiastioxidativen Potentials
[IQBAL et al., 2008].

Viele neurodegenerative Erkrankungen sind mit derkkuulation von

Proteinaggregaten, oxidativen Schaden und Entzighdwerbunden. Curcumin hat
mehrere vielversprechende Charakteristiken, unmberodegenerativen Erkrankungen
therapeutisch eingesetzt zu werden. Aufgrund seiediachen Wirkungsweisen, seiner
Ungiftigkeit in oralen Dosen, und relativen Kosténgtigkeit hat Curcumin grof3es
therapeutisches Potential fir neurodegenerativeaiBkkingen, fir die es derzeit kaum

optimale Heilungsmaglichkeiten gibt [COLE et al 0Z(.

2.3.1.4 Resveratrol

HO
= OH

OH

Abbildung 9: Strukturformel von Resveratrol [http://www.sigmaalsrich.com Stand:
16.03.2009]
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Resveratrol (2,5,4-Trihydroxy-trans-Stilben) isth g@@henolisches Phytoalexin, das in
Trauben, Preiselbeeren, Pflaumen und Erdnussemdgiuwird. Es ist auch in grof3en
Mengen in Rotwein enthalten [ALARCON DE LA LASTRA&@VILLEGAS, 2007].

Mehrere in vitro Studien haben gezeigt, dass Reswér ein Molekul mit
antioxidativen, antikanzerogenen, anti-inflammatciien und 0Ostrogenéhnlichen
Eigenschaften ist.

Resveratrol wird aufgrund seiner bekannten antetikrén Aktivitat bei der Behandlung
von neurodegenerativen Erkrankungen eingesetztiitde gezeigt, dass Resveratrol
Gliomazellen von Ratten vor der Toxizitat vesAmyloiden (Ab) schitzt, indem es die
Expression der intrinsischen Stickstoffmonoxidswsth (iINOS) und Cyclooxygenase
(COX-2) reduziert. AuBerdem kann Resveratrol dieomtrollierte Abgabe von NO und
Prostaglandin E2 (PGE2) verhindern. Diese Wirkungeruhen auf der Fahigkeit von
Resveratrol, die Translokation von KB in den Zellkern zu unterdricken
[CALABRESE et al., 2008].

Eine der mehrfach beschriebenen biologischen Akten von Resveratrol ist das
antioxidative Potential, das es aufweist. Resverast zugleich Radikalfanger und
wirkt als Antioxidans aufgrund seiner Fahigkeit, hrexre antioxidative Enzyme zu
aktivieren. Die Wirksamkeit von phenolischen Verhingen als Antioxidantien beruht
auf den Redox Fahigkeiten ihrer phenolischen Hygdgxppen und dem Vermégen,
Elektronen zu delokalisieren [ALARCON DE LA LASTRa#nd VILLEGAS, 2007].

Es wird angenommen, dass die antioxidative WirkimgZusammenhang mit den
neuroprotektiven Eigenschaften von Resveratroltstelan et al. konnten in vitro
nachweisen, dass Resveratrol Uber den Proteinki@as@®’KC) Signalweg einen
neuroprotektiven Effekt hat [HAN et al., 2004].
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3.0 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden alle Versuche mit 3 versdenen Zelllinien (P19, K562, HEK
293) unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Digdtikierung der Zellen erfolgte im
Brutschrank bei 37°C mit 5 %iger GQGAtmosphare in sterilen Kulturflaschen (Fa.
Iwaki). Um die Zellkulturen vor Kontamination mit vermehgsf@higen
Mikroorganismen zu bewahren, sind besondere MalReaHhrei der Tatigkeit mit den
Zellen notwendig Die Versuchsdurchfihrungen mit den Zelllinien wardin einer
sterilen Werkbank (LaminarAir Flow Bio-lI-A: Telsfa getatigt. Damit der
Arbeitsbereich und alle Arbeitsmaterialien keimfreleiben, muissen vor jedem
Arbeitsbeginn die Sterilbank, alle verwendeten @erdnach Hitze- bzw.
Dampfsterilisation) sowie Hande bzw. Handschuhtefsi 70%igen Ethanol gereinigt

werden.

3.1.1 Zelllinien

Fur die Versuche wurden sowohl Suspensionszell&®6ZKals auch adharente Zellen
(P19, HEK 293 bzw. T-Rex 293) verwendet.

P19 Zellen werden nach Differenzierung als Mod#llfeuronale Zellen herangezogen,
K562 Zellen dienen als Modell fur humane erythrafddlen und HEK 293 bzw. T-Rex
293 Zellen werden als induzierbares Frataxin-Knowkd Zellmodell verwendet, da bei

ihnen die Frataxinexpression herunterreguliert ist.
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3.1.1.1 P19

Die P19 Zelllinie stammt aus embryonalen Karzindiepe eines C3H/He
Mausestamms. Es handelt sich um adharente, planfotZellen, welche mit
Retinolsdure zu neuronalen- und Gliazellen differeren konnen [ATCC CRL 1825].

Die Zellen wurden in komplettiertert MEM Medium kultiviert. Alle 2-3 Tage wurden

die Zellen gesplittet.

3.1.1.1.1e-MEM

Zur Kultivierung der P19 Zellen wurdeMEM Medium (Euroclone) verwendet. Das
Trockenmedium in Pulverform wird in 7 Liter bidék#irten Wasser vollstandig
aufgelost. Danach erfolgt der Zusatz von 22 ¢ iNetinydrogencarbonat (2,2 g
NaHCGQ; /L). AnschlieBend wird der pH-Wert auf 7,2 mit 1NCI eingestellt. Das

Volumen wird auf 10 Liter mit bidestilliertem Wassaufgefillt, und das Medium rihrt
mindestens 1h am Magnetruhrer (IKA® RCT basic).

Danach wird das-MEM Nullmedium in der Sterilbank mittels einer $ahchpumpe

(Masterflex, Cole Parmer Instrument Co) durch ei&erilfilter mit der Porengréf3e
0,20 um (Sartolab P plus, Sartorius) in sterile 50I0Glasflaschen abgefillt. Das

Medium wird anschlieRend bei 4°C aufbewahrt.

Zur Kultivierung der Zelltypen und um ein optimal®8achstum der Zellen und
Vermeidung von Bakterienwachstum zu garantieremdere 450 ml des Nullmediums

mit folgenden Zusatzen komplementiert:

37,5 ml hitzeinakitivertes CS (7,5%), (calf seruf@|BCO®)

12,5 ml hitzeinaktiviertes FBS (2,5%), (foetal bwiserum), (GIBCO®)
5,0 ml L-Glutamin (2mM) (Euroclone)

5,0 ml non essential amino acids solution (100xig§t@Biochrom AG)

0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml) (Antibiotikum), (GERBRIotechnik GmbH)
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Zum Differenzieren der P19 Zellen braucht man i Serumzusatz im Nullmedium,

die anderen Komponenten werden in gleicher Mengefigt:

18,75 ml hitzeinaktiviertes CS (3,75%), (calf seju(@IBCO®)
6,25 ml hitzeinaktiviertes FBS (1,25%), (foetal bevserum), (GIBCO®)

FUr die Inkubationsversuche wurde auch eiMEM-BSA (bovine serum albumin)

Medium benétigt. Zu 50 mi-MEM-Nullmedium werden folgende Zusatze zugegeben:

1 mg/ml BSA (Roth)

2 1g/ml Holotransferin (500 mg) (Provivo)

1 ml essential amino acids (100x Stock), (Sigma)

0,5 ml non essential amino acids solution (100xi§t@Biochrom AG)
0,5 ml L-Glutamin (2 mM) (Euroclone)

3.1.1.2 K562

Hierbei handelt es sich um Suspensionszellen, airelwzzio et al. aus der pleuralen
Effusion einer 53 jahrigen Frau, die an chronisahgelogener Leukamie in terminaler
Blastenkrise erkrankt war, etabiliert wurden. [AT@CTL 243]. Alle 2-3 Tage wurde
das Kultivierungsmedium gewechselt und die Zellehane Zellzahl von 0,4 Mio/ml

eingestellt.

3.1.1.2.1 RPMI

Zur Kultivierung der K562 Zellen wurde RPMI 1640 tMem (Biochrom KG)
verwendet. Das Trockenmedium wird ebenfalls in TelLibidestillierten Wasser
aufgelost. AnschlieRend werden 20 g Natriumhydrogdsonat (2,0 g NaHCOIL)
zugesetzt und der pH Wert auf 7,2 eingestellt. Naochdas Volumen auf 10 Liter mit

bidestilliertem Wasser aufgefillt und mindestens alli dem Magnetrihrer gerihrt
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wurde, erfolgt die Abflllung zu je 500 ml in steriGlasflaschen. Das Medium wird

anschliel3end bei 4°C gelagert.

450 ml des RPMI Nullmediums mussen folgendermaltanpkementiert werden, um
ein optimales Zellwachstum und eine Vermeidung vBakterienwachstum zu

garantieren:

50 ml FCS (fetal calf serum,), (GIBCO®)

5 ml L-Glutamin (2mM) (Euroclone)

5 ml Pen-Strep (100x Stock) (Penicillin/Streptonmyc(Sigma)

0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml)(Antibiotikum), (GERBRIotechnik GmbH)

Das bendtigte FCS sollte hitzeinaktiviert sein, faanche Versuchsansatze wurde
jedoch auch ein nicht hitzeinaktiviertes FCS veretn
Weiters wurde fir manche Inkubationen auch ein RBBA Medium verwendet. Zu

50 ml RPMI-Nullmedium werden folgende Zusatze zugef

1 mg/ml BSA (Roth)

2 ug/ml Holotransferin (500 mg) (Provivo)

1 ml essential amino acids (100x Stock), (Sigma)

0,5 ml non essential amino acids solution (100xI§t@Biochrom AG)
0,5 ml L-Glutamin (2 mM) (Euroclone)

3.1.1.3 HEK 293 (T-Rex 293)

HEK 293 (Invitrogen, Carlsbad, CA) ist eine humagmbryonale Nieren-Zelllinie, die
bestimmte Proteine konstant exprimieren kann. kseli Arbeit wurden HEK 293
Zellen verwendet, welche das Tetracyclin Rezeptatdih (TetR) exprimieren und
daher als T-Rex 293 Zellen bezeichnet werden. DietB- Proteinexpression fuhrt zu

einem durch Zusatz von Tetracyclin induzierbarematdinknockdown bzw. einer
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Verminderung der Frataxinexpression, die auch laieRten mit FRDA auftritt [LU
and CORTOPASSI, 2006].

Alle 2 Tage wurde das Zellmedium gewechselt, alé Bage wurden die Zellen
gesplittet. Bei Versuchen mit T-Rex 293 werdensskaintrollzellen unter den gleichen
Bedingungen mitgezichtet, bei denen das Frataxamt ndurch Tetracyclin (Tc)
herrunterreguliert ist. Frataxin wurde mit 0,5 petracyclin/ml/d ausgeknockt. Nach 5

Tagen war etwa 10% Frataxin vorhanden.
3.1.1.3.1 DMEM
Zur Kultivierung der T-Rex 293 Zellen wurde Dulbet modified eagle medium
(DMEM) verwendet. Die Herstellung erfolgt genause wie Herstellung der anderen
beiden Medien, nur werden 37 g Natriumhydrogengaband 1,1 g Natrium-Pyruvat
zugesetzt.
450 ml DMEM Nullmedium werden mit folgenden ZusitZKomplementiert:

50 ml FCS tetracycline free (10%), (fetal calf sejyBioSera)

5 mM L-Glutamin (2 mM) (Euroclone)

0,5 ml Gentamycin (50 mg/ml) (Antibiotikum), (GERBRIotechnik GmbH)

folgende Antibiotika werden immer frisch hinzugeset

1 pl/ml Blasticidin (50 mg/ml) (PAA)
0,33 pl/ml Puromycin (50 mg/ml) (PAA)

3.1.2 Mediumwechsel und Passagieren

Die Zelltypen werden in unterschiedlich gro3enrilstie Zellkulturflaschen (Fa. Iwaki,
Fa. Greiner) kultiviert.
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Die Nahrstoffe des Kulturmediums werden nach emigéeit bei der
Bebritungstemperatur von 37°C abgebaut. Um die ovgusng der Zellen zu
gewahrleisten und um eine logarithmische Wachsthasp zu erhalten, muss das
Nahrmedium regelméaRig ausgetauscht und erneuedewer

Nach Erreichen der Maximaldichte der Zellen teigch die Zellen nicht mehr. Es
kommt zur kontaktinduzierten Wachstumshemmung. Blesiwerden adhérente Zellen
durch Passagieren in bestimmter Verdinnung in eimes Kulturgefal® tbergefuhrt.
Dazu missen die Zellen vorerst vom Gefal3boden tgalis in Suspension gebracht
werden. Zuerst wird das alte Medium abgesaugt ut®l Zllen werden mit 0,05 %
Trypsin (Euroclone) abgelost. Das Trypsin wirkt @tV Minuten ein und wird
anschlieBend abgesaugt. Fir T-Rex 293 Zellen vetgieman ebenfalls 0,05%Trypsin
(Euroclone) mit einer Einwirkzeit von 2-3 MinuteDanach werden die Zellen zurlick
in den Brutschrank gegeben. Nach 2-5 Minuten imtd&huank 16sen sich die Zellen
durch die Einwirkung des Trypsins vom Boden dert#dilasche ab und kénnen in
neuem Medium resuspendiert werden. Danach werden Zkllen in neue
Kulturflaschen dberfiihrt und durch Verdinnung mitsdhem Medium wird die
gewinschte Zellzahl eingestellt.

