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1 Einleitung

1.1  Neurodegenerative Erkrankungen

Im Zuge des demographischen Wandels gewinnen Alterserkrankungen eine zunehmende medizinische
und gesundheitsokonomische Bedeutung. Ein Formenkreis dieser Erkrankungen sind die sogenannten
neurodegenerativen Erkrankungen, deren bedeutendster Risikofaktor das Alter ist. Sie fiihren in
steigendem Mafle zu Behinderung und Beeintrachtigung der Lebensqualitit alternder Menschen [1-3].
Neurodegeneration ist definiert als eine nach Entwicklungsabschluss des Zentralnervensystems (ZNS)
einsetzende, progredient zunehmende, neuronale Dysfunktion, welche einhergeht mit dem Verlust von
Nervenzellen und axonalen Verbindungen im ZNS [4]. Wiahrend Gliazellen bei adulten Sdugern
proliferationsfdhig sind, kann der Verlust postmitotisch differenzierter Nervenzellen nur
unbefriedigend kompensiert werden. Im Rahmen dieser Erkrankungen kommt es zu einer sukzessiven
Atrophie anatomischer Strukturen und funktioneller Einheiten, wie beispielsweise des nigrostriatalen
Systems beim Morbus Parkinson [5]. Die verschiedensten potentiellen Auslosefaktoren und die
Pathophysiologie der Neurodegeneration sind bis dato nicht abschlieBend geklért. Es verdichten sich
jedoch Hinweise auf eine multifaktorielle Genese, bei der genetische (endogene), epigenetische und
umweltbedingte (exogene) Faktoren interagieren.

Zu den neurodegenerativen FErkrankungen z&hlt eine groBe Gruppe klinisch heterogener,
neurologischer Erkrankungen, bei denen es zu einer dtiologisch unklaren, selektiven Degeneration
bestimmter Neuronenpopulationen in speziellen funktionell-anatomischen Systemen kommt [4].
Klinische Zeichen sind, je nach betroffener Nervenzellpopulation, kognitive, motorische oder sensible
Dysfunktionen [6]. Zu diesen neurodegenerativen Erkrankungen zdhlen die Demenz vom Alzheimer-
Typ (DAT, AD), die idiopathische Parkinson-Erkrankung (IPS, M. Parkinson, PD), die Huntington-
Erkrankung (HD) und die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) [4, 7, 8].

Diese Arbeit befasst sich schwerpunktméBig mit dem idiopathischen Parkinson-Syndrom.

1.2 Morbus Parkinson

Definition: Die Symptomkonstellation der ,,Schiittellihmung® wurde erstmals 1817 von dem
englischen Arzt James Parkinson in seiner Schrift ,,4n assay oft the shaking palsy* beschrieben. Es
handelt sich um eine chronisch-progredient fortschreitende, neuropsychiatrische Erkrankung. Die
Definition erfolgt klinisch-pathologisch durch das gemeinsame Auftreten der Kardinalsymptome
Ruhetremor, Rigor, Akinese und posturale Instabilitét [8, 9].

Unter neuropathologischen Aspekten zdhlt das Vorkommen intrazelluldrer Einschlusskorperchen, den
sogenannten Lewy-Korperchen (engl.: lewy bodies, LB), zu den Kerncharakteristika der Parkinson-
Erkrankung. Die LB-assoziierte Degeneration betrifft beim IPS typischerweise die dopaminergen
Neurone der Substantia nigra pars compacta (SNpc) im Mittelhirn, sodass ein sukzessiver Verlust der

nigrostriatalen Projektion ins Striatum resultiert [ 10].



Einleitung 2

Das Parkinson-Syndrom kann unter &tiologischen Gesichtspunkten in vier Gruppen untergliedert
werden, von denen der von James Parkinson beschriebene idiopathische Morbus Parkinson mit 75 bis

80 Prozent am héufigsten vorkommt [11]:

u Familidres Parkinson-Syndrom,
. Priméres idiopathisches Parkinson-Syndrom unbekannter Atiologie (IPS, M. Parkinson),
. Sekundire symptomatische Parkinson-Syndrome (PS) mit bekannter Atiologie (entziindlich,

metabolisch, vaskuldr, medikamenteninduziert, toxininduziert, posttraumatisch),

. Parkinson-Syndrome als Bestandteil anderer neurodegenerativer Erkrankungen (synonym:
atypische Parkinson-Syndrome, Parkinson-plus-Syndrome): z.B. die Multisystematrophie
(MSA), progressive supranukledre Blickparese (PSP), kortikobasale Degeneration (CBD),
spinozerebelldre Atrophien oder die Demenz vom Lewy-Korperchen-Typ (LBD) [11-13].

Epidemiologie des IPS: Die Parkinson-Krankheit manifestiert sich in der Regel in der 6. Lebens-

dekade [8]. Wiahrend eine Manifestation vor dem 30. Lebensjahr sehr selten ist, steigt die Inzidenz mit

zunehmendem Alter deutlich an, von auf 20/100.000 bezogen auf die Gesamtbevolkerung auf

120/100.000 in der siecbenten Lebensdekade [11]. Die Pravalenz wird auf 200/100.000 Einwohner

geschitzt [8]. Da in den westlich-industrialisierten Staaten der relative Anteil der iiber 65-Jdhrigen in

den vergangenen Jahrzehnten deutlich angestiegen ist, kann mit einer relevanten Zunahme der

Parkinson-Erkrankung gerechnet werden [4].

Die Mortalititsrate und Lebensqualitit bei Parkinson-Patienten hat sich durch das Medikament

L-DOPA wesentlich verbessert. Dennoch leiden die meisten Parkinson-Patienten trotz optimaler

Therapie nach 5-10 Jahren unter nicht unerheblichen motorischen Behinderungen [11].

Symptomatologie des IPS: Die klinische Diagnose des
Parkinson-Syndroms erfolgt durch das Vorhandensein einer
Akinesie (Verlangsamung bei der Initiierung und Durchfiihrung
willkiirlicher Bewegungen, progressive Verlangsamung und
Abnahme der Amplitude bei repetitiven Bewegungen) und
mindestens einem der folgenden Kardinalsymptome (siehe
Abbildung 1):

=  Muskuldrer Rigor (erhohter Muskeltonus, gesteigerte

tonische Dehnungsreflexe, Zahnradphdnomen),

= Ruhetremor (4-6Hz, selten 9 HZ; Auftreten in Ruhe, [ -...______,J"_"‘"‘"‘ g)é:_;—

Abnahme bei Bewegungen), Abbildung 1: [Illustration der
Parkinson-Krankheit von Sir
William Richard Gowers aus: A4
Stellreflexe, welche primér nicht durch visuelle, vestibulire, Manual of Diseases of the Nervous

) ) ) System (Handbuch fiir Krankheiten
zerebelldre oder propriozeptive Storungen erklarbar sind). des Nervensystems) von 1886.

= Posturale Instabilitit (Verminderung der Haltungs- und


http://de.wikipedia.org/wiki/William_Richard_Gowers�
http://de.wikipedia.org/wiki/William_Richard_Gowers�
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Fakultative Begleitsymptome betreffen das sensorische System (Dysédsthesien und Schmerzen), das
Vegetativum (Storungen des Blutdruckes, der Temperaturregulation, der Harnblasenfunktion und
sexueller Funktionen), psychische Symptome (v.a. Depression, Schlafstorungen) und kognitive
Beeintrachtigungen (frontale Stérungen, in fortgeschrittenen Stadien Demenz) [13].

Fiir die Diagnose eines IPS muss zunéchst das Parkinson-Syndrom vorliegen und in der Folge ein
symptomatisches PS oder haufige Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden. Tremor, Rigor und
Akinese beginnen bei dem IPS immer halbseitig (,,Hemi-Parkinson®) [8].

Neuropathologie des IPS: Das neuropathologische Hauptmerkmal der Parkinson-Erkrankung ist ein
progressiver Untergang von Nervenzellen der zentralen und kaudalen Anteile der Substantia nigra pars
compacta (SNpc) [14], welcher makroskopisch als Depigmentierung der schwarzen Substanz im
Mittelhirn imponiert (Erstbeschreibung durch Tretiakoff, 1919 [5]). Diese Nervenzellen produzieren
den Neurotransmitter Dopamin und projizieren mit ihren Nervenendigungen (Axonen) in den
sogenannten Streifenkorper (Striatum). Es gibt Untersuchungen, dass die dopaminergen Axon-
terminalen den priméren Ort des neurodegenerativen Prozesses darstellen konnen und der Untergang
der Nervenzellsomata infolge eines ,,dying back*-Phanomens resultieren kann [11, 15].

Der Nachweis einer verminderten Dopamin-Konzentration in den Basalganglien durch post mortem-
Studien bei Parkinson-Patienten fiihrte zur Formulierung der ,,Dopaminmangel-Hypothese®, die durch
die erfolgreiche Einfilhrung der Levodopa-(L-DOPA) Therapie bestitigt wurde [16-19]. Erste
motorische Symptome des IPS manifestieren sich bei einem Dopaminmangel im Striatum von etwa
80%, bei dem bereits 60% der Neurone in der SNpc degeneriert sind [11, 15, 20-22]. Das Ausmal des
Dopaminmangels korreliert mit dem Grad der Akinesie. AuBler dieser charakteristischen
Neurodegeneration im dopaminergen System, finden sich beim IPS Verdnderungen in weiteren
anatomischen Regionen. Betroffen sind das noradrenerge (Locus coeruleus), das serotonerge (Raphe
Kerne) und das cholinerge System (Nucleus basalis Meynert, dorsaler Motorkern des Vagus).
Weiterhin sind spezielle Kortexareale (v.a. Cingulum und Cortex entorhinalis der Hippocampus-
formation) und Anteile des autonomen und enterischen Nervensystems betroffen [11, 23-29].

Das zweite neuropathologische Merkmal der Parkinson-Erkrankung sind die zytoplasmatischen Lewy-
Korperchen benannt nach ihrem Erstbeschreiber, dem Neurologen Friedrich H. Lewy (1885-1950)
[30-32]. LB lassen sich beim IPS in allen betroffenen Hirnregionen nachweisen, wobei sie einem
Gradienten vom unteren Hirnstamm iiber die Basalganglien bis zum Kortex zu folgen scheinen [33].
Biochemisch handelt es sich bei den LB um sphérische, eosinophile Proteinaggregate aus
unterschiedlichen Proteinen, zu denen unter anderem das a-Synuclein zdhlt. AuBer bei der Parkinson-
Erkrankung kommen LB weiterhin bei der AD und der Demenz vom Lewy-Korperchen-Typ vor [11].

Die beschriebenen funktionell-anatomischen Verdnderungen bei der Parkinson-Erkrankung fiihren zu
folgender Vermutung iiber den Pathomechanismus dieser hypokinetischen Bewegungsstorung: Durch
den Dopamin-Mangel beim IPS kommt es zu einer Stérung der Impulsmodulation in den

Basalganglien, die in eine komplexe fronto-striato-thalamische Regelschleife eingebunden sind.
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Im Striatum werden duch das Dopamindefizit inhibitorische GABA-Enkephalin-Neurone disinhibiert,
wihrend inhibitorische GABA-Substanz-P-Neurone in ihrer Aktivitit gemindert werden [25, 34]. In
der Folge werden die sogenannten Ausgangsneurone der Basalganglien disinhibiert, was zu einer
tonischen Hemmung der thalamischen Schaltkerne fiihrt. Es wird vermutet, dass auf diese Weise die
thalamo-kortikale Projektion vermindert und zeitlich verzogert wird und dadurch die
Bewegungsprogramme nicht mehr in ihrer optimalen zeitlichen Sequenz ablaufen.

Atiologie: Die Atiologie und Pathogenese des IPS ist unklar. Als #tiopathogenetische Faktoren
werden sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren diskutiert [12]:

(D Genetische Determinanten (monogen/polygen)

2) Infektionen (Bakterien, Viren)

3) Umwelttoxine (Schwermetalle, Pestizide, Herbizide)

4) Vermehrte Apoptose (programmierter Zelltod)

(5) DNA-Alterationen (Mutationen)

6) Alterungsprozesse: Der physiologische Alterungsprozess zeigt beziiglich des Verlustes
dopaminerger Neurone und klinischer Symptome Parallelen mit der Parkinson-Erkrankung auf und
gilt als ein Hauptrisikofaktor fiir das IPS [1-3, 35, 36]. Die Anzahl dopaminerger Neurone nimmt mit
einer Rate von 5-10% pro Dekade ab [14], was zu einem geschdtzten Verlust von etwa einem Drittel
aller dieser Neurone im fortgeschrittenen Alter fiihrt [37]. Zelluldre Pathomechanismen des
Alterungsprozesses und des IPS zeigen ebenfalls Gemeinsamkeiten auf. Dennoch unterscheidet sich
die Neurotopographie des altersbedingten Verlustes dopaminerger Neurone von derjenigen beim IPS
[14, 38-42]. Der mit dem Alter einhergehende Verlust dopaminerger Neurone kann als physiologisch
angesehen werden und manifestiert sich per se nicht als IPS [14].

@) Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion: Der Begriff ,oxidativer Stress*
beschreibt eine Uberschreitung der antioxidativen Kapazititen einer Zelle durch die exzessive
Produktion freier Radikale, welche in der Folge Lipide, Nukleinsduren, Proteine und andere zellulére
Strukturen schidigen oder endogene Neurotoxine generieren [43-45]. Aktuelle Forschungen schreiben
diesem Pathomechanismus eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des IPS zu. Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch die Entdeckung des MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin),
welches ein PS-dhnliches Krankheitsbild induziert [46], indem es durch Inhibierung des Komplex-I
der Atmungskette den mitochondrialen Elektronentransport blockiert [47]. Tatsdchlich weisen
Patienten, die an dem IPS erkrankt sind, eine verminderte Komplex-I-Aktivitit in der SNpc auf und es
wurden Abnormititen des Komplex-I identifiziert [48, 49]. Durch Komplex-I-Defekte kommt es in
Verbindung mit dem hohen Eisen-II-Gehalt in der SN zur vermehrten Bildung von zellschddigenden
Hydroxil-Radikalen ("fOH) und letztendlich zur Apoptose-Induktion [45, 50]. Der programmierte
Zelltod scheint die finale Endstrecke zelluldrer Dysregulationen beim IPS darzustellen [51, 52].

Die Neurone der SN sind in besonderer Art vulnerabel fiir oxidativen Stress, da ihre Dopamin-

Synthese mit einer hohen Rate an oxidativen Prozessen verbunden ist [11, 45, 53-55].
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Diese Vulnerabilitidt zeigt sich beispielsweise in der erhohten Konzentration des 8-Hydroxy-2-
Desoxyguanosins (8-OHdG: Biomarker fiir DNA-Schéden) in der SN von Parkinsonpatienten [56,
57]. Ein weiterer Hinweis fiir dieses Vulnerabilititskonzept sind die reduzierten antioxidativen
Kapazititen der dopaminergen Neurone im physiologischen Alterungsprozess und bei Parkinson-
patienten [58-60].