Zum Subkultivieren der Suspensionszellen wird 3-mmalder Woche das Medium
gewechselt und die Zelldichte auf 0,4 Mio/ml eirtgs indem man ein bestimmtes
Volumen der Zellsuspension in eine neue Kulturti@spipettiert und mit frischen
Medium verdunnt.

Wichtig ist, dass alle Lésungen vor Kontakt mit d#ellen auf 37°C in einem

Wasserbad erwarmt werden.

3.1.3 Differenzieren von P19 Zellen

P19 Zellen sind pluripotent und konnen durch Zusatn Retinolsaure (RA) zu
neuronalen-, Glia- und Fibroblasten- &hnlichen etell differenziert werden.
Retinolsaure kann eine Differenzierung vieler veimsdener Zelltypen, vor allem aber
bei embyronalen Karzinomzellen induzieren (JONEEMNANEUVE et al., 1982).
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Zur Differenzierung der P19 Zellen werden diesatrischalen (Cellstar) mit frischem
5%igen a-MEM Medium auf eine Dichte von 1 x i@ellen/ml eingestellt. Durch
Zusatz von 0,25 pl RA (5 mM)/ml wird die Differeerung induziert. Die weitere
Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei 37°C und bfgr CQ Atmosphare. Dabei
formen sich die Zellen zu Aggregaten. Am zweiterg Tiach der Induktion wird das
Medium gewechselt, indem man die Zellen im altendiMm in 50 ml Rohrchen
(Falcon) sammelt und etwa 10 min absinken lasstaba wird 3 min mit 100g bei 4°C
zentrifugiert und das alte Medium wird vorsichtligpasaugt. Dann werden die Zellen in
frischem 5%igen Medium resuspendiert, wobei wiefigsche RA in derselben
Konzentration zugefluigt wird; die Aggregatsuspensiand wieder in Petrischalen
Uberfuhrt. Nach 5 Tagen werden die Zellen in Wéditlen ausgesetzt, die mit 0,1%
Gelatine gecoatet wurden.

Dies erfolgt folgendermaRen: Der Uberstand in detrig€halen wird in 50 ml
Rohrchen (Falcon) gesammelt und bei 100g fur 3reindBC abzentrifugiert. Danach
wird das alte Medium vorsichtig abgesaugt, ohneZ#dipellet zu verletzen. Das Pellet
wird in 1-2 ml PBS/EDTA (1x PBS, 1mM EDTA pH 7,4pmmogenisiert und auf 10 ml
mit frischem 10%a-MEM Medium aufgeftllt. Nun wird die Zellzahl gezélund die
entsprechende Verdinnung mit frischem 1Q9%EM Medium wird in die Well
Platten pipettiert, wobei in die 6-Well Platten 2 Zellsuspension und in die 12-Well
Platten 1 ml Zellsuspension pipettiert werden. Délen werden in den 6-Well Platten
mit einer Dichte von 5 x £Uml oder in den 12-Well Platten mit einer Dich@n2,5 x
10° /ml ausgesetzt.

Nach weiteren 3 Tagen sind die Zellen vollstandig Neeuronen differenziert und

koénnen fur Versuche herangezogen werden.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl muss vor jedem Ubedihin eine neue Kulturflasche
vorgenommen werden, da fur das Anlegen von Arbdliisien eine genaue Zellzahl
erforderlich ist. Die Zahlung erfolgt mit einem Idi@nischen Zellzéahler

(Microcellcounter CC-108, Fa. Sysmex). Hierfuir wendin der sterilen Werkbank
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(Laminar Air Flow Bio-1I-A: Telstar) etwa 0,5 ml d&ellsuspension entnommen. Dann
werden daraus 200 pl in ein Countergefal3 pipettiedt mit 9,8 ml Counterflissigkeit
(Cellpack PK-30, Fa. Sysmex) verdinnt. AnschlieRerfdigt die Messung mit dem

Zellzahler, wobei aber nicht zwischen lebendentoteh Zellen unterschieden wird

3.2 Inkubation der Zellen

3.2.1 Verwendete Substanzen

Fir die verschiedenen Inkubationsversuche wurdemolsio Kulturmedien als auch

Antioxidantien verwendet.

3.2.1.1 Medien

3.2.1.1.1 Medien fir die Inkubation der P19 Zellen

a-MEM Nullmedium

a-MEM Komplettmedium mit 10% hitzeinaktiviertem Saru
a-MEM Komplettmedium mit 5% hitzeinaktiviertem Serum
a-MEM-BSA-Medium (1mg BSA/ml)

3.2.1.1.2 Medien fir die Inkubation der K562 Zellen

RPMI Nullmedium

RPMI Komplettmedium mit hitzeinaktivierten SerumlH

RPMI Komplettmedium mit nicht hitzeinaktiviertemr@en (not HI)
RPMI-BSA-Medium (1mg BSA/ml)
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3.2.1.2 Antioxidantien

3.2.1.2.1a-Tocopherol Succinat (530,78 g/mol)

Fur 5 ml einer 5 mM Stammldsung werden 13 en§ocopherol Succinat eingewogen

und in 5 ml Ethanol vollstandig gelost.

3.2.1.2.2 Kaffeeséaure (180,16 g/mol)

Far 10 ml einer 10 mM Stammlésung werden 18 mg é&déure eingewogen und in 10

ml Ethanol vollstandig gelost.

3.2.1.2.3 Curcumin (368,38 g/mol)

Fur 5 ml einer 5 mM Stammlosung werden 9 mg Curauemgewogen, in 250 pl 5 M

Natronlauge vorgeldst und dann in 4750 ul PBS @¢eljst.

3.2.1.2.4 Resveratrol (228,24 g/mol)

Fur 5 ml einer 5 mM Stammlésung werden 5,75 mg Bedrol eingewogen und in 5

ml Ethanol gelost.



3.0 Material & Methoden 32

a-Tocopherol-Succinat

5mM Stammlésung

Konz. (UM) 10 20 30 50

VF* 500 250 166,667 100
Keffeesaure

0,1mM

Stammldsung

Konz. (UM) 0,1 0,5 1 2,5

VF 1000 |200 100 2,5

Curcumin

5mM

Stammlbsung

Konz. (UM) 0,5 1 2 5 10
VF 10000 | 5000 2500 1000 500
Resveratrol

5mM

Stammldsung

Konz. (UM) 5 10 15 25

VF 770 350 233,333 140

Tabelle 1: Konzentrationsliste der verwendeten Antxidantien

* VF= Verdlunnungsfaktor

3.2.2 Inkubation von P19 Zellen

Die Zellen werden wie in Kapitel 3.1.5 beschrielzenNeuronen differenziert und in

Well Platten ausgesetzt, wo sie dann flr die Inkohaversuche herangezogen wurden.

Je nach Ansatz sind die verwendeten Substanzen diaed Inkubationszeiten
unterschiedlich.

Die Inkubation mit den verschiedenen Medien eriolgtr die Dauer von 2, 4, 6, 24 und
48h im Brutschrank bei 37°C mit 5 %iger €@tmosphéare, die Inkubation mit den
Antioxidantien erfolgte 24 und 48 h, wobei das &tedium in den Wells abgesaugt
wurde und entsprechende Mengen des jeweiligen htlauismediums bzw. die
Antioxidantien in 5%igenu-MEM verdinnt in die Wells pipettiert wurde-MEM mit
5% Serunzusatz und Antioxidantien wurden so zugemgeldass man auf ein
Endvolumen von 2 ml (6-Well Platte) bzw. 1 ml (12WPlatte) kam.
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3.2.3 Inkubation von K562 Zellen

Fur die Inkubationen werden Zellkulturflaschen (ki) verwendet.

Die Inkubation mit den verschiedenen Medien erfolgie in Kapitel 3.2.2 beschrieben.
Die Zellzahl wird gezahlt und die Zellen werden mgchem RPMI 1640 Medium auf
eine Dichte von 1,5 x £0ml eingestellt. Am Tag der Inkubation wurden di66g
Zellen bei 250g fur 3min bei 4°C abzentrifugiertadalte Medium wurde abgesaugt
und das Zellpellet wurde in 12 ml des jeweiligekuibationsmediums resuspendiert, da
pro Inkubationszeitpunkt 2 ml entnommen wurden.

Die Inkubation mit den Antioxidantien erfolgte 2ddu48h im Brutschrank.

Die Zellen wurden gezahlt und auf eine Dichte voh 0 16 /ml eingestellt. Frisches
RPMI Medium und Antioxidantien wurden so zugegebelass man auf ein
Endvolumen von 10 ml kam, da pro Inkubationszeigpye 5 ml gesammelt wurden.

Pro Substanz und Konzentration wurde eine Kultact& verwendet.

3.2.4 Inkubation von T-Rex 293 Zellen

Die T-Rex 293 Zellen mussen zuerst trypsinisiertrdea, um die Zellzahl zu
bestimmen (siehe Kapitel 3.1.6). Danach wurderfisielie LDH Messung in 48-Well
Platten mit einer Dichte von 4 x A@ellen/ml fir die 24h Inkubation bzw. mit einer
Dichte von 2 x 10 Zellen/ml firr die 48h Inkubation ausgesetzt, wope Well ein
Volumen von 0,5 ml Zellsuspension pipettiert wurBér den MTT Assay wurden die
Zellen in 96-Well Platten mit einer Dichte von 4& Zellen/ml ausgesetzt, wobei pro
Well ein Volumen von 100 pl pipettiert wurde. Digkuibationen erfolgten einen Tag
nach dem Aussetzen nur mit Antioxidantien fur diauBr von 24 bzw. 48h im
Brutschrank bei 37°C mit 5 %iger GAtmosphare.

FUr die LDH Messung wurden die Zellen mit allenrAatioxidantien inkubiert, wobei
die Antioxidantien in entsprechender Menge direktlie Wells pipettiert wurden. Nach
den jeweiligen Inkubationszeiten wurden die Ubeidéaabgenommen und gesammelt,

dann jeweils 0,5 ml einer 1 mM,B,-Medium-L6sung in jedes Well zugegeben und 4h
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im Brutschrank inkubiert. Danach wurde derC#Uberstand abgenommen und

gesammelt.

Fir den MTT-Assay wurden die Zellen mit CurcuminduResveratrol in den
Konzentrationen 2, 4 und 8 uM 24h inkubiert. Danaciiden je 50 pl 0,5 MM ¥D,-
Lésung bzw. PBS (1x) pro Well zugegeben und nochBalinkubiert.

3.2.5 Ernten der Zellen

Die Arbeitsschritte fir das Ernten der Zellen gmaach Zelltyp unterschiedlich.

Bei den P19 Zellen wird nach den jeweiligen Inkidreszeiten sowie am Anfang der
Inkubation (Nullzeitpunkt) das Uberstandsmedium des Wells in Eppis gesammelt
und bei — 20°C eingefroren. Die Platten werden 2 jgn 1 ml PBS (1x)/Well
gewaschen und dann ebenfalls bei -20°C eingefroren.

Bei den K562 Zellen wird zu den jeweiligen Inkubaszeitpunkten sowie am Beginn
der Inkubation (Nullzeitpunkt) jeweils 2 ml bzwnd (je nach Versuchsansatz) aus den
Flaschen entnommen und in 15 ml RoOhrchen (Falct@rfihrt. Die entnommene
Zellmenge wird bei 250g 3 min bei 4°C abzentrifugielann wird der Uberstand in
Eppis gesammelt und bei — 20°C eingefroren. Zu Zidipellets werden je 1 ml PBS
(1x) pipettiert, resuspendiert und in ein neuesikjgerfuhrt. Die Suspension wird
nochmals bei 300g 5 min bei 4°C zentrifugiert. Davird das PBS abgesaugt und das
Pellet wird bei -20°C eingefroren.
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PBS (5x), pH 7,3alle Chemikalien von Fa. Merck)

40g NacCl
lg KCI
1g KHPO,

14,59 NaHPO, x 12 HO

werden mit HO dest. auf 1 Liter vollstandig verrihrt, dann witer pH Wert auf 7,4

eingestellt. Dieser wird dann 1:5 verdunnt, um eifhe PBS zu erhalten.

3.2.6 Lysieren der Zellen

Die P19 Zellen missen vor dem Lysieren aus dens/delt Platten gesammelt werden.
Man pipettiert je nach GroRRe der Wells 40 ul (6-MPdditte) oder 30 pl (12-Well Platte)
Lysispuffer (Promega Cell Culture Lysis Reageniit/ml 1mM PMSF (Stammldsung
1M in DMSQ)), der zuvor 1:5 mit #D dest. verdinnt wurde, in jedes Well und schabt
die Zellen mit einem Cell Scraper (Sigma) vom BodenWells. Dann transferiert man
das Lysat in Eppis, vortext die Suspension undt ldsa Lysispuffer 10 min auf Eis
einwirken. Als Nachstes wird das Zelllysat nochmgésortext, und man bricht die
Zellen mittels Ultraschall auf. Danach wird das atydei 7000g 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird gesammelt, daéePeerworfen. Die Proben konnen
dann bei -20°C gelagert werden und fur Versuchartggzogen werden.

Zum K562 Zellpellet werden 50 pl Lysispuffer zugeee, gevortext und die
Suspension wird 10 min auf Eis inkubiert Die weaateiSchritte sind dieselben wie bei
den P19 Zellen.
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3.2.7 Proteinbestimmung nach BIORAD

Mit jeder Probe wird eine Proteinbestimmung durdtige, da man fur die
nachfolgenden Versuche immer die gleiche Proteig@émden Proben bendétigt.

Die Methode basiert auf der Bindung des Farbstotfsmassie-Brillant-

Blau G-250 an die freien Aminogruppen von Proteinkn saurem Milieu erfolgt
aufgrund dieser Komplexbildung ein Farbumschlag \waun zu blau und das

Absorptionsmaximum wird von 465nm nach 595nm vesbeh.

Fir jede Probe wird die Proteinkonzentration nst@tandardkonzentrationen (0 pg/ml
bis 12 pg/ml) Uber eine mit BSA erstellten Eichgeraermittelt. Eine BSA-
Stammldsung (1 mg BSA/ml) wird 1:10 mit® dest. verdinnt.

Konzentration (ug/ml) Verdunnte BSA-L6sung | H20 dest (pl)
(Hh)
0 / 800
2 20 780
4 40 760
6 60 740
8 80 720
10 100 700
12 120 680

Tabelle 2: Pipettierschema fur die Eichgerade

1 pl der Proben wird mit #D dest. auf 800 pl aufgefillt. Danach werden jesve@d0 pl
BIORAD Reagens in die Standards und Proben mitbegpenser zugegeben und
gevortext. Nun wird 20 min bei Raumtemperatur inkub Danach werden nochmals je
200 pl (im Doppelansatz) in eine 96-Well ELISA R#apipettiert und die Absorption
wird bei 595nm photometrisch (Anthos Zenyth 310@stbmmt. Die Ermittlung der
Proteinkonzentration erfolgt Gber eine Standardénkalkulation mit dem GraphPad

Prism Programm.
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3.3 ECLIA (Elektrochemilumineszenz- Immunoassay)

Ziel dieses Versuchs war es, die Frataxinkonzeatrater Zellen nach Inkubation mit
verschiedenen Substanzen mittels MSD (Meso Scale scobery)
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (ECLIA) zu reess
Elektrochemilumineszenz (ECL) Detektion verwendabél, die Licht abstrahlen wenn
sie elektrochemisch stimuliert werden. Mdgliche tdigrundsignale sind minimal, weil
der Stimulationsmechanismus (Elektrizitat) nichtt ndem Signal (Licht) selbst
gekoppelt ist.

Die Label sind stabil, nicht radioaktiv und emitée Licht bei 620 nm.

Es werden 96- Well Platten (MULTI-ARRAY: Plates, MA2400 96

High Binding Plate) verwendet, die Kohleelektrodem Boden der Platte integriert
haben, durch welche der Detektionsprozess initived.

Bei diesem Assay handelt es sich um ein Immuno\BamhdAssay, der
folgendermal3en angelegt wird:

Zuerst wird die MSD-Platte mit einem monoklonaleesBhichtungsantikérper (capture
antibody) gecoatet. Danach werden Standard undeRrabfgetragen, anschliel3end der
polyklonale Bindungsantikorper und zum SchlussneinMSD SULFO-Tagv Reagens
(Elekrtochemilumineszenzmarkierung) markierter Ret@santikorper (detecting
antibody).

Als letzter Schritt wird der MSD Reading Buffer afiggt, der die am besten geeigneten
chemischen Bedingungen fir die Messung mit dem M&EOTORwM Gerat schafft.
Durch eine elektrische Spannung, die an den Eld&traler Multi-Array Platte angelegt
wird, wird Licht durch eine an der Oberflache ddelEode gebundene Markierung
emittiert. Das SECTOR Gerat misst die Intensité elmittierten Lichts und ermdglicht
dadurch eine quantitative Messung der Frataxinmeangeer Probe [HELMINGER
2008]
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\ MSD SULFO-TAG
' labeled detection antibody

Protein of interest

Counter
O O | electrodes
\

MSD MULTI-ARRAY
96-Well Plate Waorking electrode

(apture antibody
{directly adsorbed)

Dielectnc

Abbildung 10: Sandwich-Immunoassay mit MSD MULTI-ARRAY Platte. Quelle:

www.meso-scale.corh3.01.2009

3.3.1 Durchfiihrung des ECLIA

Am Vortag der eigentlichen Versuchsdurchfihrungivdie MSD- High Bindplatte mit
dem 1. Antikérper von Chemicon (MsFx) gecoatet:
Der Antikérper wird 1:50.000 in 1x PBS verdinnt,ndeh werden je 30
ul/Well der Antikdrper-Losung durch ,Reverse Pipegt aufgetragen und gut
verteilt.
Zum Schluss wird eine Klebefolie Uber die Platt&lgiet und die Platte wird
Uber Nacht (mindestens 8h) bei 4°C inkubiert.

Am nachsten Tag wird die Platte mit 3%igem BSA (BevSerum Albumin) (MSD) in
1x PBS geblockt.
Die Platte wird zunéchst ausgeleert, vorsichtige&hapft und dann werden je
125 pl 3%iges BSA in die Wells pipettiert.
Die Platte wird dann 1h 30min bei Raumtemperatut der Klebefolie

abgedeckt am Belly Dancer inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wird mit der Vorberegules Standards und der Proben

begonnen. Es wird eine Standardreihe nach folger&tgmama pipettiert.
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Std 1 (1 ng/Well) 125 pl Std-Stammlésung* 0511 BSA 1%
Std 2 (0,5 ng/Well) 115 pl Std 1 115 pl BS%
Std 3 (0,25 ng/Well) 115 pl Std 2 115 piBB%
Std 4 (0,0125 ng/Well) 115 pl Std 3 115 pl BSA 1%
Std 5 (0,0625 ng/Wel|) 115 pl Std 4 115 pl BSA 1%
Std6  (0,03125 ng/Well) 115 pl Std 5 115 pl BSA 1%
Std 7 (0,0156 ng/Wel|) 115 pl Std 6 115 pl BSA 1%
Std 8 ** (0,0078 ng/Well 115 pl Std 7 115 pl BSA 1%
Leerwert / 115 pl BSA 1%

Tabelle 3: Pipettierschema fir Standardreihe
* Frataxin-Standard Stammlésung: 0,08 ng/ul
** \Vom Std 8 werden115 pl verworfen, damit alle I8tards dasselbe Volumen
haben
Alle 8 Standards werden noch mit 20 ul Lysispu8&%5-Losung (entspricht
16% Lysispuffer und 0,02% SDS pro Ansatz) versgt@?,5 ul Lysispuffer +
2,5 ul 10% SDS).

Danach erfolgt die Probenvorbereitung. Je nachtyelwird eine unterschiedliche
Proteinmenge bendétigt, bei diesen Versuchen wurflan K562 Zellen 2 ug
Protein/Ansatz und fir die P19 Zellen 5 pg Profensatz verwendet. Die Proben
werden fur einen funffach-Ansatz hergerichtet.
Jeder Probenansatz wird auf 20 pl mit Lysispuffmo(nega/PMSF) aufgefullt
und danach mit BSA/SDS-Puffer (3990 pl 1% BSA +29)510% SDS) auf das

Endvolumen von 125 pl vervollstandigt.

Nach der Inkubationszeit von 1h 30 min wird dietfelavieder ausgeleert und
abgeklopft, danach dreimal mit je 150 ul/Well Wdéshng (1x PBS + 0,05%
TWEEN 20) gewaschen.

Nun beginnt man mit dem Auftragen von je 25 pl/MaEF Standardreihe und

der Proben durch ,Reverse Pipetting’ im Dreifacladns Der Standard wird
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beginnend mit der hdchsten Konzentration in deterrdrei Spalten der Platte
aufgetragen.
Nach dem Auftragen der Proben und des Standardd dig Platte mit

Klebefolie verschlossen und 1h am Belly Dancer .

Nach der Inkubationsperiode folgt nach dreimaligéaschen der Platte mit je 150
ul/Well Waschlésung das Auftragen des 2. AntikGspeyn Santa Cruz (Fx pc):
Dieser Bindungsantikorper ist 1:1000 mit 1%igem B@&&dinnt und wird
in einem Volumen von 30 ul/Well aufgetragen.
Danach folgt nach dem Aufkleben der Folie wiedeednkubationszeit von

1h am Belly Dancer.

Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je 150 pldMasung/Well der Platte erfolgt
nun das Auftragen des 3. Antikdrpers:
Dieser wird in einer Konzentration von 0,75mg/mlemem Volumen von 30
ul/Well aufgetragen.

Nach Aufkleben der Folie folgt wieder eine 1h In&tibnszeit am Belly Dancer.

AnschlieBend wird nach erneutem dreimaligen Wasctien Platte je 150 pl
Reading Buffer (1x) (MSD) pro Well aufgetragen wgieichmaniig verteilt.

Nun erfolgt die Messung im MSD SECTOR Gerat. Die swartung der
Messergebnisse wird mit dem GraphPadPrism Progransgefihrt.

3.4 LDH Messung

Die Messung der Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivgdt als etabliertes Mal3 fur die
Zytotoxizitdt in Zellen. Dabei wird eine moglicheellschadigung Utber LDH-
Freisetzung ins Medium untersucht.

LDH ist in intakten Zellen im Zytoplasma lokalisiemd der Austritt des Enzyms wird

durch die unbeschadigten Zellmembranen verhindBdi einer Schadigung der
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Zellmembranen werden cytosolische Bestandteile, ILDad, freigesetzt und reichern
sich in der Umgebung, z.B. im Nahrmedium der Zelkm [WEISHAAR et al., 1975].

Durch Messung der LDH-Aktivitat erhalt man Aufscédu Uber das Mald der
Zellschadigung, da es im Kulturmedium als relatabges Enzym detektierbar ist. Die
LDH-Aktivitdt wird direkt Uber die Konzentrationsabhme von reduziertem
Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) photometriscedtiimmt [THOMAS, 1998].

3.4.1 Verwendete Reagenzien

Tris-HCI pH 7,4 ( Fa. Merck)

NADH (B-Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced sodisait hydrate)
(SIGMA)

Natrium-Pyruvat (Pyruvic acid, sodium salt) (SIGMA)

Es wird ein Reaktionsmix hergestellt bestehend GusnM Tris-HCI pH 7,4 und 0,2
mM NADH:

Fur 30 ml: 4,26 mg NADH werden eingewogen und it?%8nl Tris-HCI (100mM, pH
7,4) gelost, dann mit #0 dest. auf 30 ml aufgefullt.

Na-Pyruvat wird als Substrat fir den Start der Reakbendtigt: Fir 20 ml werden 22
mg Na-Pyruvat eingewogen und in 20 mHdest. geldst. Alle Reagenzien werden bei

Raumtemperatur verwendet.

3.4.2 Durchfuhrung der Messung

Je 200 ul/Well des Reaktionsmixes werden in eind\Ved-Platte mit flachem Boden
im Doppelansatz vorgelegt. Dann werden je 50 plb@r@Vedienlberstande) oder
Leerwert (Zellmedium) dazu pipettiert. Nachdem Rigaktion durch zlgiges Zufligen
von je 30 pl Na-Pyruvat mit einer Mehrkanalpipgjéstartet wurde, kann die Abnahme
der Extinktion bei 340nm Uber 10 min jede Minute Rhotometer (Anthos Zenyth
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3100) gemessen werden. Die Auswertung der Messdatdolgte Uber das
GraphPadPrism Programm.