3 Proteinagglutination: Das pathogenetische Merkmal einiger neurodegenerativer
Erkrankungen ist die intra-/extrazellulire Ansammlung (Akkumulation) und Zusammenlagerung
(Aggregation) anormaler Proteine. Diese entstehen vermutlich durch pathologische Fehlfaltungen oder
Defekte in den zelluldren Abbauwegen dieser Proteinstrukturen wie dem Ubiquitin-System [61, 62].
Der Arbeitsgruppe um Polymeropoulos gelang es 1997 in der grofiten bislang beschriebenen Familie
mit erblichem Parkinsonsyndrom einen mit der Erkrankung korrelierenden Genlocus (PARK 1) auf
dem Chromosom 4p21 zu identifizieren [63]. In diesem konnten sie eine Missense-Mutation
(Ala53Thr) feststellen, welche fiir das Proteinaggregat a-Synuclein der LB codiert [64-67]. Die
Tatsache, dass a-Synuclein in einer aggregierten Form in den charakteristischen LB vorkommt, hat zu
der Hypothese gefiihrt, dass die Proteinaggregation ein wichtiger Schritt in der molekularen
Pathogenese des IPS sein kann [68-70]. a-Synuclein kommt normalerweise in présynaptischen
Nervenendigungen vor [71-75]. AuBer der Regulation der intrazelluliren Dopamin-Homdostase
wurden fiir a-Synuclein interessanterweise auch neuroprotektive Effekte beschrieben [62, 76-78].
Anormale Proteinformationen stellen einen moglichen Konvergenzpunkt unterschiedlicher
Pathogenesefaktoren dar, insofern, als dass sowohl genetische als auch oxidative Schidigungen von
a-Synuclein zu dessen verstirkter Aggregationsneigung zu fithren scheinen [43, 62, 79, 80].

) Neuroinflammation: Dieser Faktor wird ausfiihrlich in Kapitel 1.3 beschrieben.

Therapie des IPS: Zum derzeitigen Zeitpunkt gibt es keine kurative Therapie des IPS. Géngige
Therapieoptionen sind rein symptomatisch und versuchen die Lebensqualitit der Parkinson-Patienten
bis in fortgeschrittene Stadien auf einem hohen Niveau zu halten. Therapieoptionen beim IPS
umfassen ein breites Spektrum nicht-medikamentéser Malnahmen (z.B.: Krankengymnastik,
Ergotherapie, psychologische Betreuung etc.) sowie medikamentdse und operative Eingriffe.
Indikation: Der Beginn einer medikamentdsen Therapie richtet sich nach dem Patientenalter, dem
klinischen Schweregrad, der Erkrankungsdauer und der sozialen Situation. Indikationen fiir eine
stereotaktische Operation (Tiefe Hirnstimulation; engl.: deep brain stimulation, DBS) stellen
sogenannte Parkinson-Spatsymptome (ON-OFF-Fluktuationen, choreatische Diskinesien, Hyper-
kinesien, u.a.) dar, bei denen die medikamentdsen Therapieoptionen ausgeschopft sind bzw. eine
deutliche Dosissteigerung erfordern wiirden.

Pharmakotherapie des IPS: Die medikamentdse Therapie erfolgt hauptsdchlich mit Wirkstoffen, die
den Dopaminspiegel im Gehirn erhohen. Junge Patienten unter 70 Jahren ohne wesentliche
Komorbiditéten erhalten als Erste-Wahl-Medikation Dopamin-Rezeptor-Agonisten. Patienten jenseits

des 70. Lebensjahres oder Multimorbide erhalten in der Regel eine Levo(L)-DOPA-Monotherapie [8].
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Die Monotherapie wird fortgesetzt solange keine Wirkungsfluktuationen auftreten und ist anderen
Anti-Parkinson-Medikamenten (Amantadin, Anticholinergika, Dopaminagonisten, MAO-B-Hemmer)
in seiner symptomatischen Wirkung {iberlegen. Allerdings verzdgert L-DOPA nach heutigem
Kenntnisstand nicht die Krankheitsprogression. Seine Wirkung ldsst nach einigen Jahren (im
Durchschnitt nach 5-6 Jahre) nach und es treten ernste motorische Komplikationen (Wirkungs-
schwankungen und Dyskinesien) und Verwirrungszustinde auf [6, 12, 13]. Zur Reduktion bzw.
Verzogerung motorischer Nebenwirkungen unter L-DOPA gibt es zugelassene Kombinations-
priparate mit Catechol-O-Methyl-Transferase(COMT)-Inhibitoren (Wirksamkeit bisher nicht nach-
gewiesen) oder Monoaminooxidase-B (MAQO-B)-Inhibitoren (milde Wirksamkeit belegt [81]). Die
alteste Pharmakostrategie beim IPS sind die Anticholinergika, welche nur noch bei jungen Patienten
mit resistentem Tremor als Therapiealternative zum Einsatz kommen [82].

Eine adjuvante Therapieoption und Mittel der Wahl in der akinetischen Krise stellt die Kombination
von L-DOPA mit Amantadin dar. Es vermindert die beim IPS auftretende Uberaktivitit acetyl-
cholinerger striataler Interneurone und wirkt antagonistisch am N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptor. Wihrend einige Untersuchungen eine liber den Placeboeffekt hinausgehende Wirksamkeit
fiir unzureichend belegt ansehen [83, 84], sprechen andere Ergebnisse sogar fiir einen milden
neuroprotektiven Effekt durch Amantadin [85]. Aktuell in Studie beziiglich ihrer neuroprotektiven
Wirkung befinden sich der Komplex-I-Inhibitor Kreatin, Kalzium-Kanal-Blocker und das den
Harnséaurespiegel steigernde Inosin [82].

Stereotaktische Operation (DBS): Die Tiefe Hirnstimulation ist ein minimalinvasives, nicht-
ablatives Verfahren, bei welchem durch die Implantation elektrischer Sonden in tiefe intrazerebrale
Funktionszentren (Nucleus subthalamicus, Globus pallidus internus) deren pathologische Uberaktivitit
durch elektrische Hochfrequenz-Stimulation reversibel inhibiert werden kann [86]. Diese Methode ist
besonders wirksam bei den Kardinalsymptomen Rigor und Tremor [8] und verbessert signifikant die
Lebensqualitdt der Patienten [87]. Die am besten geeignete Zielregion fiir die Mehrzahl der
pharmakologisch ,,austherapierten” Parkinson-Patienten stellt der Nucleus subthalamicus (NST) dar,
durch dessen Stimulation sich ein hervorragender Effekt auf alle L-DOPA-sensitiven Symptome
(Rigor, Akinese, Tremor) erzielen ldsst [86, 88-91]. Deuschl und Mitarbeiter zeigten in einer
randomisierten kontrollierten Studie, dass die DBS bei Parkinson-Patienten im fortgeschrittenen
Stadium der alleinigen medikamentdsen Therapie an Effektivitdt tiberlegen ist [92]. Die Platzierung
im Globus pallidus internus erzielt zusétzlich eine Besserung von Dyskinesien und Dystonien [93].
Regenerative Therapiestrategien: Gegenstand aktuellster Forschungen sind der Ersatz bzw. die
Regeneration von irreversibel untergegangenen Neuronen durch Fremdzellen oder eine Gentherapie.
Diese Ansitze stellen gegeniiber allen anderen Therapiestrategien den Versuch dar, das dopaminerge
Defizit beim IPS kausal wiederherzustellen. In der Stammezellforschung kommen zwei
unterschiedliche Zelltypen zum Einsatz: Pluripotente Stammzellen (embryonale SZ) und neuronale

Stammzellen bzw. Progenitorzellen (Vorlauferzellen). Studer und Kollegen zeigten in einer neuen
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Arbeit am Tiermodell mit pluripotenten Stammzellen, die sich von Neuralplatten-Neuronen ableiten,
eine effektive Umwandlung in funktionale dopaminerge Neurone und eine komplette Erholung der
Parkinsonsymptomatik [94, 95]. Fiir (induzierte) neuronale Progenitorzellen gibt es ebenfalls
erfolgreiche Studienversuche [96-100]. Einen mdglichen Riickschlag fiir die regenerative Medizin
stellte die Entdeckung massiver genetischer Verdnderungen bei induzierten pluripotenten Stammzellen
und human-embryonalen Stammzellen dar [101].

Die Gentherapie verzeichnet erste klinische Erfolge [102, 103].

1.3 Entziindungsvorginge im Zentralnervensystem: Neuroinflammation

Zentralnervose Entziindungsvorginge im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen sind fiir die
Alzheimer-Erkrankung [104], das IPS [105-108], die MS, fiir Traumata und zerebrale Ischimien
beschrieben [109-115]. Obgleich die Entziindungskomponente wahrscheinlich nicht den initialen
Ausloser der neurodegenerativen Erkrankungen darstellt, verdichten sich die Hinweise, dass ein
anhaltendes Entzlindungsgeschehen maligeblich zur Krankheitsprogression beitragt.

Das ZNS gilt als ein immun-privilegiertes Organ. Das Phdnomen eines ,,Jmmunprivilegs* zeichnet
sich durch die reduzierte Aktivierbarkeit des adaptiven und angeborenen Immunsystems im ZNS aus.
Wihrend das Immunsystem im restlichen Korper eine essentielle Bedeutung bei der Erhaltung der
Gewebeintegritét hat, scheint die Toleranz eines Antigens im schlecht regenerationsfahigen ZNS unter
bestimmten Umstdnden giinstiger zu sein. Die Eliminierung eines Storreizes durch eine Immun-
reaktion nimmt in der Regel eine Art lokalen Kollateralschaden in Kauf. Die Hypothese einer
immunologischen Toleranz wurde durch Shirai (1921) erstmals experimentell belegt [116]. P. B.
Medawar postulierte anhand seiner Arbeit ,,7he fate of skin homografts in man* (1943) [117], dass das
ZNS zwar als ein immunologisch spezialisiertes Organ, aber keinesfalls als immunologisch inert zu
verstehen sei. Die Existenz zahlreicher Immunzellen im Nervengewebe im Rahmen verschiedener
ZNS-Erkrankungen spricht fiir weitreichende Aktionen des Immunsystems im ZNS [118-121]. Eine
Schliisselfunktion zur Koordination der peripheren und zentralen Immunabwehr im ZNS stellt eine
spezielle Subfraktion der Gliazellen dar. Die sogenannten Mikrogliazellen reprisentieren als
autochtone Effektorzellen das angeborene Immunsystems im ZNS.

Folgende Besonderheiten zeichnen das ZNS aus immunologischer Sicht aus:

(D) Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) bildet eine anatomische und physiologische Barriere zwischen
dem Intravasalraum und dem Liquor-bestimmten Extrazellularraum des ZNS [122]. Bei vielen
neurodegenerativen Erkrankungen und Gehirnverletzungen kommt es als Komplikation zur Stérung
dieser selektiven Barrierefunktion, sodass vermehrt periphere Entziindungszellen [123-125] und
Entziindungsfaktoren ins Gehirn gelangen konnen [126-129].

2) Das Nervengewebe ist im Gegensatz zu allen anderen Gewebearten nicht an das Lymphsystem
angebunden [130]. Dies erschwert die Aktivierung von Immunzellen und Lokalisation des Antigens.

Des Weiteren finden sich im gesunden ZNS keine typischen Antigenprésentierenden-Zellen (APZ)
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wie die dendritischen Zellen [120, 131, 132]. Auch die basale Expression von MHC (major
histocompatibility complex) Klasse-1 und -II Molekiilen ist im Vergleich zur Peripherie schwécher
ausgepragt [133, 134], sodas Antigen-spezifische T-Zell-Interaktionen erschwert sind [135]. Dennoch
besteht im ZNS keine komplette MHC-Restriktion. Aktivierte Mikrogliazellen zeigen eine erhohte
Dichte an MHC-II-Molekiilen und sind zur Interaktion mit T-Zellen fahig [135, 136].
3) Das durch die BHS separierte ZNS-Kompartiment beinhaltet eine Art immunsuppressives
Umgebungsmilieu: Astrozyten supprimieren oder anergisieren invadierende Immunzellen und
produzieren lokal wirksame Mediatoren wie das Zytokin TGF-B1 (transforming groth factor-f1), die
Entziindungsvorgédnge unterdriicken und regulieren [137-140]. Ein Mechanismus, durch den das
potentiell gefdhrliche Patrouillieren invadierter T-Lymphozyten im ZNS verhindert zu werden scheint,
ist die verstirkte Expression sogenannter Fas-Liganden (FasL, CD95L), durch welche bei den
T-Zellen die Fas (CD95)-vermittelte Apoptose induziert wird [141, 142].

Aufgrund seiner engen Homdostasegrenzen und der geringen neuronalen Regenerationskapazitit
erfordert das vulnerable neuronale Netzwerk wesentlich strenger regulierte Immunreaktionen [143].
Ein physiologischer Entziindungsprozess verlduft kontrolliert und zeitlich limitiert (transient) ab,
beinhaltet zeitgleich immunregulierende und regenerative Mechanismen und ist durch die Elimination
des Storreizes primir als vorteilhaft fiir den Organismus zu werten. Derartige Immuninterventionen
erfillen im ZNS protektive und restaurative Funktionen [143-148]. Anders hingegen sind
persistierende Entziindungsreaktionen zu bewerten, die beispielsweise durch die chronische
Exposition gegeniiber exogenen Umweltgiften oder durch die Formierung endogener Antigene (z.B.
Proteinaggregate) getriggert werden konnen. Eine derartige chronische und unkontrolliert verlaufende
Immunreaktion wird als Mitverursacher neurodegenerativer Erkrankungen vermutet. Inwieweit dieses
Geschehen als klassische Entziindungsreaktion verstanden werden kann, wird bisher noch kontrovers
diskutiert, sodass dieses - im Hinblick auf Atiologie, Regulation und Konsequenz unklare Phinomen -
im Folgenden durch den Terminus Neuroinflammation beschrieben wird. Der folgende Abschnitt

befasst sich im Detail mit den neuroinflammatorischen Vorgéngen beim IPS.

1.3.1 Mikroglia: Schliisselzellen der Neuroinflammation

Mikrogliazellen stellen eine Subfraktion der Gliazellen dar, die erstmals im 19. Jahrhundert von
Rudolf Virchow (1821-1902) entdeckt wurden. AuBler der von Virchow postulierten Stiitz- und
Haltefunktion (gr: gliocyti fiir ,,Leim®) im ZNS geht die Neurowissenschaft heute von einer wesentlich
differenzierteren Bedeutung der Gliazellen bis hin zur Beteiligung an der Informationsverarbeitung
aus. Die weitere Kategorisierung der Gliazellen ist dem Neuroanatomen P. del Rio Hortega (1882-
1945) zu verdanken, zu dessen Ehren diese Zellen auch Hortega-Zellen genannt werden. In Hortegas
klassischer Traktat von 1932 traf er eine Aussage, welche die Neurowissenschaften bis heute
beschiftigt und Thema dieses Kapitels ist:

. Inflammatory processes of any nature are soon to be manifested in the reaction of microglia“ [149].
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Mikroglia sind als residente (ortsansdssige) Zellen des mononukledren Phagozytensystems und als
APZ die Vertreter des angeborenen Immunsystems im ZNS. Mit einem relativen Anteil von 5-20%
aller Gliazellen sind Mikroglia schitzungsweise ebenso zahlreich wie Nervenzellen [150, 151], wobei
die Verteilung regional von 0,5 bis 16,6 % schwankt [152]. Im ruhenden Zustand bilden die
verzweigten (ramifizierten) Zellen ein liickenloses Uberwachungsnetz iiber das gesamte ZNS.
Beziiglich der ontogenetischen Herkunft der Mikroglia gilt derzeit als allgemeiner Konsens, dass
wihrend der Embryonalentwicklung mesodermale Vorlduferzellen der myeloiden Zellreihe in das
zentralnervése Parenchym einwandern und sich dort zu den ruhenden, ramifizierten Mikroglia
differenzieren [153-157]. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass sich dieser Typ myeloider
Vorlduferzellen von denjenigen der definitiven Hdmatopoiese unterscheidet [154, 156, 158, 159].

Die adulte Himatopoiese scheint keinen Beitrag zur adulten Mikrogliapopulation beizutragen [156],
sodass sich Mikroglia demzufolge von den restlichen Gewebemakrophagen durch die Fahigkeit zur
lokalen Selbsterhaltung unterscheiden [154, 156, 160, 161]. Eine alternative Hypothese geht von einer
kontinuierlichen Unterhaltung der Mikroglia durch Zellen aus dem Knochenmark aus [160, 162, 163].
Die Hauptaufgabe der Mikroglia besteht als ,,Makrophagen des ZNS“ in der Bewahrung des
Nervensystems vor jeglichen exogenen oder endogenen Storeinfliissen und dient somit dem Erhalt der
Gewebeintegritidt und Gewebehomdostase im ZNS. Die Komplexitit dieser Aufgabe spiegelt sich in
der dynamischen Natur dieser Zellart wider, die sich nach funktionellen und morphologischen
Gesichtspunkten in drei Klassen einteilen lasst [149]:

Amdéboide Mikroglia sind die Mikrogliaklasse des sich entwickelnden Nervensystems. Durch die
enge Interaktion mit den Nervenzellen [154] und Astrozyten [164-166] differenzieren die myeloiden
Vorlauferzellen des Knochenmarks zu den residenten Mikroglia, welche als Phagozyten wesentlich
am Remodelling-Prozess des reifenden Gehirns beteiligt sind [167, 168].

Ramifizierte (ruhende) Mikroglia: Die physiologische Zustandsform in einem stérungsfreien ZNS
sind ramifizierte Mikroglia. Diese differenzierten Gliazellen haben ein kleines Zytosoma und
zahlreiche, fein verzweigte Zellausldufer (Ramifizierung) [149, 153, 169]. Thr Immunphénotyp
zeichnet sich durch eine geringe Dichte an MHC-II-Molekiilen und Ko-Stimulatoren (CD86, CD40)
aus, sodass sie nicht als suffiziente APZ qualifiziert sind [110, 112, 170, 171]. Dennoch wird der
Terminus ,,ruhend” keinesfalls dem Funktionszustand der ramifizierten Mikroglia gerecht. In vivo-
Studien konnten mittels Multiphotonen-Fluoreszenzmikroskopie die auBerordentliche Dynamik der
Mikrogliafortsdtze visualisieren, sodass einige Autoren die Bezeichnung ,,wachende® Mikroglia
préferieren [169, 172, 173]. Es wird geschétzt, dass Mikroglia mit ihren Ausldufern das gesamte ZNS
innerhalb weniger Stunden tberpriifen konnen. Mikroglia scheinen auch synaptische Netzwerke zu
scannen und durch die Entfernung nachteiliger Elemente neuronale Schaltkreise optimieren zu
konnen (,,synaptic stripping nach G. Kreutzberg, 1960) [169, 174-176]. Als Instrumente dieser
Sensorfunktion besitzen Mikroglia spezielle Rezeptoren, mit denen sie exogene Eindringlinge

(mikrobielle Strukturen, Serumproteine), kritische Mediatorkonzentrationen (ATP, Glutamat),
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anormale endogene Formationen (Proteinaggregate wie a-Synuclein, f-Amyloid oder Neuromelanin)
oder spezielle Immunkomplexe erkennen konnen [169]. Eine dieser Rezeptorfamilien sind die
sogenannten pattern-recognition-receptors (PRRs), von denen die TLR (toll-like-receptors) [177-179],
CD14 [180] und Mannose-Rezeptoren [181] bei Mikroglia nachgewiesen wurden. Anhand der
zahlreichen Sensorinstrumente wird ersichtlich, dass der Funktionszustand der Mikroglia das Ergebnis
eines komplexen Zusammenspiels zelluldrer und humoraler Faktoren ist, die stimulierend oder
inhibitorisch auf die Mikroglia einwirken [171]. Die besondere Bedeutung der interzelluliren
Kommunikation verdeutlichten Hoek und Kollegen, die die Rezeptor-Ligand-Paare CD200R-CD200
und CX;CR1-CX;CL1 zwischen Nervenzellen und Mikroglia als hemmende Schliisselregulatoren der
Mikrogliaaktivitdt identifizierten [154, 171, 182-185]. Eine Hypothese ist, dass das Wegfallen
derartiger inhibitorischer Stimuli im Rahmen von neurodegenerativen Prozessen die Ursache fiir die
rasch folgende Mikrogliaaktivierung ist. Zusammengefasst fithrt das Uberwiegen stimulierender
Einfliisse — sei es direkt durch Mikroglia-Aktivatoren oder indirekt durch deren Disinhibition — zum
Ubergang der Sensor-Mikroglia zu den sogenannten ,,aktivierten” Mikroglia.

Aktivierte (reaktive) Mikroglia: Die Mikrogliaaktivierung beschreibt die Transformation der
ramifizierten Mikrogliazellen in einen stirker intervenierenden Funktionszustand, der die
Eliminierung des Storreizes im ZNS zum Ziel hat. Der Prozess geht einher mit gesteigerter
Proliferation [186], Motilitdt [187] und Erh6hung der Phagozytoseaktivitit. Dieser Funktionswandel
zeigt sich in ausgepridgten morphologischen und immunphéinotypischen Verdnderungen.
Die Zellmorphologie reaktiver Mikroglia ist charakterisiert durch die Retraktion der Zellausldufer hin
zu rund-ovalen, amoboiden Zellen mit vergroBertem Zytosoma [149]. Die zielgerichtete Steuerung der
amoboiden Bewegung hin zur Lision erfolgt iiber Chemokine und Mediatoren wie extrazelluldres
ATP, welche entweder von geschiadigten Zellen freigegeben oder von Astrozyten dirigierend
sezerniert werden [172]. Untersuchungen zum Migrationsverhalten der Mikroglia zeigen, dass diese
innerhalb weniger Minuten das Lésionsgebiet erreichen konnen und identifizierten den Purinrezeptor
P2Y |, als entscheidendes Sensorinstrument im Rahmen der Chemotaxis [172, 188]. Vor Ort steuert
das spezifische Lokalmilieu das Expressionsprofil der Mikrogliaaktivierung. Die aktivierten Mikroglia
regulieren zahlreiche, immunologisch relevante, Oberflichenmolekiile herauf: TLR, MHC-I- und
-II-Molekiile, Kostimulatoren (CD40, CD80=B7.1, CD86=B7.2), Komplementrezeptoren, Fc-y-
Rezeptoren und Zelladhisionsmolekiile wie Integrin IIb [106, 130, 164, 171].

Ihre Effektor-Funktion vermitteln sie durch Phagozytose von Zelldebris und die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-a)), Chemokine und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
[164, 171]. Gleichzeitig werden anti-inflammatorische Regulatoren (IL-10, TGF-P) freigesetzt und
Mechanismen initiiert, die die Neuroprotektion und -regeneration unterstiitzen [169, 189-191].
Anhand der beschriebenen Mikrogliaaktionen wird ersichtlich, weshalb diese Zellen im Rahmen der
angeborenen Immunabwehr des ZNS als ,,Schliisselzellen® bezeichnet werden. Dariiber hinaus unter-

stiitzen sie durch die Interaktion mit CD4" und CD8" -T-Zellen auch die adaptive Immunabwehr [130].
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Aktivierte Mikrogliazellen haben die Potenz zu einer suffizienten - mit DZ-vergleichbaren -
Antigenprésentation. Sie vermodgen T-Zellen zu re-stimulieren und durch die Sekretion von
Mediatoren deren Phinotyp, Aktivierung und Rekrutierung zu steuern [130, 135, 136, 154]. Der
Prozess der Mikrogliaaktivierung kann zu jedem Zeitpunkt durch regulatorische Mechanismen an
Dynamik verlieren und die Mikroglia gehen in der Folge in ihren nativen oder einen postreaktiven
Zustand tiber.

In den Neurowissenschaften wird das Vorkommen aktivierter Mikrogliazellen im ZNS als ein
widerspriichliches Phinomen angesehen, da sie offensichtlich eine essentielle Funktion fiir die ZNS-
Integritdt besitzen und zugleich zu zahlreichen Immunpathologien beizutragen scheinen [192].
Wihrend Mikrogliazellen lange Zeit im Verruf standen, iiber einen stufenartigen Aktivierungsprozess
zu neurotoxischen Immunzellen zu transformieren, setzt sich zunehmend ein plastisches Konzept der
Mikrogliaaktivierung durch, in welchem die monomorphen aktivierten Mikrogliazellen unter-
schiedliche funktionale Phinotypen einnehmen koénnen [154, 169, 193-196]. Fiir die verwandten
Makrophagen hat sich die Vorstellung unterschiedlicher Subtypen (M1, M2 a-c) bereits etabliert [70,
197]. Die Idee dieses Konzepts basiert auf detaillierten molekularbiologischen Untersuchungen bei
aktivierten Mikroglia. Die Stimulation mit unterschiedlichen Mikrogliaaktivatoren zeigt z.T. stark
divergierende Gen-Expressionsprofile, welche eher neuroprotektiv-heilende oder neurotoxisch-
schiadigende Effekte der Mikroglia im ZNS vermuten lassen [24, 169, 198-201]. Schwartz und
Kollegen (2006) zeigten, dass Mikrogliazellen im Hippocampusmodell je nach Aktivierungs-
bedingungen (IL-4 oder geringe INF-y-Konzentration versus hohe INF-y-Konzentration oder LPS oder
Amyloid-B) entweder eine Neurogenese adulter neuronaler Progenitorzellen unterstiitzen oder im
anderen Falle blockieren [169, 190].

Die Konsequenz einer Mikrogliaaktivierung fiir das ZNS scheint demnach wesentlich von den
Aktivierungsbedingungen und der nachfolgenden Differenzierung des funktionalen Phanotyps
abzuhéngen [154, 169, 193]. Im Folgenden seien einige spezielle Mediatoren und Enzyme der
Mikroglia im Hinblick auf das IPS erwéhnt:

1) Stickstoffmonoxid (NO) und induzierbare NO-Synthase (iNOS): NO ist der
Schliisselmediator oxidativer Stressmechanismen [202]. Neurotoxische Effekte durch NO entstehen
durch das Zusammentreffen einer exzessiven NO-Produktion bei gleichzeitig eingeschrankter
antioxidativer Kapazitit der Zelle [203, 204]. In der SNpc von Parkinson-Patienten und
experimentellen Versuchstieren finden sich zahlreiche aktivierte Mikroglia, deren iNOS-Expression
stark gesteigert ist, und die hohe Konzentrationen an NO freisetzen [202, 205-208]. Des Weiteren
weisen Parkinsonpatienten im Liguor cerebrospinalis (CSF) erhohte Konzentrationen der NO-
Metabolite (Nitrat und Nitrit), erhohte Produkte der Lipidperoxidation und eine reduzierte Aktivitét
der antioxidativ wirkenden Superoxid-Dismutase (SODI1) auf [59]. Fiir ein beeintriachtigtes
Antioxidatives-System beim PS sprechen auch die Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen [204, 209,

210]. In den dopaminergen Neuronen trégt oxidativer Stress iiber die Storung der Mitochondrien-
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funktion und iiber oxidativen Verdnderungen an intrazelluliren Makromolekiilen zum Nervenzell-
sterben bei [204, 211-214].

) Cyclooxigenase-2 (COX-2): Die Cyclooxigenasen 1 und 2 katalysieren die Umwandlung der
Arachidonsdure in die bioaktiven Prostaglandine (Prostanoide) [215]. Durch die Produktion dieser
Entziindungsmediatoren (v.a. Prostaglandin E,) wurden aktivierte Mikrogliazellen in der SNpc und
das Enzym COX-2 mit der Pathogenese des IPS assoziiert [70, 213, 216-219]. Die COX-2 Expression
und das Endprodukt Prostaglandin E, sind in experimentellen Parkinsonmodellen und der SNpc von
Parkinsonpatienten erhoht [207, 220-222]. In vitro-Studien zeigen, dass speziell aktivierte
Mikrogliazellen (Stimulierung mit a-Synuclein, LPS oder MPP" (1-Methyl-4-phenyl-1-pyridin))
gesteigerte Mengen an PGE, produzieren [218, 221, 223]. Dariiber hinaus konnte bei MPTP-
intoxikierten Méusen eine reduzierte dopaminerge Neurodegeneration durch den Einsatz von COX-2-
Inhibitoren oder die transgenetische COX-2-Ablation gezeigt werden [220, 224, 225].

3) Proinflammatorische Zytokine (Interleukin (IL)-1, IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF)-a):
Eines der Hauptmerkmale der Mikrogliaaktivierung stellt die exzessive Produktion der sogenannten
proinflammatorischen (entziindungsfordernden) Zytokine dar [112, 207, 226, 227]. Im gesunden
Gehirn kommen Zytokine in sehr geringen Konzentrationen vor und sind beteiligt an zahlreichen
zentralnervosen Funktionen wie Wachstum, Zelldifferenzierung/-proliferation [228], Neuro-
transmitterfreisetzung [229] oder an Gedichtnisleistungen [230]. Umgekehrt fiihren verdnderte
Zytokinspiegel zu neuronaler Dysfunktion und kognitiven Defiziten beim IPS [231, 232]. Im Rahmen
der Mikrogliaaktivierung beim IPS [105] werden die dopaminergen Neurone mit einer lokal deutlich
erhohten Konzentration und andersartigen Zusammensetzung dieser Zytokine konfrontiert. In der SN
und im CSF von Parkinsonpatienten sowie in experimentellen Parkinson-Tiermodellen sind die
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6) erhoht und gleichzeitig die
Werte einiger Neurotrophine reduziert. Entsprechende Zytokinrezeptoren (TNF-a-Rezeptor 1 und
IL-1B-Rezeptor) wurden auf den Somata und Zellausldufern der dopaminergen Neurone der SNpc
nachgewiesen. Intrazelluldr weisen diese Nervenzellen eine erhohte Caspase-Aktivitdt (Caspase 1/ 2)
auf [233-239]. Diese Entdeckungen fithren zu der Hypothese, dass fiir die dopaminerge
Neurodegeneration beim IPS eine hyperreaktive Immunreaktion mitverantwortlich ist und diese
Zytokin-vermittelt zum direkten oder indirekten Zelltod (Apoptose) der Nervenzellen fiihrt [70, 240].
“4) Anti-inflammatorisches Zytokin (Interleukin-10): Anti-inflammatorische (entziindungs-
hemmende) Zytokine wie das IL-10 modulieren Entziindungsreaktionen, indem sie die initiale
Immunantwort kontrolliert reduzieren und die Gewebereparatur und Regeneration fordern. Die
immense Bedeutung dieser Immunmodulatoren zeigen Untersuchungen bei Patienten mit chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen (CED), bei denen eine IL-10-Fehlfunktion mit einer besonders
friihen Erkrankungsmanifestation und schweren Autoimmunreaktionen assoziiert wird [241-244].