3.5 MTT Zytotoxizitats-Test

Fir den MTT-Test wurden nur T-Rex 293 Zellen verdetn

Der Zytotoxizitats-Test wird zum Nachweis der Zg#iitat verwendet, es handelt sich
dabei um die Messung des Anteils an lebenden ZelenVergleich zu einer
unbehandelten Kontrolle.

Der MTT Test ist ein quantitativer Test und basdatauf, dass gelbes Tetrazoliumsalz
MTT-(3-[4,5-dimethyldiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetraium bromide) von metabolisch
aktiven Zellen zu purpurfarbenem Formazan reduziénd. Lebende Zellen besitzen
diese Fahigkeit aufgrund ihrer mitochondrialen unidrosomalen Dehydrogenasen.
Das Formazan kann photometrisch quantifiziert werdela die resultierende
Farbintensitat der Vitalitat der Zellen direkt poofoonal ist [BUSHNELL et al., 1999].

3.5.1 Durchfuihrung des MTT-Tests

Die T-Rex 293 Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.4sblerieben inkubiert. 3h nach
Zugabe der kD, Losung bzw. des 1x PBS wird eine MTT-Stammldsurigverdinnt
(20 pl MTT-Stammlosung/100 pl Wellvolumen) direkt die Wells zugegeben. Die
Platten werden 30 min bei Standardbedingungen iekiylnlann sind die blaugefarbten
Zellen unter dem Mikroskop erkennbar.

Die Platten werden ausgeleert und vorsichtig aluggkbevor je 150 pul MTT-Solvent-
Lésung (4mM HCI, 0,1% Nondet P-40 in Isopropandbgg zu den Wells zugegeben
wird, um die Farbreaktion zu stoppen. Durch 20-riiggs Schuitteln am Belly Dancer
werden die MTT-Formazankristalle gelost. Die Mespuder Farbintensitat erfolgt
zuerst bei 595nm, dann bei 620 nm im Anthos Zer8AR0. Die Auswertung der

Messdaten wurde mit dem GraphPadPrism Programnefilsy
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3.6 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem GraphiadPProgramm ausgefihrt. Zur
Uberpriifung der statistischen Signifikanz der eteltién Werte wurde ein zweiseitiger
t-Test angewendet. Signifikante Unterschiede gelgenden Kontrollen wurden in den
Grafiken mit * (p<0,05), ** (p<0.01) und *** (p<O@1) markiert.



4.0 Ergebnisse & Diskussion 44

4.0 Ergebnisse & Diskussion

4.1 Einfluss von Zellkulturbedingungen auf die Brattexpression und
Zellschadigung

Im folgenden Kapitel werden die Auswirkungen der Itdkumedien auf die

Frataxinexpression und maogliche Zellschadigungenli& und K562 Zellen untersucht.
Hierbei soll gezeigt werden, welche Wirkung Zeltkminedien mit verschiedenen
Zusatzen auf die Frataxinexpression in neuronalénuad K562 Zellen haben.

Dazu wurden beide Zelllinien fur unterschiedlicheitgerioden mit verschiedenen

Medien inkubiert. Danach wurde mittels ECLIA dieataxinexpression gemessen.

4.1.1 Der Einfluss vone-MEM Medien mit verschiedenen Zusatzen auf die

Frataxinexpression von P19 Zellen
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Abbildung 11: Einfluss der Inkubation mit a-MEM Nullmedium auf die

Frataxinexpression von nenalen P19 Zellen
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Abbildung 12: Einfluss von a-MEM-Medium mit 1%igem BSA Zusatz auf die

Frataxinexpression von BZellen — neuronaler Typ
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Abbildung 13: Einfluss von a-MEM- Komplettmedium mit 5 % Serum auf die

Frataxinexpression von BZellen — neuronaler Typ
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Abbildung 14: Einfluss von a-MEM Komplettmedium mit 10% Serum auf die

Frataxinexpression von BZellen — neuronaler Typ

P19 Zellen -neuronaler Typ- wurden 2, 4, 6, 24 48t mit verschiedenen Medien inkubiert. Danach
wurde die Frataxinexpression mittels ECLIA (wie Kiapitel 3.3.1 beschrieben) gemessen. Die Werte
sind als Mittelwerte + SEM aus 6 unabhangigen Megen, die im Doppelansatz durchgefiihrt wurden,

dargestellt.

Abbildung 13 zeigt, dass P19 Zellen — neuronalgp-Tdie mit 5%-igemo-MEM

Medium inkubiert wurden, eine stabile Frataxinesgren Uber alle Messzeitpunkte
aufweisen, wahrend bei den anderen Medien Schwaekutiber die verschiedenen
Messzeitpunkte auftreten (Abb. 11, 12, 14). Aufgrudieser Ergebnisse wurden die

Inkubationsversuche mit Antioxidantien mit 5%-MEM Medium durchgefihrt.
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4.1.2 Der Einfluss von RPMI Medien mit verschiedeen Zusatzen auf die
Frataxinexpression von K562 Zellen
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Abbildung 15: Einfluss von RPMI- Nullmedium auf die Frataxinexpression von

K562 Zellen
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Abbildung 16: Einfluss von RPMI-Medium mit 1%igem BSA Zusatz auf die
Frataxinexpression von K2 Zellen
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Abbildung 17: Einfluss von RPMI-Medium mit 10% hitz einaktivierten

Serum auf die Frataxinexgssion von K562 Zellen
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Abbildung 18: Einfluss von RPMI-Medium mit 10% nicht hitzeinaktivierten
Serum auf die Frataxinex@ssion in K562 Zellen

K562 Zellen wurden 2, 4, 6, 24 und 48h mit den eliedenen RPMI Medien inkubiert und die
Frataxinexpression wurde wie in Kapitel 3.3.1 beistlen gemessen. Die Werte sind als Mittelwerte

+ SEM aus 6 unabhangigen Messungen, die im Dopga&faniurchgefihrt wurden, dargestellt.
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Die K562 Zellen wurden unter denselben BedingungienP19 Zellen inkubiert, um zu
vergleichen, ob Einflisse der Kultivierungsmediatlimienspezifisch sind. Wie bei
den P19 Versuchen schwanken die Messwerte beirdeibdation mit dem RPMI-
Nullmedium (Abb. 15) und BSA-Medium (Abb.16), wahde die Werte bei der
Inkubation mit den Komplettmedien (Abb. 16 und $@biler sind.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Inkubationsvdrsunit Antioxidantien mit RPMI-

Medium mit 10% hitzeinaktivierten Serum durchgefttihr

4.1.3 Einfluss der Inkubation mit Zellkulturmedien auf die Zellschadigung von
P19 und K562 Zellen

Bei diesem Versuch wurde untersucht, ob Zellkuleedian an sich einen Einfluss auf
das Zellwachstum und Zellschadigung in verschiedezelltypen haben. Die

Uberstande der mit verschiedenen Medien inkubiefieilen wurden gesammelt und
eine mogliche Zellschadigung wurde Uber MessunglLd#d (Laktatdehydrogenase)

Aktivitat im Medium untersucht.

4.1.3.1 Der Einfluss voru-MEM-Medien mit verschiedenen Zusétzen auf die

Zellschadigung von P19 Zellen

110
100+
90
80
704
60
504 * Kk

o | . A
20+

*%
10_ *% I__I__|
0
DI

% of Control

& &

Time

Abbildung 19: Messung der LDH-Konzentration im Medium von P19 Zellen —

neuronaler Typ- nach Inkeation mit a-MEM-Nullmedium
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Abbildung 20: Messung derLDH-Konzentration im Medium von P19 Zellen —
neuronaler Typ- nach Inkeation mit a-MEM-BSA-Medium
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Abbildung 21: Messung der LDH-Konzentration im Medium von P19 Zellen —
neuronaler typ- nach Inkoation mit 5%igem a-MEM-Medium
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Abbildung 22: Messung derLDH-Konzentration im Medium von P19 Zellen —
neuronaler Typ- nach Inkeation mit 10%igem a-MEM-Medium

P19 Zellen —neuronaler typ- wurden 2, 4, 6, 24 48d mit den verschiedenen Kulturmedien inkubiert.
Die Medienuberstande wurden abgenommen, gesammelwie in Kapitel 3.4.2 gemessen. Die Werte
sind als Mittelwerte + SEM aus 4 unabhangigen Megen, die im Doppelansatz durchgefihrt wurden,

dargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als d0§esetzt.

Die Abbildungen 19, 20 und 21 zeigen eine signiftka Abnahme der LDH-
Konzentration bei den Inkubationsmedien, die bewtMEM-BSA-Medium am
starksten ist. In Abbildung 20 ist zu sehen, dass ID%igex-MEM-Medium Uber die
ersten drei Messzeitpunkte eine Abnahme der LDHz€atration im Medium bewirkt,
wobei die LDH-Konzentration des ersten Inkubati@igminktes (2h) noch leicht Gber
dem Wert der Kontrolle (Oh) liegt. Nach 24 und 48kubation nimmt auch die LDH-
Konzentration im Medium wieder zu, nach 48h lidgtdann wieder Gber der Kontrolle
(Oh).

Beim a-MEM-Nullmedium (Abb. 19),a-MEM-BSA-Medium (Abb. 20) unc:-MEM
Komplettmedium mit 5% Serum (Abb.21) konnte beiemllMesszeitpunkten ein
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signifikanter Abfall der LDH-Konzentration in demtsprechenden Medien beobachtet

werden.

4.1.3.2 Der Einfluss von RPMI-Medien mit verschiedeen Zusatzen auf die
Zellschadigung von K562 Zellen
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Abbildung 23: Messung der LDH-Konzentration im Medium von K562 Zellen

nach Inkubation mit RPMINullmedium

450
400+
350+
300

250+ W_
200 W_ —

150 1

100+
504

% of Control

Abbildung 24: Messung der LDH-Konzentration im Medium von K562 Zellen
nach Inkubation mit RPMMedium mit 1%igem BSA Zusatz
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Abbildung 25: Messung der LDH-Konzentration im Medium von K562 Zellen

nach Inkubation mit RPMIMedium mit 10% hitzeinaktiviertem

Serum

550
500+
450
400+
350+
300+
250+
200+
150+
100+

50+

% of Control

Zeit

Abbildung 26: Messung der LDH-Konzentration im Medium von K562 Zellen

nach Inkubation mit RPMIMedium mit 10% nicht hitze-

inaktiviertem Serum
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K562 Zellen wurden 2, 4, 6, 24 und 48h mit den eeiedenen Kulturmedien inkubiert. Die
Medienuberstande wurden abgenommen, gesammelt ienith Wapitel 3.4.2 beschrieben gemessen. Die
Werte sind als Mittelwerte + SEM aus 4 unabhangilyssungen, die im Doppelansatz durchgefihrt

wurden, dargestellt. Die Werte der Kontrolle wur@dés 100% gesetzt.

Die Abbildungen 23 — 26 zeigen, dass in allen Rallkas Inkubationsmedium eine
hohere Zellschadigung nach sich zieht als die uaaditen Kontrollen (Oh), wobei die
Inkubationen mit dem RPMI-Nullmedium (Abb. 23) udém RPMI-BSA-Medium
(Abb. 24) relativ gleichformige Werte Uber die wdredenen Inkubationszeitpunkte
aufweisen. Abbildung 25 hingegen zeigt einen Amgstiéber die ersten drei
Inkubationszeitpunkte (2, 4 und 6h), danach (24 4@l fallt die Zellschadigungsrate
wieder ab. Abbildung 26 wiederum zeigt Uber allkulpationszeitpunkte fast gleiche
Werte.

4.2 Der Einfluss von Antioxidantien auf die Frataexpression und

Zellschadigung in verschiedenen Zellmodellen

In dieser Arbeit wurden moégliche Effekte von veisdenen Antioxidantien als
aussichtsvoller Therapiezusatz bei der Behandlung ¥RDA untersucht. Eine
verbreitete Hypothese besagt, dass FRDA auch sehieduziertem oxidativem Stress
beruht [SEZNEC et al., 2004]. Das pathophysioldggs®Modell von FRDA Patienten,
basierend auf Human- und Hefestudien, weist untdeiem auf Antioxidantien-Gabe
als moglichen therapeutischen Ansatz hin. Antioxigen koénnten ein viel

versprechender Ansatz sein, um das FortschreitenKdenkheit zu verlangsamen
[LODI et al., 2006].