Neuroprotektive Effekte des IL-10 sind fiir einige Pathologien des ZNS beschrieben [245-253].
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Als Hauptquelle der IL-10-Produktion wurden Mikrogliazellen identifiziert [254-257]. IL-10 reduziert
die Neurodegeneration in experimentellen Tiermodellen zur Parkinsonerkrankung [258-263].
Die Erforschung anti-inflammatorischer IL-10-Mechanismen beim IPS konnte eine potentielle

Therapieoption eroffnen.

1.3.2 Immunpathologie des Morbus Parkinson

Die Degeneration dopaminerger Neurone beim IPS wird von zahlreichen Abnormitdten sowohl des
peripheren als auch des zentralen Immunsystems begleitet. Diese betreffen Verdnderungen der
Lymphozytenfraktionen, der Immunglobulinsynthese, der Zytokinbildung oder der Synthese von
Akute-Phase-Proteinen. Derartige Abnomalitdten lassen sich im CSF, im Blut oder in post mortem-
Untersuchungen von Parkinsonpatienten nachweisen und lassen eine generalisierte Stimulation des
peripheren und zentralen Immunsystems vermuten [24, 264, 265].

0)) Peripheres Immunsystem: Untersuchungen bei Patienten mit IPS zeigen eine verminderte
Gesamtzahl der Lymphozyten im peripheren Blut, wobei unter den T-Zellen (CD3") insbesondere der
Anteil der T-Helferzellen (Ty-Zellen, CD4") reduziert ist [266-268]. Das Verhiltnis von CD4"- zu den
zytotoxischen CD8"-T-Zellen ist zugunsten der CD8"-Zellen verschoben und das Helferzell-Verhiltnis
zugunsten der INF-y-produzierenden Tyl-Zellen [269]. Antigen-erfahrene T-Zellen sind durch die
CD45RO"-Isoform charakterisiert, welche ebenfalls beim IPS erhoht ist [266]. Insgesamt lassen diese
Befunde eine periphere Lymphozytenaktivierung mit Betonung des proinflammatorischen T};1/CDS8’-
Phinotyps beim IPS annehmen. AuBBer diesen quantitativen Verdnderungen weisen die Lymphozyten
beim IPS morphologische Alterationen und ein vermindertes Proliferationspotential nach
Stimulationen mit Mitogenen auf, was Ausdruck einer eingeschrinkten zelluldren Immunantwort sein
kann [265]. Periphere Lymphozyten von Parkinsonpatienten, insbesondere die CD4 -T-Zellen,
scheinen besonders vulnerabel fiir Apoptose-Programme zu sein, und zwar durch &hnliche
Mechanismen wie bei den dopaminergen Neuronen. Die Lymphozyten zeigen Defekte in
mitochondrialen Komplexen und im Ubiquitin-Proteasom-System sowie Apoptosemerkmale wie eine
vermehrte Fas-Expression, Caspase-Aktivierungen und DNA-Schéden [270-273].

Eine weitere Besonderheit der Lymphozytenfraktion ist das vermehrte Vorkommen der sogenannten
v8'-T-Zellen im CSF und im Serum von Parkinsonpatienten [274]. Diese T-Zell-Subpopulation
verldsst den Thymus in einem voraktivierten Zustand und scheint aufgrund seiner T-Zell-Rezeptor-
unabhéngigen Aktivierung durch Zytokine an der frithen Phase von Immunantworten beteiligt zu sein.
Die y8'-T-Zellen wurden durch ihr vermehrtes Vorkommen bei Erkrankungen wie der MS [275] oder
der Rheumathoiden Arthritis [276] mit pathologischen Autoimmunreaktionen assoziiert. Dariiber sind
erhohte y8'-T-Zell-Werte nach spezifischen viralen Infektionen beschrieben [277, 278], sodass dieser
Befund die dtiologische Virushypothese der Parkinsonerkrankung stiitzen konnte. Verdnderungen auf
diesem Gebiet zeigen auch die im Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant erhohten Titer fiir HSV-
Antikérper bei Parkinsonpatienten [279, 280]. Die Virushypothese erlangte vermehrte
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Aufmerksamkeit, nachdem es zu Beginn des 20. Jahrhunderts im Rahmen einer Grippe-Pandemie zu
zahlreichen Fillen eines post-enzephalitischen (Enzephalitis lethargica) Parkinsonsyndroms
gekommen war. Neuere Studien stellen diesen Zusammenhang jedoch in Frage [281-283].

Eine Autoimmunhypothese des IPS wird durch das Vorkommen autoreaktiver Antikorper (Auto-AK)
bei einigen Parkinsonpatienten gestiitzt. Zahlreiche Studien haben Immunglobuline im CSF und
Serum nachgewiesen, welche mehr oder weniger spezifisch an Epitope (dopaminerger) Neurone
binden [284-289]. Orr und Kollegen fanden eine positive Korrelation zwischen IgG-markierten
dopaminergen Neuronen und dem Vorkommen CD64" (Fcy-Rezeptor-1 fiir IgG)-positiver Mikroglia
[288]. Anti-dopaminerge Auto-AK koénnen iiber die Opsonierung der Neurone zu einer Mikroglia-
vermittelten Neurodegeneration beitragen, da die genetische Depletion des IgG-Rezeptors CD64"
sowohl die Mikrogliaaktivierung als auch die Neurodegeneration im Tiermodell verhindert [290, 291].
Da sich jedoch auch bei einem groflen Prozentanteil gesunder Menschen ZNS-reaktive Auto-AK
nachweisen lassen [292], ist die Frage nach einem Kausalzusammenhang zwischen den Auto-AK und
der Pathogenese des IPS noch weitestgehend unbeantwortet. Abgesehen von dieser Fragestellung
nutzten Han und Mitarbeiter (2012) die Existenz dieser Antikdrper als Biomarker zur Etablierung
eines moglichen screening-Instruments fiir das IPS [293].

Es gibt mehrere Hypothesen iiber die Entstehung von Autoimmunpathologien beim IPS. In Analogie
zur Virushypothese geht eine Vermutung dahin, dass spezifische Infektionen die Bildung von Auto-
AK triggern, indem die Erreger Strukturen aufweisen, die durch ihre Ahnlichkeit zu entsprechenden
Selbst-Antigenen eine Fehlaktivierung des Immunsystems zur Folge haben. Eine derartige
Proteinsequenz-Homologie ist fiir das mykobakterielle Hitzeschockprotein (HSP)-65 beschrieben,
welches als Epitop auf einer Vielzahl von Mirkoorganismen vorkommt und bereits im Zusammenhang
mit ZNS-Autoimmunpathologien diskutiert wurde. HSP sind bekannte Aktivatoren von y5'-T-Zellen
und kommen beispielsweise in den LB dopaminerger Neurone vor [275, 294-296]. Des Weiteren
konnen intrazelluldre Proteinmodifikationen durch oxidative Stressmechanismen zur Formation von
endogenen Neoantigenen filihren, die durch den Nervenzelluntergang fiir das Immunsystem zugénglich
werden. Nitrotyrosin-modifiziertes a-Synuclein aus LB wurde bei MPTP-intoxikierten Méausen in
zervikalen Lymphknoten nachgewiesen, wo es periphere APZ und T-Zellen aktiviert [297-300].
Die beschriebenen Erkenntnisse legen eine Beteiligung humoraler und zelluldrer Mechanismen des
peripheren Immunsystems beim IPS nahe.

?2) Zentrales Immunsystem: Die Hypothese einer zentralen Immunpathologie beim IPS wurde
malgeblich durch den post mortem-Nachweis zahlreicher MHC-II-positiver, aktivierter Mikroglia-
zellen in unmittelbarer Nachbarschaft zu untergegangenen dopaminergen Neuronen erhértet [105].
Durch moderne bildgebende Verfahren (PET) lésst sich die vermehrte Mikrogliaaktivierung beim IPS
neuerdings auch in vivo nachweisen [108, 301]. Die nigrale Mikrogliaaktivierung lisst sich in nahezu
allen Tiermodellen der Parkinsonerkrankung nachvollziechen, in welchen ein parkinsonoides Syndrom

durch Neurotoxine oder genetische Zellmanipulationen induziert wird [67, 302-314]. AuBer der
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Moglichkeit eines Epiphdnomens deuten zahlreiche Studien auf einen kausalen Zusammenhang
zwischen der Neurodegeneration und der Mikrogliaaktivierung beim IPS hin. Die Mikroglia-
aktivierung erfolgt beim IPS nicht generalisiert im gesamten ZNS, sondern selektiv in den Gebieten
des neuronalen Zelltodes. In den degenerierten Arealen geht die Mikrogliaaktivierung dem
Nervenzelltod voran und eine Inhibition derselbigen reduziert den Verlust dopaminerger Neurone in
der SNpc [312-317]. Die SN scheint durch die hochste Mikrogliadichte im gesamten ZNS und ein
Glia/Neuronen-Verhéltnis von 3:1 in besonderer Weise fiir jegliche Formen von Immunaktivierung
vulnerabel zu sein [150, 318]. Der Immunphénotyp der Mikroglia zeigt beim IPS und in
entsprechenden Tiermodellen alle Eigenschaften aktivierter Mikrogliazellen. Die exzessive Produktion
proinflammatorischer Zytokine und ROS sowie die Aktivierung von COX-1, COX-2, iNOS und der
NADPH-Oxidase lassen einen neurotoxischen Phidnotyp im Rahmen dieser Mikrogliaaktivierung
annehmen [24, 206, 207, 238, 319, 320].

Die Heraufregulierung der MHC-II-Molekiile zur Antigen-Prédsentation deutet zusétzlich auf eine
Interaktion mit dem adaptiven Immunsystem hin. Tatsdchlich weisen Parkinsonpatienten eine
Infiltration der SNpc mit CD4"- und CD8"-T-Zellen auf [105, 125, 297, 321]. Die selektive Infiltration
der SN und die Abwesenheit von NK-Zellen oder B-Zellen deuten auf eine zielgerichtete Chemotaxis
hin [125]. Mikroglia sind in der Lage voraktivierte T-Zellen im ZNS zu re-stimulieren [135]. Uber
eine Restimulation von Tyl-Zellen wird vermutet, dass Mikroglia zu einer Tyl-Zell-abhidngigen
Verstarkung der Neuroinflammation und der Gewebeschiadigung beitragen. Neuere Studien bestétigen
diese Hypothese durch die Entdeckung von Nitrotyrosin-modifiziertem a-Synuclein (N-a-Syn) in
zervikalen Lymphknoten von MPTP-intoxikierten Méausen [297]. Dieses wird dort von Dendritischen
Zellen prozessiert und fiihrt zu einer suffizienten Immunisierung peripherer T-Zellen, welche
nachfolgend die SN infiltrieren. Insbesondere die T-Zell-Subtypen Ty1 und Tx17 scheinen iiber die
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und die Modulation der Mikrogliaaktivierung die
Neurodegeneration zu unterstiitzen [125, 298, 300]. Sowohl die Infiltration peripherer Immunzellen
als auch der Austritt von Nervenzellbestandteilen wird vermutlich durch die beeintrachtigte BHS bei
Parkinsonpatienten ermdglicht. Gliale Mediatoren wie NO oder TNF-a storen die Integritéit der BHS
und Chemokine fithren zur Expression endothelialer Adhésionsmolekiile, die die selektive
Leukozytendiapedese fordern [129, 139, 322-328]. Die genetische Ablation von T-Zellen im
experimentellen MPTP-Parkinsonmodell fiihrt zu einer reduzierten dopaminergen Neurodegeneration,
wobei dieser neuroprotektive Effekt insbesondere durch Ausschaltung der CD4'-T-Zellen erreicht
wurde [297]. Umgekehrt fithrte ebenso der adoptive Transfer von mit N-a-Syn-stimulierten Ty-Zellen
zur Beschleunigung des Nervenzelluntergangs im MPTP-Modell [297, 298]. Gemeinsam mit den
Verdnderungen im peripheren Immunsystem sprechen diese Ergebnisse fiir eine gestorte
Immuntoleranz mit zentralnervoser Beteiligung des adaptiven Immunsystems beim IPS.

Die Endstrecke der beschriebenen humoralen und zelluliren neurotoxischen Faktoren stellen

intrazellulire Mechanismen in den dopaminergen Neuronen dar. Diese betreffen nach aktuellem
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Forschungsstand insbesondere die Akkumulation modifizierter Proteinaggregate, die oxidative
Dysregulierung oder direkte Apoptose-einleitende Signalwege (— 1.2). Wahrend die zahlreichen
Pathogenesefaktoren beim IPS lange Zeit mehr oder weniger unabhidngig bzw. konkurrierend
nebeneinander standen, enthiillen neuere Forschungsergebnisse immer stirkere Interaktionen.

Die besondere Vulnerabilitit dopaminerger Neurone fiir oxidativen Stress steht interessanterweise in
engem Zusammenhang mit deren Dopamin-Metabolismus. Die zellulire Dopamin-Homdoostase
wiederum scheint durch Proteinaggregate wie a-Synuclein gestort zu werden, durch die Dopamin aus
dessen Speichervesikeln freigesetzt wird [329-331]. Im Zytosol kommt es zur Autoxidation von
Dopamin zu dem endogenen Zytotoxin Dopamin-Chinon (DAC) und zur Produktion zahlreicher ROS.
Dieser Prozess wird durch den erhohten Eisengehalt in der SN und die erhhten Enzymaktivititen, wie
der COX-2, bei Parkinsonpatienten unterstiitzt [220, 332, 333]. Gemeinsam mit der mitochondrialen
Dysfunktion und den eingeschrinkten antioxidativen Kapazititen beim IPS kommt es durch die
oxidativen Modifikationen an Proteinen, Membranlipiden und der DNS zur Stoérung zahlreicher
Zellfunktionen und nachfolgend zur Apoptose.

Was die Chronologie der Neuroinflammation im Pathogeneseprozess des IPS anbetrifft, scheint diese
im Wesentlichen als Reaktion auf den initial stattfindenden dopaminergen Zelltod zustande zu
kommen. Offensichtlich scheint der idiopathische Ausléser der dopaminergen Neurodegeneration
einen eigendynamischen Prozess in Gang zu setzen, in welchem Bestandteile der absterbenden
Neurone die umgebenden Mikroglia bis hin zu peripheren T-Lymphozyten aktivieren. In der Folge
kommt es zur Ausbildung einer hyperreaktiven Immunreaktion, die das chronische Sterben
dopaminerger Neurone in der SNpc aktiv unterhélt. Es entsteht ein sogenannter circulus vitiosus,
welcher unabhéngig von dem urspriinglichen Ausloser fortbesteht und als dessen zentrales Element
die Mikrogliaaktivierung angenommen wird. Fiir diese Hypothese spricht die Entdeckung von
Langston und Kollegen (1999), die bei Personen, die durch den Konsum von MPTP-enthaltenden
Drogen ein Parkinsonsyndrom entwickelt hatten, noch Jahre nach der eigentlichen Intoxikation
aktivierte Mikrogliazellen in der SNpc nachweisen konnten [46].

Im Folgenden sollen vor dem Hintergrund der Neuroinflammation die wichtigsten Molekiile
vorgestellt werden, welche im Rahmen eines experimentellen Parkinsonmodells untersucht wurden,
und die im Verdacht stehen, die Aktivierung lokaler Mikroglia zu vermitteln:

a1 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP): Das Neurotoxin MPTP verursacht
nachgewiesen ein akutes Parkinsonsyndrom beim Menschen. MPTP entsteht bei der unsachgeméfBen
Herstellung von synthetischem Heroin und hatte 1982 bei jugendlichen Drogenkonsumenten zu einem
PS gefiihrt, das dem IPS in klinischer und neuropathologischer Hinsicht dhnelt [334]. Intravends
injiziertes MPTP iiberwindet die BHS und wird durch die gliale Monoaminooxidase B zu dem aktiven
Zytotoxin MPP" umgewandelt, welches durch seine hohe Affinitit zu dem Dopamin-Transporter DAT
Zugang zum Intrazellularraum dopaminerger Neurone gewinnt [11]. Der entscheidende

Pathomechanismus des MPP' scheint die Hemmung des mitochondrialen Komplexes I der
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Atmungskette zu sein [335]. Diese geht einher mit der massiven Produktion von ROS und mit der
Storung zahlreicher ATP-abhéngiger Zellmechanismen [336-338]. Die Aktivierung pro-apoptotischer
Signalwege nach MPTP-Administration spricht fiir den programmierten Zelltod als zellulére
Endstrecke der MPTP-Intoxikation [339-341]. Aufler diesem direkten Neuroneneffekt scheint auch
eine MPTP-abhéngige Mikrogliaaktivierung als Pathogenesefaktor in Frage zu kommen, da die
Anwesenheit von Mikrogliazellen die MPTP-Toxizitdt im Kulturmodell potenziert [342, 343]. Post
mortem-Analysen nach MPTP-Intoxikation beim Menschen oder im Tiermodell zeigen gro3e Mengen
aktivierter Mikrogliazellen in der SNpc [46, 305]. Expressionsanalysen dieser Mikrogliazellen weisen
eine deutlich verstirkte Expression proinflammatorischer Mediatoren wie IL-1f, IL-6, TNF-a, der
iNOS und NADPH-Oxidase auf [233, 319, 344-347]. Umgekehrt fiihrt die genetische Ablation der
COX-2 [220], der iNOS [346], der NADPH-Oxidase [319] oder des Zytokins TNF-a [348] zu einer
reduzierten Neurodegeneration. Dariiber hinaus zeigten Sriram und Kollegen (2006), dass die
Mikrogliaaktivierung im Rahmen der MPTP-Intoxikation der dopaminergen Neurodegeneration
vorausgeht [349]. Zusammenfassend stiitzen die Versuche mit MPTP eine kausale Bedeutung der
Mikrogliazellen flir den Neurodegenerationsvorgang.

?2) 6-Hydroxydopamin (6-OHDA): Bei diesem Neurotoxin handelt es sich um eine oxidierte
Variante des Dopamins. Tierversuche mit 6-OHDA stellen das dlteste und am héufigsten verwendete
experimentelle Parkinsonmodell dar. Dieses Modell eignet sich durch seine eindeutige klinische
Prisentation [350] gut zur Testung von Antiparkinsonika bis hin zu Stammzellversuchen [351, 352].
Ungerstedt und Mitarbeiter beschrieben 1968 erstmals die selektive Degeneration monoaminerger
Neurone im ZNS nach unilateraler Injektion von 6-OHDA in die SNpc oder in das mittlere
Vorderhirnbiindel [353]. Der zytotoxische Mechanismus beinhaltet die Generation zahlreicher ROS
und Chinone [354, 355], welche iiber die Stérung bedeutender Zellfunktionen zur Apoptose fithren
[356]. In Analogie zum MPTP-Modell ist auch fiir die 6-OHDA-Intoxikation eine begleitende
Mikrogliaaktivierung beschrieben [302, 303]. Die erhohte Konzentration mikroglialer Mediatoren wie
dem TNF-o, IL-1p und IL-6, in Kombination mit der Reduktion neurotrophischer Faktoren wie dem
BDNF im CSF und in post mortem-Analysen der nigrostrialen Region von 6-OHDA-intoxikierten
Ratten, sprechen fiir eine Mikroglia-vermittelte inflammatorische Komponente der 6-OHDA-Toxizitdt
[344]. Diese Hypothese unterstiitzen in vivo-PET-Analysen der Mikrogliaaktivierung nach 6-OHDA-
Injektion [357, 358].

Kuhn und Kollegen (2006) fiihrten detaillierte Expressionsanalysen bei Mikrogliazellen durch, welche
mit dem Oxidationsprodukt Dopamin-Chinon (DAC) aktiviert wurden. DAC entsteht im Rahmen der
6-OHDA-Intoxikation und induziert in vitro bei Mikrogliazellen ein neurotoxisches Gen-
expressionsprofil mit selektiver Induktion neurotoxisch-assoziierter Gene und Herabregulierung
neuroprotektiver Gene [199]. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigten He und Kollegen

(2001), dass es nach der 6-OHDA-Injektion nahezu zu einer Verdopplung der Mikrogliaanzahl in der



Einleitung 18

SNpc kommt, dass diese Rekrutierung der eigentlichen Neurodegeneration vorangeht und dass eine
Hemmung der Mikrogliaaktivierung durch Minocyclin die 6-OHDA-Toxizitét vermindert [303].

3) Lipopolysaccharid (LPS): LPS wird bei dem Zerfall gramnegativer Bakterien als toxisches
Endotoxin frei [359] und kann iiber die zirkumventrikuldren Organe Zugang zum ZNS erhalten [360].
Dort bindet es an die Mikrogliarezeptoren CD14 und TLR4 [361, 362]. Die nachfolgende Aktivierung
des NF-kB-Signalweges fiihrt zur Aktivierung der Mikroglia und zu einer gesteigerten Produktion
zahlreicher Zytokine (TNF-a, I1-1pB, IL-6), Chemokine, Prostagladine und ROS [164, 363-367]. Durch
seine direkte Mikrogliaaktivierung und Auslosung einer selektiven dopaminergen Neurodegeneration
nach intranigraler Injektion hat sich LPS als Substanz eines experimentellen Parkinsonmodells mit
Betonung der Neuroinflammationskomponente etabliert [308, 368]. Eine mafigebliche Entdeckung in
diesem Zusammenhang machte die Arbeitsgruppe um W.G. Kim (2000): die Injektion derselben LPS-
Dosis in die Hippocampus-, Kortex- oder SN-Region fiihrte bei adulten Ratten zu einer selektiven
Neurodegeneration der dopaminergen SN-Neurone. Diese wurde begleitet von einer starken
Mikrogliaaktivierung und einer massiven Produktion proinflammatorischer Zytokine und ROS.
Aufgrund der dquivalenten Reaktion der regionalen Mikroglia auf die LPS-Konfrontation vermuten
Kim und Mitarbeiter als Ursache der regional unterschiedlichen LPS-Suszeptibilitdt die anlagebedingt
hohe Mikrogliadichte in der SN. Fiir die Mikrogliaaktivierung als eigenstindigen Pathogenesefaktor
spricht weiterhin, dass sie der eigentlichen LPS-induzierten Neurodegeneration vorausgeht [367, 368]
und ihre Inhibition durch Pharmaka wie Dexamethason mit einer deutlichen Reduktion des
Nervenzellsterbens einhergeht [317]. Saijo und Kollegen (2009) zeigten zudem, dass die neuro-
inflammatorische Reaktion auf LPS hauptsédchlich durch die Mikroglia, weniger durch Astrozyten und
praktisch nicht durch Neurone zustande kommt [369]. Neben den akuten LPS-Injektionsversuchen, bei
welchen als Konfundierungseffekt eine transiente Storung der BHS nicht auszuschlielen ist, fiihrt
auch die systemische LPS Applikation zu einer Mikrogliaaktivierung und progressiven Degeneration
der dopaminergen SN-Neurone im Méusemodell [309, 370].

Die Erkenntnisse aus dem LPS-Modell unterstiitzen das Pathogenesekonzept der Neuroinflammation
und unterstreichen das neurotoxische Potential aktivierter Mikrogliazellen.

“) Neuromelanin (NM): In Analogie zum Melanin der Melanozyten bezeichnet man als NM ein
zytosolisches Polymer der dopaminergen Neurone der SNpc, welches als schwarz-braunliches
Pigment dieser Region ihr charakteristisches Kolorit verleiht [371]. Post mortem-Untersuchungen
sprechen dafiir, dass es sich bei der NM-Formation um einen normalen Vorgang in der SN handelt
[372], zumal einige Forschungsergebnisse dem NM eine physiologische Bedeutung als zelluldres
Antioxidans zusprechen [373]. Das Vorldufermolekiil des Neuromelanins, Aminochrom, entsteht bei
der spontanen Autooxidation von zytosolischem Dopamin. Dieser Entstehungsmechanismus iiber die
zytotoxischen Vorldufermolekiile DAC und Aminochrom kann die neurotoxischen Effekte von freiem
NM erkléren, solange dieses nicht in dessen doppelwandigen Vesikeln vorliegt [55, 374, 375]. Im

Hinblick auf das IPS haben einige Studien eine positive Korrelation zwischen dem Ausmall des
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dopaminergen Zelltodes und der Menge an NM in den betroffenen Hirnregionen ergeben [376, 377].
Parkinsonerkrankte weisen chemische Modifikationen des NM auf, welche die Bildung von ROS
begiinstigen konnten [378-381]. AuBler dem zelluliren NM weisen Autopsiestudien an MPTP-
intoxikierten Personen extrazellulires NM in unmittelbarer Nachbarschaft zu aktivierten Mikroglia-
zellen noch bis zu 12 Jahre nach der eigentlichen Vergiftung nach [46]. Zecca und Kollegen (2008)
belegten im in vivo-Rattenmodell, dass die intranigrale Injektion von humanem NM zu einer potenten
Mikrogliaaktivierung und dopaminergen Neurodegeneration fithrt [310]. /n vitro-Analysen der
Mikrogliareaktion auf humanes NM zeigen eine Aktivierung des NF-kB-Signalweges mit Steigerung
der Synthese proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, IL-6 und NO [311].

5) o-Synuclein (AS): Das Vorkommen von AS in den LB beim IPS sowie dessen Assoziation
mit Formen eines familidren PS haben dieses Molekiil in das Zentrum pathogenetischer Forschungen
geriickt. In den dopaminergen Neuronen kommt es zu zahlreichen posttranslationalen Modifikationen
von AS (Oxidierung, Nitrierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Trunkierung) [61], welche
iiber die Konformationsinderung der Proteinstruktur dessen Aggregation fordern und zur Formation
neurotoxischer Protofibrillen fiihren [55, 67, 382, 383]. AS-basierte Genmodelle mit Uberexpression
der Wildtyp-Variante von AS bzw. mutierten AS-Varianten fithren zur Neurodegeneration in der SNpc
[43, 384-387]. Ahnlich wie fiir NM wurde auch fiir extrazellulires AS, speziell fiir AS-Protofibrillen
und nitriertes AS, eine suffiziente Mikrogliaaktivierung nachgewiesen. Mikroglia reagieren auf die
Konfrontation mit AS mit der Produktion extrazelluldrer Superoxide, NO, IL-1B und TNF-a [67, 194,
307, 388]. In Neuronen-Glia-Kokulturen fiihrt die Depletion von AS-aktivierten Mikroglia zur
Reduktion des Nervenzellsterbens [218].

Die Freisetzung (modifizierter) Strukturen wie des NM, des AS oder des DAC aus den absterbenden
dopaminergen Neuronen und die nachfolgende Aktivierung lokaler Mikroglia stellt somit ein

evidentes Erklarungsmodell zur Chronifizierung des Nervenzellsterbens in der SNpc dar.

1.4  Anti-inflammatorische Strategie beim Morbus Parkinson

Aufgrund der Tatsache, dass neuroinflammatorische Prozesse einen entscheidenden Stellenwert im
Pathogeneseprozess der Parkinsonerkrankung zu haben scheinen (—1.3), haben sich zahlreiche Unter-
suchungen mit der Suppression dieses Entziindungsgeschehens beschiftigt. Wahrend die derzeitige
pharmakologische Parkinsontherapie rein symptomatisch ist, stellt die Unterbrechung des
Erkrankungsprozesses weiterhin ein Zukunftskonzept dar. Zahlreiche anti-inflammatorische
Substanzen wurden in experimentellen Parkinsonmodellen untersucht:

1) Dexamethason: Das steroidale Antiphlogistikum Dexamethason fiihrt im MPTP-Modell zu
einem reduzierten dopaminergen Zelluntergang und einer suffizienten Inhibition der begleitenden
Mikrogliaaktivierung und Lymphozyten-Infiltration [389]. In den Mikroglia hemmt Dexamethason
den NF-kB-Sigalweg und einige MAPK-Signalwege sowie die nachfolgende Produktion
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proinflammatorischer Zytokine und ROS [389, 390]. Aufgrund der erheblichen Langzeit-
nebenwirkungen stellen Steroide jedoch kein giinstiges Therapiekonzept des IPS dar.

) Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID): Zahlreiche Untersuchungen in Kultur- und
Tiermodellen zur Parkinsonerkrankung zeigen neuroprotektive Effekte einiger bestimmter NSAIDs
[391]. Dariiber hinaus haben epidemiologische Studien ein reduziertes Risiko fiir die Entwicklung
eines IPS bei Patienten gezeigt, welche aus anderen therapeutischen Griinden NSAIDs einnahmen
[392-394]. Auch fiir die selektiven COX-2-Inhibitoren wurde eine Reduktion neurodegenerativer
Effekte beschrieben [320, 395]. Der Mechanismus einiger dieser Wirkstoffe scheint jedoch weniger
die Hemmung der mikroglialen Neuroinflammation zu sein, sonder eher die Verminderung der ROS in
den dopaminergen Neuronen [220]. Der protektive Effekt einer Langzeiteinnahme von NSAID auf das
IPS ist jedoch seit jeher umstritten. Neueste Verodffentlichungen sprechen gegen eine Risikoreduktion
durch NSAIDs [396-399].

A3) Minocyclin: Minocyclin ist ein semisynthetisches Tetrazyklin der zweiten Generation.
Unabhidngig von seinen antibiotischen Wirkeigenschaften hat Minocyclin einen anti-
inflammatorischen Effekt [400], indem es liber die Hemmung mikroglialer Signalwege die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine hemmt [315, 400, 401]. Minocyclin wirkt neuroprotektiv im MPTP-
Modell [402]. Seine Effektivitit in humanen Studienansdtzen bedarf jedoch noch weiterer
Untersuchungen [403].