Far meine Versuchsreihen wurden differenzierte Z&Ben als neuronales Modell,
sowie K562 Zellen verwendet. Mit den Ergebnisses den Versuchen mit P19 und
K562 Zellen wurden dann die Wirkung der Antioxidantauf T-Rex 293 Zellen als
Modell mit induzierbaren Frataxinmangel untersuddabei wurden die Zellen mit
jenen Antioxidantien mit der besten Wirkung in @néshenden Konzentrationen

inkubiert und untersucht, welche Dosis-Wirkungs-4Bkang sie haben.
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Die P19 und K562 Zellen wurden mit vier verschiesterntioxidantien inkubierto-
Tocopherol Succinat, Kaffeesaure, Curcumin und Bwdrol, um anschlielend die
Frataxinexpression und die LDH Freisetzung ins Medi als Marker fir

Zellschadigung zu untersuchen.

4.2.1a-Tocopherol Succinat

a- Tocopherol ist eines der acht Isoformen von VitankE und ein natdrlich
vorkommendes Antioxidans, das vor allem als fr&edikalfanger wirkt [SHIBATA
and TOMITA, 2004].

a-Tocopherol ist die biologisch aktivste Form vontavinin E, dass durch seine
Radikalfangerfunktion wichtige biologische Struldnrvor oxidativem Stress schuitzen
kann [SUCHANKOVA et al., 2006].

Bei a-Tocopherol Succinat handelt es sich um einen EerVitamin E, der sogar
biologisch wirksamer ist als-Tocopherol [PRASAD et al., 2003]

4.2.1.1 Einfluss der Inkubation mita-Tocopherol Succinat auf die

Frataxinexpression von P19 Zellen — neanaler Typ
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Abbildung 27: Einfluss der 24h (A) und 48h (B) Inkibation mit a-Tocopherol

Succinat auf die Frataxéxpression von P19 Zellen - neuronaler

Typ

P19 Zellen - neuronaler Typ wurden fur 24h (A) 4&h (B) mit verschiedenen Konzentrationen wen
Tocopherol Succinat inkubiert (siehe Kapitel 3.3R2ie Frataxinkonzentration wurde mittels ECLIA wie
in Kapitel 3.3.1 beschrieben gemessen. Die Wernd sis Mittlewerte + SEM aus 2 verschiedenen

Messungen, die im Doppelansatz durchgefiihrt wurdargestellt.

Wie in Abbildung 27 ersichtlich, hati@ Tocopherol Succinat keinen Einfluss auf die

Frataxinexpression in P19 Zellen - neuronaler Typ.

4.2.1.2 Zellschadigung nach Inkubation mit-Tocopherol Succinat

Es wurde nicht nur die Frataxinmenge in den Zelbstimmt, sondern auch die
Zellschadigung mittels LDH Messung ermittelt.
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Abbildung 28: Messung der LDH-Konzentration im Medium der P19 Zellen —
neuronaler Typ- nach Inkeation mit a-Tocopherol Succinat

P19 Zellen — neuronaler Typ- wurden wie in Kap8e3.2 beschrieben mit-Tocopherol Succinat (10,
20, 30 und 50 puM) inkubiert und nach 24h (A) und 48) wurde die Menge an LDH im Medium

gemessen. Die Werte der Kontrolle wurden als 108%e@t.
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Abbildung 28 A zeigt, dass die Inkubation mHTocopherol Succinat tber 24h eine
Abnahme der LDH-Konzentration im Medium bewirkt, tmiAusnahme der
Konzentration von 30 puM.

Abbildung 28 B zeigt einen starken Rickgang der ERthzentration im Medium
nach 48-stundiger Inkubationszeit.

4.2.2 Kaffeesaure

Kaffeeséure ist eine phenolische Verbindung, digigen Frichten und vor allem in
Kaffee in hoher Konzentration vorkommt. Sie hatmpmakologische Wirkung in Bezug
auf antioxidative, antikanzerogene und antimutag&mgenschaften [JUNG et al.,
2006].

4.2.2.1 Einfluss der Inkubation mit Kaffeeséaure auflie Frataxinexpression von

P19 Zellen — neuronaler Typ
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Abbildung 29: Einfluss der 24h (A) und 48h (B) Inkibation mit Kaffeesaure auf

die Frataxinexpression md?19 Zellen — neuronaler Typ

P19 Zellen — neuronaler Typ- wurden 24h (A) und 4Bh mit Kaffeesdure (0,1; 0,5; 1; 2,5 uM)
inkubiert und die Frataxinexpression wurde gemes@@ehe Kapitel 3.3.1). Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM aus 3 unabhangigen Messungen, idieDoppelansatz durchgefuhrt wurden,

dargestellt.

Wie in Abbildung 29 ersichtlich, hatte weder die- 26ch die 48- stiindige Inkubation

mit Kaffeesaure eine Wirkung auf die Frataxinexpi@s.
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4.2.2.2 Zellschadigung nach Inkubation mit Kaffeesdre
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Abbildung 30: Messung der LDH - Menge im Medium va P19 Zellen —

neuronaler Typ- nach Inkudition mit Kaffeesaure

P19 Zellen — neuronaler Typ- wurden 24h (A) und 4Bh mit Kaffeesaure (0,1; 0,5; 1; 2,5 uM)
inkubiert. AnschlieBend wurde die ZellschadigungciuMessung der LDH Konzentration im Medium
ermittelt (siehe Kapitel 3.3.2). Die Werte sind lslgtelwerte + SEM aus 2 unabhangigen Messungen, di

im Doppelansatz durchgefuhrt wurden, dargestei.\Werte der Kontrolle wurden als 100% gesetzt.
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Wie man in Abbildung 30 erkennen kann, schwanken Messergebnisse uber die
verschiedenen Messzeitpunkte. Bei beiden Inkubstigiten fihren die niedrigeren
Konzentrationen an Kaffeesaure zu einer Abnahme ld@H Konzentration im
Medium, wahrend die beiden héheren Konzentratiomeder eine Zunahme der LDH
Konzentration zur Folge haben.

Dies deutet darauf hin, dass hoéhere KonzentratiomenKaffeesaure die Zellen

schadigen, wahrend niedrigere Konzentrationen dike schiitzen.

4.2.3 Curcumin

Das Polyphenol Curcumin ist ein gelbes Gewtrz,wasder PflanzeCurcuma longa
stammt. Es wird benutzt, um verschiedene Krankherme behandeln, da es unter
anderem bekannt ist flur seine antioxidativen, amiderogenen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften. Curcumin hat vidl@kungen, vor allem seine
antioxidativen Funktionen sind zu betonen, da asaéchtiger freier Radikalfanger ist.
[JIAO et al., 2008].

4.2.3.1 Einfluss der Inkubation mit Curcumin auf die Frataxinexpression von P19

Zellen — neuronaler Typ
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Abbildung 31: Einfluss der 24h (A) und 48h (B) Inkibation mit Curcumin auf
die Frataxinexpression rd?19 Zellen — neuronaler Typ

P19 Zellen - neuronaler Typ- wurden 24 und 48h @Guircumin (0,5; 1; 2,5 und 10 puM) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Frataxinexpression gemed3enWerte sind als Mittelwerte + SEM aus 3

unabhéngigen Messungen, die im Doppelansatz duiidigevurden, dargestellt.

Abbildung 31 A zeigt den leichtenAnstieg der Fratexpression nach einer 24-
stindigen Inkubation mit Curcumin. Die Konzentraga 1 und 2 uM erreichen den
hdchsten Anstieg an Frataxin.

In Abbildung 31 B ist zu erkennen, dass nach 48incdnin-Inkubation auch eine
hohere Frataxinexpression gemessen wurde und dstiegnder Frataxinmenge
konzentrationsabhangig zunahm.

Die Zunahme der Frataxinkonzentrationen war beddrai Messzeitpunkten nicht

signifikant.
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4.2.3.2 Einfluss der Inkubation mit Curcumin auf die Frataxinexpression von
K562 Zellen
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Abbildung 32: Einfluss der 24h (A) und 48h (B) Inkibation mit Curcumin auf

die Frataxinexpression nd<562 Zellen

K562 Zellen wurden 24h (A) und 48h (B) mit Curcuni®5; 1; 2,5 und 10 pM) inkubiert. Anschliel3end
wurde die Frataxinexpression gemessen. Die Wen ais Mittelwerte + SEM aus 2 unabhangigen

Messungen, die im Doppelansatz durchgefiihrt wurdargestellt.
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Abbildung 32 zeigt, dass die Inkubation mit Curcnndu keiner Erh6hung der

Frataxinkonzentration in K562 Zellen fiihrte.

4.2.3.3 Zellschadigung nach Inkubation mit Curcumin
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Abbildung 33: Messung der LDH Konzentration im Medium von P19 Zellen —

neuronaler Typ- nach Inkeation mit Curcumin
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P19 Zellen — neuronaler Typ- wurden wie in Kapi8B.1 beschrieben 24h (A) und 48h (B) mit
verschiedenen Konzantrationen von Curcumin inkabigd die Zellschadigung wurde mittels LDH
Messung im Medium ermittelt. Die Werte sind als t¥liverte + SEM aus 3 unabhangigen Messungen,

die im Doppelansatz durchgefiihrt wurden, dargesiié Werte der Kontrolle wurden als 100% gesetzt.

Abbildung 33 zeigt die Zellschadigung anhand der Madium gemessenen LDH
Konzentration nach der Inkubation mit Curcumin.

In Abbildung 33 A ist zu erkennen, dass die LDHnKentration im Medium durch
verschiedene Konzentrationen von Curcumin sehr aoken. Trotz dreimaligen

Messens ist es schwierig, dieses Ergebnis zu netisepen.

4.2.4 Resveratrol

Resveratrol ist ein nattrlich vorkommendes Phytaalend Phytotstrogen, welches in
mehreren  Pflanzenfamilien vorkommt und verschiedenologische und
pharmakologische Aktivitaten hat [KIM et al., 2002]

Resveratrol ist ein Polyphenol, das vorwiegendantdaut von roten Trauben gefunden
wird. Es hat vor allem bei kardiovaskularen Erkrmamdien und bei Krebs schitzende
Effekte, die wahrscheinlich auf seinen antioxidativEigenschaften beruhen [EYBL et
al., 2006].
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4.2.4.1 Einfluss der Inkubation mit Resveratrol aufdie Frataxinexpression von P19

Zellen — neuronaler Typ
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Abbildung 34: Einfluss der Inkubation mit Resveratrol auf die

Frataxinkonzentration vo®19 Zellen — neuronaler Typ

P19 Zellen — neuronaler Typ- wurden 24h (A) und 4Bh mit Resveratrol (5, 10, 15 und 25 pM)
inkubiert. Anschlielend wurde die Frataxinexprassioittels ECLIA gemessen. Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM aus 3 unabhangigen Messungen, idieDoppelansatz durchgefuhrt wurden,

dargestellt.
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ng Fx/ug Protein

Abbildung 34 A zeigt einen Anstieg der Frataxinegsion nach 24-stindiger
Inkubation mit Resveratrol. Bei der Konzentratiomnv25 pM gibt es einen

signifikanten Anstieg der Frataxinexpression.
Aus der Abbildung 34 B geht hervor, dass es nachtd@diger Inkubation einen nicht

signifikanten Anstieg der Frataxinexpression gab.

4.2.4.2 Einfluss der Inkubation mit Resveratrol aufdie Frataxinexpression von

K562 Zellen
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Abbildung 35: Einfluss der Inkubation mit Resveratrol auf die

Frataxinexpression von K2 Zellen
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K562 Zellen wurden 24h (A) und 48h (B) mit Resveyh(5, 10, 15 und 25 pM) inkubiert. Anschliel3end
wurde die Frataxinexpression mittels ECLIA gemesd$2ie Werte sind als Mittelwerte + SEM aus 2

unabhéngigen Messungen, die im Doppelansatz duiidigevurden, dargestellt.

Wie man in Abbildung 35 sehen kann, gab es beimarbation von K562 Zellen mit
Resveratrol eine Abnahme der Frataxinexpression be@len Messzeitpunkten. In
Abbildung 35 A zeigt die hochste Konzentration aes¥eratrol (25 puM) nach 24-

stundiger Inkubation eine signifikante Abnahme [Eietaxinexpression.

4.2.4.3 Zellschadigung nach Inkubation mit Resverabl
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Abbildung 36: Messung der LDH-Konzentration im Medium von P19 Zellen —
neuronaler Typ- nach Inkudtion mit Resveratrol

P19 Zellen — neuronaler Typ- wurden 24h (A) und 4Bh mit Resveratrol (5, 10, 15 und 25 pM)
inkubiert und die Zellschadigung wurde Uber MesstdegLDH-Konzentration im Medium ermittelt. Die
Werte sind als Mittelwerte + SEM aus 2 unabhangilyssungen, die im Doppelansatz durchgefihrt

wurden, dargestellt. Die Werte der Kontrolle wur@dés 100% gesetzt.

Abbildung 36 zeigt den Anstieg der LDH-Konzentratims Medium der inkubierten
P19 Zellen — neuronaler Typ-, wobei der LDH Anstiegj beiden Messzeitpunkten

konzentrationsabhangig ansteigt.