(C)) PPAR-y (peroxisome proliferator activated receptor-y) Agonisten: Fiir den nukledren
Rezeptor PPAR-y sind diverse anti-inflammatorische Effekte beschrieben, welche unter anderem die
Reduktion oxidativer Stressmechanismen, Apoptosemechanismen und mikroglialer Entziindungs-
mediatoren betreffen [404]. Agonisten dieses Kernrezeptors haben neuroprotektive Effekte im MPTP-
[405], LPS- [219], und 6-OHDA-Modell [351] ergeben. Moderate Nebenwirkungen in der Langzeit-
anwendung und erste erfolgreiche klinische Testungen machen PPAR-Agonisten zu einer erfolgs-

versprechenden Wirkstoftklasse [406].

1.5 Immunmodulation beim Morbus Parkinson

Eine globale Suppression der Mikrogliaaktivierung steht gewissermaBlen im Konflikt mit der in
Kapitel 1.3 beschriebenen essentiellen Bedeutung der Mikroglia fiir die Integritdt des ZNS. Vor
diesem Hintergrund muss die bisherige anti-inflammatorische Therapiestrategie beim IPS - mit dem
Ziel die Mikrogliaaktivierung zu hemmen - differenziert betrachtet werden. Zahlreiche aktuell zur
Verfligung stehende anti-inflammatorische Medikamente haben streng betrachtet nur einen begrenzten
»anti-inflammatorischen Wirkmechanismus. Sie vermodgen zwar proinflammatorische Immun-
reaktionen zu reduzieren, stimulieren jedoch weder anti-inflammatorische noch neuroreparative
Immunmechanismen [10]. Dariiber hinaus kdnnen proinflammatorische Mediatoren auch vorteilhafte
Effekte fiir das ZNS erfiillen [192, 407, 408], sodass es berechtigt erscheint, eine globale Langzeit-

inhibition derartiger Mechanismen im ZNS als Therapieoption in Frage zu stellen. Diese Hypothese
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unterstiitzen die bisher eher enttduschenden klinischen Erfolge durch den Einsatz anti-
inflammatorischer Therapeutika [10, 24, 70, 399, 409-412]. Die genaue Betrachtung der
entsprechenden préklinischen Untersuchungen einiger dieser Wirkstoffe zeigt bereits auf dieser Ebene
kontroverse Ergebnisse [413, 414].

Der Begrift Immunmodulation beschreibt demnach weniger die Suppression der Mikrogliaaktivierung,
sondern vielmehr die Neuorientierung des mikroglialen Signal- und Expressionsmusters hin zu einem
eher entziindungsdampfenden und geweberegenerativen Phénotyp. Immunmodulatoren sind
Substanzen, welche iiber die Beeinflussung einer gestdrten und einseitigen Mikrogliaaktivierung im
Rahmen chronischer Immunpathologien wie dem IPS das physiologische Regenerationspotential
zentraler Immunmechanismen wiederherzustellen versuchen. Auf der Grundlage dieser Uberlegungen
untersucht diese Arbeit die Effekte eines parasitdren Sekretionsproduktes mit immunmodulatorischen

Eigenschaften auf LPS-aktivierte Mikrogliazellen in vitro.

1.5.1 TImmunmodulatorisches Cystatin des Nematoden Acanthocheilonema vitae

Fiir die langfristige Persistenz im Wirtsorganismus haben Parasiten im Laufe der Evolution zahlreiche
sogenannte ,,Immunevasionsmechanismen® entwickelt, um sich den Immunreaktionen des Wirtes zu
entziehen. Es wird angenommen, dass Nematoden in zentrale Schaltstellen des Immunsystems
eingreifen, um den ,,immunologischen Phénotyp* des Wirtes in ihrem Sinne zu veridndern [415]. Die
Nagetierfilarie Acanthocheilonema vitae (AV) sezerniert zu diesem Zweck ein immunmodulierendes
Protein aus der Gruppe der Cystatine [416]. Dieses beeinflusst das Zytokinnetzwerk und moduliert
lokal und systemisch die Wirtsimmunantwort, indem es eine anti-inflammatorisch wirkende Ty2-T .-
Zell-Antwort induziert. In Makrophagen bewirkt es die funktionale Ausrichtung hin zu dem eher anti-
inflammatorischen M2-Phénotyp und regt die Produktion von IL-10 an [415-419]. Die priméren
Zielzellen des Immunmodulators stellen Makrophagen/Monozyten dar [416, 420, 421].

Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. R. Lucius (Institut fiir Biologie, Humboldt Universitdt zu Berlin) hat
ein Verfahren etabliert, um diesen parasitiren Immunmodulator als 17 Kilodalton schweres Protein
(AV17) rekombinant zu synthetisieren (rAV17) und hat rAV17 bereits erfolgreich in experimentellen
Tiermodellen zur allergischen Atemwegshyperreaktivitdt (Asthma) und Kolitis eingesetzt [418, 419].
Die klinische Relevanz einer Nematoden-induzierten Immunmodulation zeigt die erfolgreiche
Anwendung der Trichuris-suris-Therapie (Phase-II-Studie) bei Menschen mit chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen [422-424].

Die beschriebenen Eigenschaften lassen einen immunmodulierenden Effekt des rAV17 auch auf LPS-

stimulierte Mikroglia vermuten.
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1.6  Fragestellung

Im Kontext der Neuroinflammations-Hypothese des IPS untersucht diese Dissertationsarbeit zum
ersten Mal den FEinfluss eines parasitiren Immunmodulators (rAV17) auf LPS-aktivierte
Mikrogliazellen in vitro (isolierte Mikroglia-Zellkultur). Zu diesem Zweck sollen konkret folgende

Fragestellungen bearbeitet werden:

®  Hat der Immunmodulator rAV17 einen Effekt auf isolierte Mikrogliazellen in Ruhe und
nach Stimulation mit LPS?

= Lassen sich nachgeschaltete Signalwege identifizieren, welche rAV17 auf zellbiologischer
Ebene beeinflusst?

= Lisst sich anhand der gefundenen Ergebnisse eine Aussage iiber die phinotypische
Ausrichtung der rAV17-modulierten Mikrogliazellen in Ruhe und im LPS-Entziindungs-
modell treffen?

=  Lassen die Ergebnisse dieser Arbeit eine mogliche anti-inflammatorische Wirkung im
Tiermodell mit einem gesteigerten Uberleben dopaminerger Neurone erwarten

(Neuroprotektion)?
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2  Material

2.1 Geriite

ABI Prism-Sequence Detection System 7000
Axiocam Fotokamera

Biokular STEMI SV8

Blot-Kammer Trans-Blot” SD Cell
Elektrophoresekammer

Filmkassette Hypercassette
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
Gefrier-/Kiihlschrank

Gefrierschrank (-70°C)

Gelkammer

Inkubator Hera Cell 150

Mikroskop 201177

Neubauer Zihlkammer (0,0025cm? Tiefe 0,1mm)
Mikrotiterplatten-Photometer (SLT Reader 340 ATTC)

Photometer Ultrospec 3100 pro
Photomikroskop

Pipetten (1-1000p1)
Rotationsschiittler Typ RO 01
Spannungsquelle Power Pac*”
Sicherheitswerkbank HERASafe®
Thermal Cycler GenAMP®-PCR System 9700
Thermomixer Compact
Tirschzentrifuge 5415 R
Vortex-Genie 2

Waage BP 610

Wasserbad

2.2 Computersoftware
Real-time PCR: ABI Prism 7000 SDS
Fluoreszenzmikroskopie: Axiovision 4.7

Densitometrie: PCBAS 2.09

Statistik: Prism 5 (Version 5.04)

Applied Biosystems, USA
Carl Zeiss, Gottingen

Carl Zeiss, Gottingen
Bio-rad, USA

Biometra, Gottingen
Amersham Pharmacia, UK
Carl Zeiss, Gottingen
Privileg, Hamburg
Haracus, Hanau

Bio-rad, USA

Heraecus, Hanau

Wilovert, Wetzlar

Carl Roth, Karlsruhe

SLA Laborinstumente, Karlsheim
Amersham Biosciences, Freiburg
Carl Zeiss, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Gerhard, Bonn

Bio-rad, USA

Heraeus, Hanau

Applied Biosystems, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Scientific Industries, USA
Sartorius AG, Gottingen

Kottermann, Uetze/Hénigsen

Applied Biosystems, USA

Carl Zeiss, Gottingen

Raytest Isotopenmessgerdte GmbH,
Straubenhardt

GraphPad, USA
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2.3 Verbrauchsmaterialien
Amersham ECM-Hyperfilm
Deckgléser, @ 12 mm

ELISA 96-Mikrotiterplatten
Gewebekulturschilchen (60 x 15 mm)
Multiply ReaktionsgefaBe (150ul)
Multiply 96-well qPCR-Platte
Pipettenspitzen, verschiedene Groflen
Objekttrager, SuperFrost Plus

PVDF- Membran ,,Hybond P*
ReaktionsgefaBe (1,5ml)
Whatmann-Pappe

Zellkulturflaschen, @ 100 mm
Zellkulturplatten (6, 12, oder 24 Vertiefungen)
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen (10ml, 50ml)

Ferner das tibliche Laborzubehor und Glasgebrauchsmaterial.

2.4 Chemikalien und Reagenzien

Amersham Pharmacia, UK
Carl Roth, Karlsruhe

Nunc MaxiSorp™, USA
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht
Greiner, Frikenhausen
Menzel, Braunschweig
Amersham Pharmacia, UK
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Mercateo, Miinchen
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht

Alle verwendeten Chemikalien geniigten mindestens dem analytischen Reinheitsgrad.

Azeton

Acrylamid

Ammoniumpersulfat (APS)
Bisbenzimid

Bio-Rad Protein Assay

Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroform

Coomassie Blau

Dulbeccos's PBS (Ca** und Mg”" frei)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethanol

Entwickler

Fetales Kédlberserum (FKS)
Fixierlosung (Western-Blot)
Glutaraldehyd

Glycin

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Heidelberg
Bio-rad, USA

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Bio-rad, USA

PAA, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck Schuchardt, Hohenbrunn
Carl Roth, Karlsruhe
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Glycogen

Griess-Reagenz

Immu-Mount Eindeckmedium

HCI

HEPES (2-4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-Ethansulfonséure)
Isopropanol

Kasein (Magermilchpulver)
Kaisers-Glyceringelantine

L-Glutamin

Lipopolysaccharid (Salmonella typhimurium)
Methanol

NaCl

Natriumduodecylsulfat (SDS)

Penicillin/ Streptomycin

Poly-D-Lysin

Qiazol

Rinderserumalbumin (BSA)

RNase freies Aqua bidest
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TRIS-EDTA-Puftferlosung

TRIS-HCI
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypsin

TWEEN 20

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Thermo-Scientific, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Biomol, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe
Frema, Heimertingen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Biomol, Hamburg

PAA, Osterreich

PAA, Osterreich
Qiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen
Anatomisches Institut, Kiel
Carl Roth, Karlsruhe
Amersham Pharmacia, UK
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
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2.5 Losungen und Puffer

Dissoziationslosung 0,024¢g HEPES
0,020g Trypsin
0,002¢g EDTA
35ul DNase (1mg/ml)
ad 10ml DMEM
Kulturmedium Mikroglia 500ml DMEM (4,5g Glucose/l)
60ml FKS (bei 44-53°C inaktiviert)
Sml L-Glutamin (200mM)
6ml Penicillin (10000U/ml) und

Streptomycin (10mg/ml) in PBS
Fir die Stimulationsversuche wurde das FKS fiir

30 Minuten bei 56°C inaktiviert.

Entfarbeldsung fiir Coomassie-Farbung 30% Ethanol
10% Essigsdure
ad 1,01 Aqua bidest

Elektrodenpuffer (Laufpuffer; pH 8,2) 12,2g TRIS
57,6g Glycin
4g SDS
ad 4,01 Aqua bidest

Gelpuffer I (pH 8,8) fiir Trenngel 1,5M TRIS HCI
0,4% SDS

ad 250ml Aqua bidest

Gelpufter II (pH 6,8) fiir Sammelgel 0,5M TRIS HCI
0,4% SDS
ad 250ml Aqua bidest

Trenngel (12,5%) 4,17ml Acrylamid
2,5ml Gelpufter |
3,29ml Aqua bidest
60ul APS 10%

30ul TEMED
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Sammelgel (4,5%)

Lauffrontanzeiger

Lysis — Puffer

Transferpuffer (pH 9,0)

TBS-T (TRIS-buffered Saline Tween)-
Puffer (pH 7.,5)

SDS — Probenpuffer

BSA-Lo6sung

Poly-D-Lysin-Losung

1,67ml
2,6ml
5,79ml
60ul
30ul

Acrylamid
Gelpuffer 11
Aqua bidest
APS 10%
TEMED

Bromphenolblau, gesittigte Losung

100mM NaCl

50mM TRIS pH 7,5

SmM EDTA

1% Triton X-100

2mM Natrium-Vanadat
2,5mM Natrium-Pyrophosphat
ImM B-Glycerol-phosphat
ImM Phenylmethylsulfonylfluorid
25mM TRIS

192mM Glycin

10% Methanol

50mM TRIS

150mM NaCl

ImM EDTA

0,1% Tween

0,23g SDS

1,25ml Gelpuffer 11

Iml Glycin

50mM DTT (Dithiotreitol)
60ul APS 10%

30ul TEMED

ad 10ml Aqua bidest

1% BSA in PBS

0,002% Poly-D-Lysin in Aqua bidest
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Phosphatpuffer 1,66g NaH,PO,4 x H,O
11,2g Na,HPO, x H,O
ad 500ml Aqua bidest

Zamboni-Fixierlosung 8g Paraformaldehyd geldst in
35ml gesittigter Pikrinséure bei 60°C
ad 200ml Phosphatpuffer

Gebrauchsfertige Kits und Losungen

dNTP-Mix (10 nM) Bioline, Luckenwalde
cDNA-Synthese: cDNA Synthese Kit Fermentas, St. Leon-Rot
DNA-Verdau: RQ1 RNase-Free DNase-Kit Promega, USA

ELISA: BD OptEIA™ Set fiir Ratten-TNF-a (modifiziert BD Biosciences, USA
durch TMB-Substrat-Set der Firma Thermo-Scientific,USA)

Real-time-PCR: TagMan® Universal PCR Master-Mix Applied Biosystems, USA
Substratlosung ECL Amersham Pharmacia, UK

2.6 Immunmodulator

Der Immunmodulator (rAV17) wurde freundlicherweise von Prof. Dr. rer. nat. R. Lucius (Institut fiir
Biologie, Humboldt-Universitit zu Berlin) zur Verfiigung gestellt.

Hierbei handelt es sich um rekombinant in FE.coli hergestellte Proteine des Parasiten
Acanthocheilonema vitae mit einem Molekulargewicht von 17 kDa. Das Protein wurde von LPS
gereinigt und die residuale LPS-Kontamination auf < 0,1 EU/ml bestimmt [419].

Die Peptide wurden in PBS in einer Stammkonzentration von 250nM gelost.
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2.7 Enzyme, Primer und TagMan®-System (Assay on Demand)

Enzyme:
RevertAcid™ H Minus M-MuLV

RNase-freie DNase (10U/pl)

Thermus Aquaticus DNA(TagMan")-Polymerase (5U/1)

TagMan-Assay on Demand®
Induzierbare NO-Synthase (iNOS)
Interleukin - 1B

Interleukin - 6
TNF - o
COX-2
Interleukin - 10

Eukaryotische 18S - rRNA

Primer:

Random Hexamer Primer

2.8 Antikorper

Primére Antikorper:

Phospho-p44/42 MAPK (ERK 1/2) —
Antikdrper (T202/T204) [200pg/ml]

p42 MAPK (ERK?2) -Antikorper [200pg/ml]
NF-xB p65 (A)-Antikorper (C22B4) [200pug/ml]

Sekundire Antikorper:

Anti-Rabbit-(HPR-konjugierter)-Antikorper [ I mg/ml]
Ziegen-anti-Kaninchen IgG (Alexa Fluor® 488 ) [Img/ml]

2.9 Versuchstiere

Fermentas, St. Leon-Rot
Promega, USA

Fermentas, St. Leon-Rot

(ID; Applied Biosystems, USA):
(Rn00561646_m1)
(Rn00580432 ml)
(Rn00561420 ml)

(Rn99999017 m1)
(Rn00568225 ml)
(Rn00563409 ml)

(Hs99999901 sl)

Fermentas, St. Leon-Rot

Cell Signaling Technology, USA

Cell Signaling Technology, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Dianova, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Fir die Gewinnung primérer Mikrogliazellkulturen wurden Ratten vom Stamm Wistar eingesetzt.

Verwendet wurden Tiere vom 1. bis 3. postnatalen Tag (P1-P3). Die Tiere stammten aus dem Tierhaus

der vorklinischen Institute der Universitét Kiel und wurden unter Standardbedingungen gehalten.
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden zur Isolierung und Kultivierung priméirer Mikrogliazellen

3.1.1 Isolierung und Kultivierung priméirer Mikroglia

Die Préparation der Ratten wurde nach der modifizierten Standardmethode nach McCarthy und
deVellis (1980) durchgefiihrt: Die neugeborenen Ratten (P1-P3) wurden dekapitiert, die Hirne aus den
Schadelkalotten entnommen und in Gewebekulturschdlchen mit PBS (supplementiert mit
1% Penicillin/Streptomycin) gesammelt. Die weitere Priparation erfolgte unter dem Binokular. Die
GroBhirnkortizes wurden vorsichtig aus den Meningen herausgelost und das Kleinhirn, das
Dienzephalon, der Hippocampus und der Bulbus olfactorius entfernt. Jeweils 4-5 der verbliebenden
Kortexhélften und bis zu 6 Mesenzephali wurden in separaten Gewebekulturschilchen in 3ml PBS
gewaschen. Unter einer sterilen Werkbank wurden diese mit einem Skalpell zerkleinert, die
Gewebestiicke aus je einem Gewebekulturschilchen wurden in 10ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt
und in diesen enzymatisch dissoziiert (zweimalige Inkubation im Wasserbad mit 3ml der
Dissoziationslosung und 35ul DNase bei 37°C und 5% CO, fiir jeweils 30 Minuten). Der Uberstand
wurde abpippetiert und die Trypsinaktivitidt durch Zugabe von 2ml FKS-haltigem Zellkulturmedium
gestoppt. Verbliebene kleinste Gewebeteilchen wurden durch wiederholtes Resuspendieren mit einer
thermisch-verengten Pasteurpipette dissoziiert. Die Zellsuspensionen der Kortizes und Mesenzephali
wurden - weiterhin getrennt - in jeweils einem 50ml Zentrifugenr6hrchen gesammelt und die Zellzahl
bestimmt. Dazu wurden 10pl der Zellsuspension mit 10pl Trypanblau gemischt und die vitalen Zellen
in einer Neubauer Zdhlkammer mikroskopisch ausgezéhlt.

Jeweils 5 Millionen Zellen der getrennten Ansdtze wurden anschlieBend in Zellkulturflaschen
iiberfiihrt, Kulturmedium ad 10ml zugegeben und die Zellen bei 37°C und 8,4% CO,-Begasung fiir
1-2 Wochen im Inkubator kultiviert. Das Kulturmedium wurde alle 48 Stunden gewechselt.

Aus den auf diese Weise gewonnen Mischkulturen aus Astrozyten und Mikroglia lieBen sich die
Mikroglia isolieren und separat kultivieren. Da sich die Mikroglia als frei flottierende Zellen durch
manuelles Schiitteln von dem Astrozytenrasen 16sen, wurde zur Gewinnung isolierter Mikrogliazellen
der Uberstand aus den Kulturflaschen (ab Tag 9) jeweils in 50ml Zentrifugenrohrchen dekantiert.
Durch 5-miniitige Zentrifugation (500 x g) setzten sich die Mikroglia als Zellpellet am Boden des
Zentrifugenrohrchens ab. Der Uberstand wurde entfernt und die Mikroglia in dem verbliebenen
Restmedium resuspendiert. Die Zellsuspensionen der unterschiedlichen Mikroglia (Kortizes und
Mesenzephalon) wurden in ein gemeinsames 50ml Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt. Zur Bestimmung
der Zelldichte und Vitalitdt der Mikroglia wurden 10ul der Zellsuspension mit 10ul Trypanblau

gemischt und in der Neubauer-Zahlkammer mirkoskopisch gezéhlt.
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3.1.2 Stimulationsversuche

Fir die Versuche wurde in die Vertiefungen einer Zellkulturplatte jeweils 1,5ml Kulturmedium
gegeben und die Mikroglia je nach Versuchsmethodik in einer definierten Zelldichte auf der
Zellkulturplatte oder beschichteten Deckgldsern ausgesit:

- 100.000 Mikrogliazellen auf Deckglidsern fiir Coomassie-Féarbung,

- 1 Million Mikrogliazellen fiir Real-time-PCR und ELISA,

- 1 Million Mikrogliazellen fiir Western-Blot und

- 100.000 Mikrogliazellen auf Deckgldsern fiir Inmunzytochemie.

Die Zellkulturplatte wurde fiir 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 8,4% CO,-Begasung
inkubiert. Wahrend dieser Zeit hafteten sich die Mikrogliazellen an den Boden der Vertiefungen bzw.
den Deckglisern an. Nach der Kultivierung wurde der Uberstand abgesaugt und das jeweilige
Stimulationsreagenz hinzugegeben.

Um Mikrogliazellen in einen Zustand erhdhter Aktivitdt zu versetzen, wurde LPS (10ng/ml LPS Typ
Salmonella in Kulturmedium), das Endotoxin gramnegativer Bakterien, dem Medium hinzugefiigt.
LPS ist ein akzeptierter Induktor proinflammatorischer Mikrogliareaktionen [425]. Nicht-aktivierte
Kontrollansétze erhielten das &dquivalente Volumen an Kulturmedium. Die Experimentalansétze

wurden zusétzlich mit dem immunmodulatorischen Peptid inkubiert:

Versuchsansatz Stimulationsreagenz

1 Iml Kulturmedium als Kontrolle

2 10 ng/ml LPS in 1ml Kulturmedium

3 250nM rAV17 in 1ml Kulturmedium

4 10 ng/ml LPS und 250nM rAV 17 in 1ml Kulturmedium.

Die Versuchsanséitze wurden anschliefend fiir den jeweiligen Stimulationszeitraum bei 37°C und
8,4% CO,-Begasung inkubiert. Nach der jeweiligen Stimulationszeit wurden folgende Analyse-
methoden angewandt:

- Coomassie-Farbung nach 24 Stunden,

- Indirekte Messung der NO-Freisetzung in den Zellkulturiiberstand nach 6 und 24h,

- RNA-Isolierung aus den stimulierten Mikrogliazellen nach 2, 6 und 24 Stunden fiir die Real-time
PCR. Der bei diesen Versuchen abgenommene Zellkulturiiberstand diente dem Proteinnachweis
von TNF-a nach 6 und 24 Stunden Stimulationszeit (ELISA),

- Western-Blot-Analyse der ERK-Phosphorylierung nach 10 und 15 Minuten und

- Immunzytochemische NF-kB-Féarbung nach 60 Minuten.
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3.2 Morphologie der Mikroglia: Coomassie-Firbung

Die morphologischen Verdnderungen der Mikrogliazellen wurden mittels Coomassie-Zellfarbung
mikroskopisch untersucht. Nach der 24-stiindigen Inkubation der Mikroglia mit den Stimulations-
reagenzien (— 3.1.2) wurden die Zellen auf den Deckgldsern dreimal mit PBS gewaschen. Die
Zellfixierung erfolgte fiir 40 Minuten mit 30ul 2,5% Glutaraldehyd. Die Deckglidser wurden erneut
dreimal mit PBS gewaschen und fiir 40 Minuten mit 50ul der Farbelosung Coomassie-Blau behandelt.
Uberschiissige Farbstofflosung wurde mit 75ul einer Entfirbelosung (—2.5) und Aqua bidest entfernt
und die Deckgléser mit Kaisers-Glyceringelantine auf Objekttrigern eingedeckt.

Die Auswertung der Zellmorphologie erfolgte lichtmikroskopisch.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Indirekte Stickstoffmonoxid-Messung

Stickstoffmonoxid (NO) wird von aktivierten Mikrogliazellen freigesetzt und dient als Indikator der
Mikrogliaaktivierung. Der Nachweis des NO erfolgte indirekt mittels Griess-Reagenz nach Johann
Peter Griess. Dazu wurden 100ul des Kulturiiberstandes jedes Versuchsansatzes (nach 6- oder 24-
stiindiger Stimulation) mit dem gleichen Volumen Griess-Reagenz gemischt und fiir 15 Minuten in
einer 96-Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Das Nachweisprinzip beruht darauf,
dass in einer ersten Reaktion das Nitrit (NO;"), ein stabiles Produkt von NO, mit Sulfanilamid (1.
Komponente des Griess-Reagenz) zu einem Komplex reagiert. In einem zweiten Schritt reagiert dieser
Komplex mit Naphtylethylendiamin (2. Komponente des Griess-Reagenzes) zu einem violetten

Azoprodukt [426]. Der Farbumschlag wurde bei 540nm im Mikrotiterplatten-Photometer gemessen.

3.3.2 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Isolierung der zelluldren Gesamt-RNA erfolgte durch die single-step-Methode (Einschritt-
Fliissigphasen-Separation) mittels Qiazol-Reagenz. Die Methode beruht auf der unterschiedlichen
Loslichkeit der zu extrahierenden Substanzen in einer zweiphasigen Emulsion. Qiazol ist ein Gemisch
aus dem chaotropen Salz Guanidinisothiocyanat (GTC), welches sehr effektiv die Zellen lysiert und
gleichzeitig RNasen und andere Enzyme inaktiviert, und Phenol, in dem sich DNA und Proteine 16sen.
Durch die Inaktivierung der RNasen sofort nach der Lyse ist die Methode stabil und liefert
hochwertige RNA.

Der erste Schritt der RNA-Isolierung bestand in der Zelllyse. Dazu wurde zundchst der Zellkultur-
iiberstand der Versuchsansdtze (— 3.1.2) entfernt und die Mikroglia zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde je 1ml Qiazol-Reagenz zu jedem Ansatz gegeben und die angehafteten
Mikrogliazellen zusétzlich mit einem sterilen Zellschaber mechanisch von dem Boden der
Zellkulturplatte gelost. Das Lysat wurde jeweils in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefa3 pipettiert und
fir 5 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde 200ul Chloroform hinzugegeben,



Methoden 33

fiir 15 Sekunden kréftig geschiittelt und wieder fiir 2-3 Minuten bei RT inkubiert. Im anschlieBenden
Zentrifugationsschritt fiir 15 Minuten bei 12000 x g und 4°C erfolgte die Phasentrennung in eine obere
wissrige Phase (RNA), eine Interphase (DNA und Proteine) und eine untere rétliche Chloroform-
Phenol-Phase (DNA und Proteine). Die obere wissrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein
neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. In einem weiteren Isolierungsschritt wurde 1ul Glykogen dazu-
gegeben und dann die RNA mit Isopropanol prazipitiert. Der Ansatz wurde fiir 10 Minuten bei RT
inkubiert und 10 Minuten bei 12000 % g und 4°C zentrifugiert. Dadurch schlug sich die RNA als
gelartiges Pellet am Boden des Reaktionsgefifes nieder. Der fliissige Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und das RNA-Pellet mit 1ml Ethanol (75%) durch Schiitteln und anschlielende
Zentrifugation (5 Minuten bei 7500 x g und 4°C) gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet kurz luftgetrocknet und durch mehrmaliges Resuspendieren in 20-50ul RNase-freiem Aqua
bidest (je nach PelletgroBe) eluiert und fiir 5 Minuten bei 60°C inkubiert. Bei -70°C konnte die RNA
fiir mehrere Wochen gelagert werden.

Die Quantifizierung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dazu wurden jeweils Sul der
RNA-Probe mit 995ul Messpuffer gemischt und fiir 260nm und 280nm ein Absorptionssprektrum
aufgezeichnet. Die RNA-Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

RNA-Menge [ug/1ul] = E (260nm) * 40 * 200 (Verdiinnungsfaktor) / 1000

Als Korrelat fiir die Reinheit der RNA galt der Extinktionsquotient aus den Werten fiir 260nm und
280nm. Er sollte > 1,7 betragen.

3.3.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription dient der Umschreibung der isolierten Boten-RNA (mRNA) in
komplementdre DNA (cDNA). Dieser Schritt ist notwendig fiir die Nukleinsdure-Amplifizierung im
folgenden Real-time-PCR-Verfahren und gewihrleistet eine hohere Umweltresistenz gegeniiber den
ubiquitdr vorkommenden RNasen. Vor der eigentlichen cDNA-Synthese erfolgte zunédchst ein DNA-
Verdau nach Anleitung eines DNase-Kits, um die restliche DNA-Kontamination zu beseitigen.
DNA-Verdau: Die Proben wurden mit folgendem Reaktionsansatz versetzt und fiir 15 Minuten bei
37°C in einem Thermocycler (GenAmp®PCR System 9700) inkubiert:

Reaktionsansatz fiir DNA-Verdau

8ul Probe (1pug RNA in 8ul Aqua bidest)
Tul RQ1 RNase-freier DNase 10 x Reaktionspuffer
Tul RQ1 RNase-freie DNase

Der DNA-Verdau wurde beendet durch 10-miniitige Inkubation mit 1ul RQ1 DNase Stop Solution
(25mM EDTA) bei 65°C. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben auf Eis gestellt.

Reverse Transkription: Die eigentliche cDNA-Synthese wurde nach der Anleitung eines cDNA-
Synthese-Kits durchgefiihrt. Zuerst wurde den Proben 1ul Random Hexamer-Primer zugegeben und

der Ansatz fiir 5 Minuten bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Dabei handelt es sich um eine Mixtur
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aus Primern aus jeweils sechs zufillig zusammengesetzten Nukleotiden, welche an einer
komplementéren Region mit der Proben-mRNA hybridisieren. Jeder Ansatz erhielt einen weiteren
Zusatz aus 4ul Reaktionspuffer, 1l Aqua bidest und 2ul dNTP-Mix. Die Reaktionsgefdf3e wurden fiir
5 Minuten bei 25°C im Thermocycler vortemperiert. In einem letzten Schritt wurde jeweils 1ul der
Reversen Transkriptase zu den Proben pipettiert. Der Thermoycler inkubierte die Proben fiir
10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 42°C und zuletzt fiir 10 Minuten bei 70°C. Die cDNA-Proben

konnten bei -20°C fiir mehrere Wochen gelagert werden.