4.2.5 Zusammenfassung

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass von den Antioxidantien nur zwei

Wirkungen gezeigt haben. Nur bei der Inkubation @Gutcumin und Resveratrol gab es
einen Anstieg der Frataxinexpression bei den P1@rZe neuronaler Typ (Abb. 31 und
33). Wahrend bei Curcumin die niedrigeren Konzeiungn eine hohere Wirkung

erzielt haben, waren es bei Resveratrol die hocohsb@mzentrationen.
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Beide Antioxidantien hatten eine Erhdhung der LDBREentration im Medium von

P19 Zellen- neuronaler Typ- zur Folge (Abb. 34 Ww®), obwohl diese bei der
Inkubation mit Resveratrol viel ausgepragter unehzemtrationsabhangig war. Dies
deutet darauf hin, dass sie keinen positiven Essflauf die Zellschadigung haben,
obwohl sie die Frataxinmenge leicht erhéhen.

Die Inkubation mit den Antioxidantien zeigte beind€562 Zellen keinen erh6henden
Einfluss auf die Frataxinexpression, bei der 2digen Inkubation mit Resveratrol

(25 uM) kam es sogar zu einem signifikanten Aldell Frataxinexpression (Abb. 35).

4.3 Einfluss von Antioxidantien auf T-Rex 293 Zalle

Die Versuche mit T-Rex 293 Zellen stellen direkiezi Bezug zwischen der Wirkung
der Antioxidantien und ihrem moglichen Einfluss das Zellmodell von FRDA dar. T-
Rex 293 Zellen wurden so manipuliert, dass siereinduzierbaren Frataxinmangel
aufweisen, der auch bei FRDA Patienten auftrittdidah kann ein direkter Bezug
zwischen der Wirkung der Antioxidantien und dem WERDA auftretenden
Fratxinmangel hergestellt werden. Vor allem ihrfitiss auf erhdhten oxidativen Stress
ist von Bedeutung, da dieser auch bei FRDA Patieatdtritt. Dazu wurde in den T-
Rex 293 Zellen oxidativer Stress durch Zusatz vas¥¥rstoffperoxid induziert.

Die Ergebnisse der Versuche zeigten, dass sichndigktion von oxidativem Stress
scheinbar gunstiger auf die Frataxinmangelzellswalte. Moglicherweise kommt es
zu einer verringerten Wirkung des Wasserstoffp@l®xda es mit Tetracyclin einen
Komplex bilden kann [KACZMAREK et al., 2008].

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Antioxidamt auf die Zellschadigung und
Zytotoxizitat in T-Rex 293 Zellen, bei denen einataxinmangel induziert wurde,

untersucht. Folgende T-Rex 293 Zelltypen wurdemveeadet:

+Tc T-Rex 293 Zellen, die einen durch Behandlung mitrdayclin induzierten

Frataxinmangel aufweisen

-Tc Unbehandelte T-Rex 293 Kontrollzellen




4.0 Ergebnisse & Diskussion 71

+Tc/+H,0, Mit Tetracyclin behandelte Zellen, die oxidativemneSs ausgesetzt wurden

+Tc/-H,0, Mit Tetracyclin behandelte Zellen, die keinem oxidam Stress ausgeset
wurden

-Tc/+H,0, Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellenedbxidativem Stress ausgese
wurden

-Tc/-H,0O, Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellen,edkeinem oxidativem Streg

ausgesetzt wurden

tzt

2N

tzt

tzt

8d +Tc/+HO0, 8 Tage mit Tetracyclin behandelte Zellen, die otiigem Stress ausgesetzt wurd

8d +Tc/-HO, 8 Tage mit Tetracyclin behandelte Zellen, die keirexidativem Stress ausgese
wurden

8d —Tc/+HO, Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellengdbxidativem Stress ausgese
wurden

8d —Tc/-HO, Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellen,edkeinem oxidativem Streg

ausgesetzt wu rden

14d +Tc /+HO,

14 Tage mit Tetracyclin behandelte Zellen, die aklickm Stress ausgese

wurden

14d +Tc/-HO;

14 Tage mit Tetracyclin behandelte Zellen, die &&in oxidativem Stres

ausgesetzt wu rden

14d —-Tc/+HO;

Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellengdbxidativem Stress ausgese

wurden

tzt

14d —-Tc/-HO,-

Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellen,edkeinem oxidativem Streg

ausgesetzt wurden

20d +Tc/+H0,

20 Tage mit Tetracyclin behandlete Zellen, die atiem Stress ausgese

wurden

20d +Tc/-HO,

20 Tage mit Tetracyclin behandelte Zellen, die &min oxidativem Stres

ausgesetzt wu rden

20d —-Tc/+HO,

Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellenedbxidativem Stress ausgese

wurden

tzt

20d -Tc/-HO;

Nicht mit Tetracyclin behandelte Kontrollzellen,edkeinem oxidativem Streg

ausgesetzt wurden

Tabelle 4: Verwendete T-Rex 293 Zelltypen
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4.3.1 Einfluss von Antioxidantien auf die Zellschagjung nach Auslésung von

oxidativem Stress

Zuerst wurden die T-Rex Zellen 24 und 48h mit vieiesdtenen Konzentrationen aller
Antioxidantien inkubiert, dann wurden sie oxidativ&tress durch Zugabe von 0,5 mM
Wasserstoffperoxid ausgesetzt, um herauszufindén,die Antioxidantien einen
maoglichen positiven Effekt gegen die oxidative QWibéng bewirken. Zur Kontrolle
wurden beide T-Rex 293 Zelltypen (+Tc: mit Tetrdoycbehandelt und -Tc:
Kontrollzellen) statt mit Wasserstoffperoxid mitrnralem DMEM-Medium versetzt,

sie wurden also keiner erhdhten oxidativen Schaujgxponiert.

4.3.1.1 Einfluss der 24h Inkubation mite-Tocopherol Succinat auf die
Zellschadigung in T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 37: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit a-Tocopherol Succinat
auf die LDH-Konzentratiomnm Medium der -Tc Kontrollzellen

(A) und in den +Tc Fratammangelzellen (B)

T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 24h mit Lid 30 pMao-Tocopherol Succinat inkubiert,

danach 3 Stunden mit,8, (+H,O,) oder normalem Medium (-4@,) behandelt. Die Zellschadigung
wurde Uber die LDH-Konzentration im Medium ermittébie Werte sind als Mittelwerte + SEM aus 2
verschiedenen Messungen, die im Doppelansatz defiting wurden, dargestellt. Die Werte der

Kontrolle wurden als 100% gesetzt.

In Abbildung 37 A ist die LDH-Konzentration im Madn der —Tc Zellenzu sehen, die
nach der Inkubation mit-Tocopherol Succinat gemessen wurde. Es gibt kanene
Unterschied zwischen —Tc/48, und —Tc/-HO, Zellen.

Dagegen zeigt Abbildung 37 B, dass die +Tcf®H Zellen eine geringere LDH-
Konzentration im Medium aufwiesen als die +TcelkHZellen.
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4.3.1.2 Einfluss der 48h Inkubation mita-Tocopherol Succinat auf die

Zellsch

adigung in T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 38: Einfluss der 48-stlindigen Inkubationmit a-Tocopherol Succinat

auf die LDH-Konzentratiomnm Medium der -Tc Kontrollzellen

(A) und in den +Tc Fratammangelzellen (B)
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T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 48h mit 16d 30 pMa-Tocopherol Succinat inkubiert,

danach 3 Stunden mit,8, (+H,0O,) oder normalem Medium (-4@,) behandelt. Die Zellschadigung
wurde Uber die LDH-Konzentration im Medium ermitteddie Werte sind als Mittelwerte + SEM aus 2
verschiedenen Messungen, die im Doppelansatz defichg wurden, dargestellt. Die Werte der

Kontrolle wurden als 100% gesetzt.

In Abbildung 38 A ist die LDH-Konzentration im Madn der —Tc Kontrollzellen zu
sehen, die nach der Inkubation miT ocopherol Succinat gemessen wurde. Man sieht,
dass die —Tc/-bD, Zellen in etwa gleiche Werte wie die unbehandelbatkolle zeigen.
Die —Tc/+HO, Zellen zeigen eine leicht erniedrigte LDH-Konzetitna, ausser bei der
Inkubation mit 30 pMu-Tocopherol Succinat.

Abbildung 38 B zeigt, dass die LDH-Konzentration Medium der mit Tetracyclin
behandelten Zellen (+Tc) ohne und nach Induktiom wxidativem Stress leicht

niedrigere Werte zeigt als die unbehandelte Kolarol

4.3.1.3 Einfluss der 24h Inkubation mit Kaffeesaureauf die Zellschadigung in
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 39: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Kaffeesaure auf die
LDH-Konzentration im Medim der -Tc Kontrollzellen (A)

und in den +Tc Frataxinamgelzellen (B)

T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 24h mitLtoynd 1 uM Kaffeesaure inkubiert, danach 3
Stunden mit HO, (+H,O,) oder normalem Medium (J4@,) behandelt. Die Zellschadigung wurde Uber
die LDH-Konzentration im Medium ermittelt. Die Wersind als Mittelwerte + SEM aus 2 verschiedenen
Messungen, die im Doppelansatz durchgefiihrt wurdargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als

100% gesetzt.

Abbildung 39 A zeigt, dass die LDH-Konzentration Medium der —Tc Kontrollzellen

nach der 24h Inkubation mit Kaffeesdure leicht bthavar gegenuber der
unbehandelten Kontrolle.

In Abbildung 39 B ist zu sehen, dass die InkubatrohKaffeesaure keinen Einfluss auf
die LDH-Konzentration im Medium der mit Tetracyclehandelten Zellen (+Tc) hat.
Es gibt kaum einen Unterschied zwischen den vezdelnien Konzentrationen der
Kaffeesédure. Diejenigen Zellen, die oxidativem $&trg§+H0,) ausgesetzt wurden
zeigten fast gleiche Werte wie diejenigen, die &minoxidativem Stress (20.)

ausgesetzten Zellen.
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4.3.1.4 Einfluss der 48h Inkubation mit Kaffeesaureauf die Zellschadigung in
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 40: Einfluss der 48-stiindigen Inkubationmit Kaffeesaure auf die
LDH-Konzentration im Medim der -Tc Kontrollzellen (A)

und in den +Tc Frataxinamgelzellen (B)
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T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 48h mitLtOynd 1 pM Kaffeesdure inkubiert, danach 3
Stunden mit HO, (+H,O,) oder normalem Medium (J4@,) behandelt. Die Zellschadigung wurde Uber
die LDH-Konzentration im Medium ermittelt. Die Wersind als Mittelwerte £+ SEM aus 2 verschiedenen
Messungen, die im Doppelansatz durchgefihrt wurdargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als

100% gesetzt.

Wie in Abbildung 40 A zu sehen, fihrt eine 48-stigedinkubation mit Kaffesaure bei
den -Tc/+HO, Zellen zu geringeren LDH-Konzentrationen im Mediuas die

Kontrolle. Die-Tc/-HO, Zellen zeigetiast gleiche Werte wie die Kontrolle.

In Abbildung 40 B wird gezeigt, dass die Inkubatiomt Kaffeesédure in den mit
Tetracyclin behandelten Zellen (+Tc) nach und olausatzliche Induktion von
oxidativem Stress zu geringeren LDH-Konzentrationen Medium fuhrt als die

Kontrolle.

4.3.1.5 Einfluss der 24h Inkubation mit Curcumin ad die Zellschadigung in
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 41: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Curcumin auf die
LDH-Konzentration im Medim der -Tc Kontrollzellen (A)

und in den +Tc Frataxinamgelzellen (B)

T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 24h mitufid 5 uM Curcumin inkubiert, danach 3 Stunden
mit H,O, (+H,0,) oder normalem Medium (-4@,) behandelt. Die Zellschadigung wurde tber die LDH-
Konzentration im Medium ermittelt. Die Werte sinds aMittelwerte + SEM aus 2 verschiedenen
Messungen, die im Doppelansatz durchgefiihrt wurdargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als

100% gesetzt.

In Abbildung 41 A ist nach der Inkubation mit Cuncin eine Steigerung der LDH-
Konzentration im Medium der -Tc Kontrollzellen zukennen, die sowohl nach der
Induktion von oxidativem Stress (+6,), als auch ohne Induktion (:8,) zu sehen ist.
Abbildung 41 B zeigt das Gegenteil: Die Inkubatrmait Curcumin fihrt bei den Zellen
mit induziertem Frataxinmangel (+Tc) zu einer Semikwler LDH-Konzentration im

Medium. Die Senkung ist bei den +Tc/xb} Zellen etwas starker.
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4.3.1.6 Einfluss der 48h Inkubation mit Curcumin ad die Zellschadigung in
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 42: Einfluss der 48-stiindigen Inkubationmit Curcumin auf die
LDH-Konzentration im Medim der -Tc Kontrollzellen (A)

und in den +Tc Frataxinangelzellen (B)
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T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 48h miufd 5 pM Curcumin inkubiert, danach 3 Stunden
mit H,O, (+H,0,) oder normalem Medium (-4@,) behandelt. Die Zellschadigung wurde tber die LDH-
Konzentration im Medium ermittelt. Die Werte sinds aMittelwerte + SEM aus 2 verschiedenen
Messungen, die im Doppelansatz durchgefihrt wurdargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als
100% gesetzt.

Abbildung 42 A zeigt, dass die LDH-Konzentration Medium der —Tc/+EO, Zellen
nach einer 48-stiindigen Inkubation mit Curcuminiont. Die —Tc/-HO, Zellen
zeigen eine Curcumin-konzentrationabahangige Steigeder LDH-Konzentration im
Medium, die aber nicht Uber den Wert der unbehaaddkontrolle hinausgeht. Die
niedrigere Konzentration an Curcumin (1 uM) bewakicheinend bei den —TciBb
Zellen eine Senkung der LDH-Konzentration im Medjuméhrend die hohere
Konzentration an Curcumin (5 uM) die Senkung bei d€&c/+H0O, Zellen bewirkt.

In Abbildung 42 B ist zu sehen, dass die 48h Inkiobamit Curcumin in beiden
Konzentrationen bei den +Tc Frataxinmangelzellerablddngig davon, ob sie
oxidativem Stress ausgesetzt waren, oder nicht, emer Senkung der LDH-
Konzentration im Medium fuhrte. Die +Tc/48, Zellen zeigten dartberhinaus eine
noch geringere LDH-Konzentration im Medium als tiec/-H,O, Zellen. Wahrend die
Werte der LDH-Konzentration bei den +Tc/,®% Zellen bei beiden Curcumin
Konzentrationen etwa gleich sind, zeigen die +Te@H Zellen eine

konzentrationsabhangige Senkung der LDH-Konzenptrati
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4.3.1.7 Einfluss der 24h Inkubation mit Resveratrohuf die Zellschadigung in
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 43: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Resveratrol auf die
LDH-Konzentration im Medim der -Tc Kontrollzellen (A)

und in den +Tc Frataxinamgelzellen (B)
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T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 24h mituhd 15 pM Resveratrol inkubiert, danach 3
Stunden mit HO, (+H,O,) oder normalem Medium (J4@,) behandelt. Die Zellschadigung wurde Uber
die LDH-Konzentration im Medium ermittelt. Die Wersind als Mittelwerte £+ SEM aus 2 verschiedenen
Messungen, die im Doppelansatz durchgefihrt wurdargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als

100% gesetzt.

Abbildung 43 A und B zeigt, dass die 24h Inkubatioit Resveratrol sowohl bei den
-Tc Kontrollzellen, als auch bei den +Tc Frataximgelzellen, unabhangig von der
Behandlung mit KO, zu keiner Veranderung der LDH-Konzentrationen iredlim

fuhrte wie bei der unbehandelten Kontrolle.

4.3.1.8 Einfluss der 48h Inkubation mit Resveratrohuf die Zellschadigung in
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 44: Einfluss der 48-stiindigen Inkubationmit Resveratrol auf die
LDH-Konzentration im Medim der -Tc Kontrollzellen (A)

und in den +Tc Frataxinamgelzellen (B)

T-Rex 293 Zellen (A. —Tc; B: +Tc) wurden 48h mitubd 15 pM Resveratrol inkubiert, danach 3
Stunden mit HO, (+H,0,) oder normalem Medium (-4@,) behandelt. Die Zellschddigung wurde Uber
die LDH-Konzentration im Medium ermittelt. Die Wersind als Mittelwerte + SEM aus 2 verschiedenen
Messungen, die im Doppelansatz durchgefihrt wurdargestellt. Die Werte der Kontrolle wurden als

100% gesetzt.

Abbildung 44 A zeigt, dass die 48h Inkubation mésReratrol keinen Einfluss auf die
LDH-Konzentration im Medium der —Tc Kontrollzellérat.

In Abbildung 44 B wird gezeigt, dass die Inkubatioit Resveratrol zu einer Senkung
der LDH-Konzentration im Medium der +Tc Frataxinrgatzellen fihrt. Bei der
Konzentration von 15 pM Resveratrol kommt es bei d&c/+HO, Zellen zu einer

geringeren LDH-Konzentration als bei den +Te¢HZellen.
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4.3.1.9 Zusammenfassung

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass alle VAatioxidantien in beiden
Konzentrationen kaum einen Einfluss auf die Zebslibung bei einem FRDA-
Zellmodell haben. Auffallend ist, dass eher die métracyclin behandelten Zellen
(+Tc) eine verringerte Zellschadigung aufwiesen dils Kontrollzellen (-Tc). Ein
maoglicher Grund fur die héhere Wirksamkeit der Aridantien bei +Tc-Zellen und
induziertem oxidativem Stress konnte sein, dasgadgtlin mit HO, einen Komplex
bildet [KACZMAREK et al., 2008]. Mdoglicherweise istlaher die Wirkung des
Wasserstoffperoxids geringer. Die Antioxidantietbéra dann einen starkeren positiven
Effekt auf das Ausmald der Zellschadigung als bai ientrollzellen, die nicht mit

Tetracyclin behandelt wurden.

4.3.2 Einfluss von Antioxidantien auf die Zytotoxizat nach Induktion von

oxidativem Stress

T-Rex 293 Zellen wurden 24h mit 3 unterschiedlickemzentrationen von Curcumin
und Resveratrol inkubiert, dann wurden sie mitid Wasserstoffperoxid behandelt,
um herauszufinden, ob die Antioxidantien einen las¥ auf die Zytotoxizitdt nach

Induktion von oxidativem Stress (+6,) haben..

4.3.2.1 HO,-Konzentrationsreihe

Um die fur die Induktion von oxidativem Stress geete Konzentration an
Wasserstoffperoxid zu ermitteln, wurde eingOkl Konzentrationsreihe erstellt und
mittels MTT-Assay ausgewertet. T-Rex 293 Zellen demr mit verschiedenen
Konzentrationen an #, (2 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM und 0,125 mM) versetz
und die Zytotoxizitat wurde mittels MTT-Assay gerses.
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Abbildung 45: Einfluss einer H,O,-Konzentrationsreihe auf die Zytotoxizitat
von T-Rex 293 Zellen

T-Rex 293 Zellen wurden mit verschiedenen Konzagianen an LD, (2 mM, 1mM, 0,5 mM, 0,25 mM
und 0,125 mM) 3h inkubiert, danach wurde die Zelliferastionsrate mittels MTT-Assay gemessen. Die
Werte sind als Mittelwerte + SEM aus 3 unabhangilyessungen, die im 4-fach Ansatz durchgefuhrt
wurden, dargestellt. Die Werte der Kontrolle wur@dés 100% gesetzt.

Aus Abbildung 45 geht hervor, dass die beiden hi&chsKonzentrationen an
Wasserstoffperoxid bei beiden T-Rex 293 Zelltypdrc(+Tc) zu toxisch wirken, um
sie fur Versuche zu verwenden. Bei einer Konzeomaton 0,5 mM HO, hingegen
sind die Zellen zwar oxidativem Stress ausgesetber die Inkubationszeit in
Kombination mit dieser Konzentration wirkt nichiisch.

Die T-Rex Zellen, die mit Tetracyclin ausgeknockhds (+Tc), reagieren etwas
sensitiver auf die Inkubation mit Wasserstoffpedois die Kontrollzellen (-Tc).
Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchs wurde iidrkubation der T-Rex Zellen

mit den Antioxidantien die Konzentration von 0,5 nigO, ausgewahlt.
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4.3.2.2 Einfluss von Curcumin auf die Zytotoxizitat
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Abbildung 46: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Curcumin auf die
Zytotoxizitat von 8 Tage inTetracyclin behandelten T-Rex 293
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Abbildung 47: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Curcumin auf die

Zytotoxizitat von 14Tage il etracyclin behandelten
T-Rex 293 Zellen
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Abbildung 48: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Curcumin auf die
Zytotoxizitat von 20 Tagmit Tetracyclin behandelten
T-Rex 293 Zellen

T-Rex 293 Zellen, unterschiedlich lange mit Tetyalin behandelt (8, 14 und 20 Tage) wurden 24h mit
Curcumin (2, 4 und 8 uM) inkubiert, dann 3h mit H2G-H,0,) oder 1x PBS (-kD,) behandelt. Die
Zytotoxizitat wurde mittels MTT-Assay (siehe Kapig5.1) ermittelt. Die Werte sind als Mittelwerte
SEM aus 2 unabhangigen Messungen, die im 4-faclatAmiurchgefihrt wurden, dargestellt. Die Werte

der Kontrolle wurden als 100% gesetzt.

Aus den Abbildungen 46, 47 und 48 geht hervor, desdeziiglich der Dauer der
Behandlung der Zellen mit Tetracyclin kein Untersdhbesteht, wie lange die Zellen
mit Tetracyclin behandelt wurden. Beide Zelltypeifc( und+Tc) hatten ungeféahr
gleiche Zytotoxizitatswerte.

Man kann erkennen, dass die Zytotoxizitat konzéotraabhangig abnahm und die
hochste Konzentration an Curcumin immer zu demgsten Zytotoxizitat bezogen auf
die unbehandelte Kontrolle fuhrte.

Aul3er in Abbildung 46 (8d mit Tetracyclin behanyléithrte die Inkubation mit dem

Antioxidant alleine zu etwas hdheren Zytotoxizitaten als bei zusatzlicher Induktion
von oxidativem Stress.

Beide 8d Zelltypen (-Tc und +Tc) zeigten nach Irgtidn mit 8 UM Curcumin mit und

ohne Induktion von oxidativem Stress einen sigatfiten Abfall der Zellproliferation

(Abb. 46 A und B).
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Die 14d —Tc/+ HO, und die 14d —Tc/- KD, Zellen zeigten bei einer Konzentration von
8 UM Curcumin einen signifikanten Abfall der Zytwimtat (Abb. 47 A). Ein
signifiaknter Abfall der Zytotoxizitat war auch baéen 14d +Tc/+ b, Zellen bei einer
Konzentration von 2 pM Curcumin, bei den 14d +Te,O, Zellen bei einer
Konzentration von 4 uM Curcumin und bei den 14d /+Td,0, sowie bei den 14d
+Tc/- H,O, Zellen bei einer Konzentration von 8 uM Resveltatwsehen.

Die 20d —Tc/+ HO, und die 20 —Tc/- kD, Zellen zeigten bei einer Konzentration von

8 UM Curcumin eine signifikante Senkung der Zytatiéit (Abb. 48 A).

4.3.2.3 Einfluss von Resveratrol auf die Zytotoxifit
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Abbildung 49: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Resveratrol auf die
Zytotoxizitat von 8 Tagmit Tetracyclin behandelten T-Rex 293

Zellen
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Abbildung 50: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Resveratrol auf die
Zytotoxizitat von 14 Tagmit Tetracyclin behandelten T-Rex 293
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Abbildung 51: Einfluss der 24-stiindigen Inkubationmit Resveratrol auf die
Zytotoxizitat von 20 Tagait Tetracyclin behandelten T-Rex 293

Zellen

T-Rex 293 Zellen, unterschiedlich lange mit Tetyalin behandelt (8, 14 und 20 Tage) wurden 24h mit
Resveratrol (2, 4 und 8 pM) inkubiert, dann 3h RRO2 (+H,0,) oder 1x PBS (-bkD,) behandelt. Die
Zytotoxizitat wurde mittels MTT-Assay (siehe Kapi85.1) ermittelt. Die Werte sind als Mittelwerte
SEM aus 2 unabhangigen Messungen, die im 4-faclatAmiirchgefihrt wurden, dargestellt. Die Werte

der Kontrolle wurden als 100% gesetzt.
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Aus den Abbildungen 49, 50 und 51 geht hervor, gagsh bei der Inkubation mit
Resveratrol die Dauer der Behandlung der ZellenTitacyclin keinen Einfluss hatte.
Die Zytotoxizitdt nahm hier aber nicht konzentratabhangig ab, sondern blieb bei
allen drei Konzentrationen immer ungefahr gleich.

Aul3er bei Abbildung 50 A und 51 B gab es auch kaumen Unterschied zwischen der
Induktion von oxidativem Stress und der Wirkung d&stioxidans alleine. Die
Proliferation war bei Behandlung mit Wasserstoftpét oder mit 1x PBS etwa gleich.
Abbildung 49 A zeigte, dass die Kontrollzellen (}Teine deutlich hdhere
Zytotoxizitatsrate haben als die mit Tetracyclinhéedelten Zellen (+Tc) aus
Abbildung 49 B.

In Abbildung 51 B kann man sehen, dass die Inkobatnit Resveratrol bei den 20d
+Tc/+ H,O, Zellen zu einer héheren Zytotoxizitat gefuhrt rels bei den 20d +Tc/-
H.O, Zellen.

Die 14d +Tc/+ HO, zeigten nach 24 h bei allen drei Resveratrolkottagonen (Abb.
50 A), die 14d +Tc/-HO, Zellen bei der hochsten Konzentration (8 UM Reatvel)
einen signifikanten Abfall der Zytotoxizitatsra#hp. 50 B).

Die 20d —Tc/+ HO, Zellen zeigten bei der Konzentration von 4 uM Reatrol einen
signifikanten Abfall der ZytotoxizitdtAbb. 51 A).

4.3.2.4 Zusammenfassung

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass mit Tgtlan behandelte Zellen (+Tc)
besser auf oxidativen Stress reagieren als dierBliwellen (-Tc), da ihre Zytotoxizitat
immer niedriger war als die der Kontrollzellen. rBelyclin kann mit
Wasserstoffperoxid einen Komplex bilden [KACZMAREXK al., 2008]. Aufgrund der
Komplexbildung kénnte die Wirkung des,®: bei den mit Tetracyclin behandelten
Zellen (+Tc) geringer sein als bei den Kontrolleell die nicht mit Tetracyclin
behandelt wurden. Moglicherweise gibt es noch andiéechanismen, die sich auf die

Zytotoxizitat bei den +Tc-Zellen auswirken, wenest HO, ausgesetzt sind.
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Es ist ohne Unterschied, wie lange die Zellen rettrdcyclin behandelt wurden, da alle
drei Modelle (8d, 14d und 20d) in etwa gleiche bBrgsse zeigten.
Interessant ist, dass Curcumin und Resveratroemhéchsten Konzentration (8 puM)

eine bessere Wirkung erzielten als in den niedelgétonzentrationen (2 und 4 pM).
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5.0 Schlussbetrachtung

Friedreich’s Ataxie (FRDA) ist die haufigste Forrmer vererbaren Ataxie mit einer
Pravalenz von 1-2 in 40.000. FRDA ist eine autodomezessive degenerative
Erkrankung, die sich meist in der Pubertat mandestSymptome sind progressive
Gang- und Gliederataxie, zerebrale Dysarthrie, g und Funktionsstérungen des
plantaren Streckmuskels sowie Verlust von Gliedexxen, Positions- und

Vibrationssinneswahrnehmung [LODI et al., 2006].

FRDA wird durch eine Mangel des mitochondrialen téires Frataxin verursacht,
hervorgerufen durch eine GAA Repeat Expansion asteerintron des Frataxingens.
Das verbleibende Frataxin in Patietnen macht et®8a% der normalen Menge aus.

Der Frataxinmangel fihrt zu mehreren biochemiscWeranderungen einschlie3lich
verringerter Aktivitat von Eisen-Schwefel-Clusté8C) Proteinen, Akkumulation von
mitochondrialem Eisen, Uberempfindlichkeit gegemiib®xidantien, veranderte
Hamsynthese und Aktivierung von oxidativem Stréd$ ind CORTOPASSI, 2007].

Da die Verringerung der mitochondrialen Atmungskethwie die Produktion von ROS
wichtige Merkmale der FRDA sind, werden vor allermtiéxidantien auf ihre
Wirksamkeit bei FRDA Patienten untersucht [MYERSet2008].

Noch gibt es keine effektive Therapie fir FRDA-Paten und derzeitige
therapeutische Ansétze zielen hauptséchlich au¥dritangsamung der Konsequenzen
von Frataxinmangel ab. Daher werden vor allem Swlzsin, die moglicherweise in der
Lage sind, den Frataxingehalt zu erhéhen, untetsuch

Aufgrund der wiederholten Beobachtung, dass ZeténFrataxinmangel vermehrt der
Schadigung durch freie Radikale ausgeliefert simdl wlaher empfindlicher auf
oxidativen Stress reagieren, werden Antioxidanteda mdoglicher Therapieansatz
mehrfach disskutiert [MARMOLINO and ACQUAVIVA, 2009

Curcumin hat mehrere vielversprechende Charaktesistum bei neurodegenerativen

Erkrankungen therapeutisch eingesetzt zu werdenigrod seiner vielfachen
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Wirkungsweisen, seiner Ungiftigkeit in oralen Dosand relativen Kostengtinstigkeit
hat Curcumin grofR3es Potential fir neurodegenerd&nkeankungen, fir die es derzeit
kaum optimale Heilungsmaoglichkeiten gibt [COLE kt2907].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es nakbbation von Curcumin und
Resveratrol einen Anstieg der Frataxinexpressiomeaoronalen Zellen gab. Ber
Tocopherol-Succinat und Kaffeesédure konnte jed@th Rnstieg beobachtet werden.
Interessant war, dass bei Curcumin nach einer @#dgjen Inkubation eine der
niedrigeren Konzentrationen (1 pM) eine hbhere Vifikk erzielte. Resveratrol zeigte
nach 24h einen signifikanten Anstieg der Frataxmegsion in der hdchsten
Konzentration (25 uM). In K562 Zellen hatten we@arcumin noch Resveratrol einen
erhohenden Einfluss auf die Frataxinkonzentration.

Trotz der erhbhenden Wirkung auf die Frataxinex@oesin neuronalen Zellen hatten
Curcumin und Resveratrol auf die Zellschadigungé&eipositiven Einfluss.

Im FRDA Zellmodell, den T-Rex 293 Zellen, bei deren Frataxinmangel induziert
werden kann, wurde der Einfluss der Antioxidantarf die Zellschadigung und die

Zytotoxizitat untersucht.

Fur die Untersuchung der Zellschadigung wurden X-B88 Zellen mit der niedrigsten
und héchsten Konzentration der Antioxidantien irikut

Alle vier Antioxidantien hatten kaum einen Einflumsf die Zellschéadigung. Allerdings
gab es geringe Senkungen der LDH-KonzentratiordéeiFrataxinmangelzellen (+Tc),
vor allem wenn die Zellen oxidativem Stress ausgésearen. Dieser Effekt war vor
allem bei den Inkubationen mit Curcumin und bei 48h Inkubation mit Resveratrol
zu beobachten, ist jedoch eventuell auf digDFKomplexierung von Tetracyclin

zuruckzufuhren.

Die Konzentration der Substanzen hatte im GegermatZrataxinexpression keinen
Einfluss auf die Zellschadigung. Alle Antioxidamtiauf3er Curcumin hatten bei beiden
Konzentrationen fast die gleiche Wirkung auf dieH-Blonzentration.



5.0 Schlussbetrachtung 95

Fur die Zytotoxizitatsmessung wurden T-Rex 293 efelbei denen der Frataxinmangel
durch Tetracyclin-Knockdown verschieden lange (B#d, 20d) induziert wurde, mit
drei verschiedenen Konzentrationen (2, 4 und 8 pbdt) Curcumin und Resveratrol
inkubiert. Die Zytotoxizitat wurde mittels MTT-Asg&rmittelt.

Diesmal reagierten die Frataxinmangelzellen staskgroxidativen Stress, da sie fast
immer eine geringere Zytotoxizitatsrate aufwiesén die Kontrollzellen. Diejenigen
Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt warerematdr allem bei der Inkubation mit
Curcumin eine geringere Zytotoxizitatsrate alsZiden, die keinem oxidativem Stress
ausgesetzt waren.

Es war nicht von Bedeutung, wie lange die ZellehTetracyclin behandelt wurden, da
alle drei Modelle (8d, 14d und 20d) etwa gleichgdbnisse zeigten.

Interessant war, dass bei beiden Antioxidantienhdiehsten Konzentrationen (8 puM)
eine bessere Wirkung erzielten als die niedrigé¢enzentrationen. Die Zytotoxizitat
nahm also sowohl bei Curcumin, als auch bei Reswtinzentrationsabhangig ab.

Die vier in dieser Arbeit verwendeten Antioxidamtieeigten nicht den erwarteten
Effekt, um in der Therapie fir Friedreich’s Ataxéngesetzt zu werden. Nur bei
Curcumin und Resveratrol kam es zu einer leichteng&rung der Frataxinexpression
in neuronalen Zellen, diese Antioxidantien hattéeraweder bei anderen Zelltypen
einen Einfluss auf die Frataxinexpression, noclgteai sie eine positive Wirkung auf

die Zellschadigung.
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6.0 Zusammenfassung

Ziel dieser Diplomarbeit war, den Einfluss von Kalturbedingungen und
Antioxidantien auf den Frataxingehalt in verschreele Zelllinien zu untersuchen.
Frataxin ist ein mitochondriales Protein, welches Briedreich’s Ataxie vermindert
exprimiert wird. Die genaue Funktion von Frataxst noch unklar, es wird aber
vermutet, dass es fur die Regulation der mitochater Eisenhomdostase bendtigt
wird [BENCZE et al., 2006].

Oxidativer Stress spielt eine groRe Rolle im Kratdmechanismus von FRDA.
Zusatzlich zum Risiko allgemeiner oxidativer Sclgaéig bei FRDA gibt es auch
Anhaltspunkte, dass Frataxinmangel die Zellen hgéil fur oxidativen Stress macht
[COOPER and SHAPIRA, 2003].

Aufgrund der Vermutung, dass eine Frataxinerhdhdurgh Zusatz von Antioxidantien
zu einer Reduktion von oxidativem Stress fluhren nkén wurden verschiedene
Antioxidantien in Bezug auf Frataxinexpression dietischadigung untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Antioxidantien @uin und Resveratrol eine
Erhbhung der Frataxinexpression bei neuronalen RZEllen bewirken. Die
Konzentration von 25 uM Resveratrol fihrte sogaemem signifikanten Anstieg der
Frataxinexpression. Curcumin und Resveratrol fithrtdningegen bei den
erythroleukamischen K562 Zellen zu einer nicht giganten Verminderung der
Frataxinexpression. Die AntioxidantieATocopherol Succinat und Kaffeesaure fuhrten
weder bei neuronalen P19, noch bei K562 Zellen zoere Anderung der
Frataxinexpression.

Alle vier Antioxidantien flhrten bei T-Rex 293 Zeti zu kaum einer Veréanderung bzw.
zu einer leichten Verminderung der Zellschadigudigse war umso starker, wenn die
Zellen zusatzlich oxidativem Stress ausgesetzt nyaret aber vermutlich darauf
zurtckzufiihren, dass Tetracyclin ungdd einen Komplex bilden, der die Wirksamkeit
des HO, verringert.

Curcumin und Resveratrol zeigten bei T-Rex 293efetine konzentrationsabhéngige
Abnahme der Zytotoxizitat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass dizeedeten Antioxidantien nicht den

erwarteten therapeutischen Effekt auf FRDA haben
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6.0 Summary

The aim of this thesis was to determine the inftgeonf cell culture conditions and
antioxidants on the expression of frataxin in vasicell lines.

Frataxin is a mitochondrial protein, whose expi@ss$s decreased in Friedreich’s ataxia
(FRDA).

The exact function of frataxin remains unclear, uts proposed that frataxin is
required for the cellular regulation of mitochoradiron homeostasis [BENCZE et al.,
2006].

Oxidative stress plays a major role in the diseasehanism of FRDA. In addition to
the increased risk of general oxidative damageRDA, there is evidence that frataxin
deficiency makes cells more susceptible to oxidati@mage [COOPER and SHAPIRA,
2003].

The experiments in this thesis were performed enpitesumption that an increase in
frataxin levels by supplementation of antioxidazdsild lead to a reduction of oxidative
stress. Four antioxidants were analyzed with rasfmedrataxin expression and cell
damage.

The results show that the antioxidants curcumin @s¢eratrol induce an increase in
the expression of frataxin in neuronal P19 celle Toncentration of 25 uM resveratrol
lead to a significant increase in the frataxin esgron. Curcumin and resveratrol had
no significant increasing effect on the expressbifirataxin in erythroleucemic K562
cells. The antioxidants-tocopherol succinate and caffeic acid had no effedrataxin
expression in P19 or K562 cells.

All four antioxidants induced either a decreasiffga or none at all on cell damage in
T-Rex 293 cells. The decrease was higher when ¢le were exposed to oxidative
damage which is presumably a result of a compleméd between tetracycline and
H,O, which reduces the effect o&B,.

Curcumin and resveratrol showed a concentratiomiuggnt decrease in cell
cytotoxicity.

It is shown in this thesis that the chosen antiamtd don’t have the expected
therapeutic effect in FRDA.
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