3.3.4 Quantitative Real-time — PCR (q-PCR)

Die quantitative Real-time-PCR ist ein Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinséuren. In dieser
Doktorarbeit diente die Methode dem Vergleich der Genexpressionsaktivitdt ausgewéhlter Gene
zwischen Kontroll- und Stimulationsansétzen.

Prinzip: Bei der in dieser Doktorarbeit verwendeten Real-time PCR mit dem TagMan®-System
wurden dem Reaktionsansatz auBler dem spezifischen Primer der eigentlichen PCR spezielle
Oligonukleotide (TaqMan®-Sonden; Assay on Demand) zugegeben, die in Kombination mit der
5’-3’-Exonucleaseaktivitdt der Tag-Polymerase ein detektierbares Fluoreszenzsiganl generieren [427].
Die Quantifizierung erfolgte durch den Vergleich des Cr-Wertes (PCR-Zykluszahl, bei der sich das
Fluoreszenzsignal gerade deutlich vom Hintergrundsignal abhebt) mit den Cr-Werten eines Standards.
Fir die relative Quantifizierung wurde die Expression der unterschiedlichen Zielgene auf einen
internen Standard (housekeeping-gene; 18s-TRNA) bezogen und nach der AACT-Methode berechnet.
Durchfiihrung: Die Durchfiihrung erfolgte mit dem TagMan®-System. Dazu wurden jeweils 4pl
einer cDNA-Probe (1:20 verdiinnt mit Aqua bidest) auf eine spezielle qPCR-Platte (96-well Multiply)
pipettiert. Alle Proben wurden dabei in zweifacher Ausfiihrung angesetzt. Zu den Proben wurde
folgendes Reaktionsgemisch hinzugegeben:

gPCR Master-Mix

10ul  TagMan® Universal Master Mix

Tl TaqMan®-Assay on Demand

Sul RNase-freies Aqua bidest

Die quantitative Real-time PCR wurde im ABI Prism™ Sequence Detection System 7000
durchgefiihrt. Die Proben wurden im ersten Schritt fiir 15 Sekunden auf 94°C erhitzt (Denaturierung).
Im zweiten Schritt (Annealing) wurde die Temperatur fiir 60 Sekunden auf 60°C reduziert und die
Primer hybridisierten mit den komplementiren cDNA-Sequenzen. Im dritten Schritt vervollstdndigte
die Tag-Polymerase bei 72°C die ¢DNA-Einzelstrdnge ausgehend von den Primern zu Doppel-
straingen. Insgesamt fanden 40 Zyklen statt, wobei sich nach dem letzten Zyklus eine 5- bis
10-miniitige Elongationsphase anschloss.

Datenauswertung: Die Datenauswertung erfolgte mit der ABI Prism™ 7000 SDS Software.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Western-Blot

Die Western-Blot-Analyse ist ein Verfahren zum spezifischen Nachweis von Proteinen in einem
Proteingemisch. In diesem Fall wurde mittels Western-Blot-Analyse der Einfluss der
immunmodulatorischen Molekiile auf die Aktivierung der extrazelluldr regulierten Kinasen (ERK1/2)
untersucht. Diese Serin/Threonin-Kinasen gehéren zur Gruppe der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPKs), welche eine Schliisselrolle bei zahlreichen Zellprogrammen wie Differenzierung,
Proliferation, Motilitdt und Zelltod einnehmen.

Prinzip: Im ersten Schritt werden die Proteine eines Proteingemisches durch das Elektrophorese-
verfahren SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese; engl.  Sodium-
dodecyl-sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) auf einem Tragergel gemil ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld aufgetrennt. Das negativ geladene Detergenz SDS
»~maskiert” die Eigenladungen der Proteine, sodass diese entsprechend ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt werden. Am Ende des Verfahrens sind alle Proteine nach der GréBe sortiert in Form
sogenannter Banden angeordnet und konnen mittels Immundetektion in einem zweiten Schritt
visualisiert werden. Dazu werden die Proteine im Gel durch ,,Abklatschen* (blotting) auf eine PVDF
(Polyvinylidenfluorid)-Membran iibertragen. Der primire Antikorper bindet bei der in dieser Arbeit
verwendeten Methode an ein Epitop des Antigens pERK1/2 bzw. ERK2. An die Fc-Region des
Primérantikorpers bindet ein sekundérer, enzymgekoppelter HRP (engl. horseradish peroxidase =
Meerrettichperoxidase)-Markierungsantikorper. Die HRP katalysiert die Umsetzung von zugegebenem
Luminol in seine oxidierte Form, bei der eine Lumineszenz freigesetzt und detektiert werden kann.
Durchfiihrung: Fiir die Western-Blot Analysen wurden die Mikrogliazellen 30 Minuten vor der LPS-
Zugabe mit dem Immunmodulator rAV 17 vorbehandelt. Die Gewinnung der Gesamtproteine erfolgte
nach Entfernung des Kulturmediums und einem zweimaligen Waschschritt mit kaltem PBS nach
10- bzw. 15- miniitiger Stimulationszeit mit 100 pl Lysispuffer. Zusétzlich wurden die Mikroglia mit
einem sterilen Zellschaber mechanisch vom Boden der Vertiefungen abgeldst. Das Zelllysat wurde
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren homogenisiert und in 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefalie
iiberfiihrt.

(1) Proteinquantifizierung: Die Proteinbestimmung erfolgte nach der durch Fanger (1987)
modifizierten Methode nach Bradford (1976). In einem Eppendorf-Reaktionsgefa3 wurden 10ul Probe
mit 790ul Aqua bidest und 200ul Biorad-Protein-Assay-Losung gemischt und fiir 20 Minuten bei RT
inkubiert. Anschlieend wurde die Extinktion bei 595nm photometrisch gemessen. Die Proteinmenge
wurde anhand einer BSA-Standardreihe kalkuliert und in entsprechenden Protein-Aliquots zusammen
mit SDS-Probenpuffer ad 20ul angesetzt, sodass sich eine definierte Proteinmenge von 5pug/20ul SDS-
Probenpuffer ergab. Die Probe wurde 5 Minuten bei 99°C denaturiert.
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(2) SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE): Zur Trennung des Proteingemisches wurde eine
Variante der PAGE, die SDS-PAGE, in einem Tris-HCI-Puffersystem verwendet. Eine optimale
Trennschérfe ergab sich bei einem Polyacrylamid-Gehalt des Trenngels von 12,5%. In die Taschen des
Sammelgels (4,5%) wurden 20ul der Westernblot-Probe (5ug/20ul in SDS-Probenpuffer) pipettiert.
Zusétzlich wurde ein Protein-Standard aufgetragen. Die elektrophoretische Proteinauftrennung
erfolgte in Laufpuffer bei einer Stromstirke von 170mA und einer Spannung von 200V so lange, bis
ein Bromphenolblau-Lauffrontanzeiger das untere Ende des Trenngels erreicht hatte.

(3) Proteintransfer (Blotting): Der Proteintransfer erfolgte in einer Graphitkammer durch die semidry-
Methode, bei der das Gel und eine spezielle proteinbindende PVDF-Membran sandwichartig von
Filterpapieren eingerahmt wurden. Dazu wurde die PVDF-Membran in der Grofe des Trenngels fiir
1 Minute in Methanol aktiviert, im Anschluss mit Aqua bidest gewaschen und fiir 15 Minuten in
Transferpuffer gelagert. Auf die mit Transferpuffer angefeuchtete Kathodenplatte wurden zwei in
Transferpuffer eingeweichte Whatmann-Pappen gelegt. In der Schichtungsfolge Richtung Anode
folgte die PVDF-Membran, das Polyacrylamidgel und wieder zwei in Transferpuffer eingelegte
Whatmann-Pappen. Die Luftblasen wurden vorsichtig ausgestrichen und die Kathodenplatte aufgelegt.
Der Proteintransfer erfolgte entlang eines senkrecht zur ehemaligen Laufrichtung angelegten
elektrischen Feldes bei 25V und 340mA fiir etwa 75 Minuten. Nach dem Transfer wurden die freien
Bindungsstellen der PVDF-Membran durch einstiindige Inkubation in einer 5% Kasein-TBS-T-
Losung geblockt.

(4) Immundetektion: Im ersten Schritt wurde die geblockte PVDF-Membran mit TBS-T-Puffer
gewaschen, mit 1ml Primérantikorperlosung (1:1000 in TBS-T-Puffer) blasenfrei eingeschweiflit und
iiber Nacht bei 4°C inkubiert:

Primérantikorper: phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) oder

Primérantikdrper: p42 MAPK (ERK2).

Im zweiten Schritt wurde die PVDF- Membran erneut mit TBS-T-Puffer gewaschen und anschlielend
auf dem Rotationsschiittler fir 1 Stunde mit dem HRP(horse-radish-peroxidase)-konjugierten
Sekundédrantikorper (in einer Verdiinnung von 1:30000 in 5% Kasein-haltigem TBS-T-Puffer) bei RT
inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran wieder mit TBS-T-Puffer gewaschen.

Die Chemilumineszenz-Detektion wurde mit einer ECL-Substratlosung (enhanced chemo-
luminescence analysis-) durchgefiihrt. Dazu wurde die Membran fiir 5 Minuten bei RT mit 2,5ml der
Detektionslosung (40:1 Verhéltnis aus EZ-ECL Solution A und EZ-ECL Solution B) inkubiert. Die
Losung A enthielt Verstirkersubstanzen und das zyklische Diacylhydrat Luminol, das in einer HPR-
katalysierten Oxidationsreaktion mit dem Wasserstoffperoxid (H,0O,) aus Losung B reagierte und so
eine Chemilumineszenz entwickelte. Die Membran wurde in Folie verpackt und in eine lichtdichte
Filmkassette verpackt. Zur Darstellung der Banden auf Hyperfilmen wurde dieser auf die Membran
gelegt und belichtet, entwickelt und fixiert.
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Als Erginzung zu der beschriebenen Methode wurden die ERK2-Proteinmenge zur exakteren
Bestimmung nicht anhand zweier getrennter Gele untersucht, sondern durch sogenanntes ,,strippen
(engl. abziehen) derselben pERK1/2-Membran durchgefiihrt. Fiir das Entfernen der gebundenen
Antikorper auf der Membran wurde diese zunédchst fiir 1 Minute in Methanol aktiviert und
anschlieffend fiir 15 Minuten mit TBS-Transferpuffer gewaschen. In einem néchsten Schritt wurde die
Membran zunédchst dreimal mit 0,1 M Glycin bei RT fiir 15 Minuten inkubiert und dann dreimal mit
0,1 M TRIS ebenfalls bei RT fiir 15 Minuten inkubiert. Anschlielend wurde die Membran mit Kasein
(5% in TBS-T-Puffer) geblockt und konnte dann erneut mit dem Primérantikorper (p42 MAPK

(ERK?2)) inkubiert werden (weiter wie (4)).

(5) Densitometrische Auswertung: Zur objektiven Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse wurden
die belichteten Rontgenfilme mit den sichtbaren Proteinbanden eingescannt und mit der Software PC-
BAS 2.0 densitometrisch analysiert. Die Densitometrie ist eine quantitative Messung der Farbdichte,

das heift, der Farbmenge pro Fldcheninhalt.

34.2 ELISA

Der Enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay, ELISA) ist eine
weitere Methode zum spezifischen Proteinnachweis. In dieser Doktorarbeit wurde mittels ELISA die
Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins TNF-o ins Kulturmedium untersucht. Zur
Durchfiihrung wurde das BD OptEIA™ Kit in einer modifizierten Form angewandt. Dieses TNF-a-
Kit beruht auf dem Prinzip der Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik und der (Strept-)Avidin-
Biotin-Methode zur Verbesserung der Sensitivitit des Tests.

Durchfiihrung: Die Vertiefungen der 96-Well-Mikrotiterplatte wurden mit 100ul des primédren Anti-
TNF-a-Antikorpers (Fangantikorper (Capture-Antibody); 1:250 Verdiinnung in PBS) iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Vertiefungen fiinf Mal mit Waschpuffer gewaschen,
anschliefend mit 200ul Verdiinnungslosung (Assay Diluent) geblockt und fiir 1 Stunde bei RT
inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit Waschpuffer. Die ELISA-Analysen wurden mit je
50ul Zellkulturiiberstand (— 3.1.2) durchgefiihrt. Zunidchst wurden die Proben mit Verdiinnungs-
16sung (Assay Diluent) verdinnt (1:20) und jeweils 100ul in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte
pipettiert. Zusétzlich wurde eine Standard-Konzentrationsreihe mit rekombinantem Ratten-TNF-a in
Verdiinnungslosung auf die Mikrotiterplatte gegeben (1000 - 31,3pg/ml). Die Bindung von TNF-a an
den Beschichtungsantikorper erfolgte wihrend einer zweistiindigen Inkubation bei RT.

Im zweiten Schritt wurden die Vertiefungen mit Waschpuffer gewaschen und fiir 1 Stunde mit dem
sekundidren Detektionsantikorper (Biotin-konjugierter Detection-Antibody; 1:250 Verdiinnung mit
Verdiinnungslosung) bei RT inkubiert. Durch anschlieBendes Waschen der Platte wurde der
iiberschiissige Sekundirantikdrper ausgewaschen. Im néchsten Schritt wurden 100ul des
Enzymreagenz (SAv-HRP; 1:250 Verdiinnung in Verdiinnungslésung) in jede Vertiefung gegeben und
die Mikrotiterplatte fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Das Strepavidin-HRP-Konjugat (SAv-HPR)
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bindet hochaffin an das Biotin des Sekundarantikoérpers und katalysiert die Farbreaktion bei Zugabe
der Substratlosung. Nach einem nachfolgenden griindlichen Waschschritt wurde die Farbreaktion mit
100pul  Substratlosung (TMB  Substrat Reagent Set) gestartet. Die Substratlosung enthielt
Wasserstoffperoxid (H,0;) und Tetramethylbenzidin (TMB), das in einer HPR-katalysierten
Oxidationsreaktion zu einem blauen Farbstoff reagierte. Die Farbreaktion wurde nach etwa
10 Minuten durch Zugabe von 50ul Stopplosung (Stop-Solution) beendet.

Die Auswertung erfolgte mit einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 450nm (Referenz: 570nm).

3.5 Immunzytochemische Fiarbung

Die immunzytochemische NF-kB-Féarbung wurde durchgefiihrt, um anhand der Lokalisationsanalyse
des Transkriptionsfaktors NF-kB (engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells) Hinweise liber den inflammatorischen Aktivierungsgrad der Mikrogliazellen zu erhalten.
Immunzytochemische Firbung: Autoklavierte und entfettete Deckgldaser (@ 12mm) wurden
zundchst fiir 2 Stunden mit Poly-D-Lysin-Losung beschichtet und nachfolgend viermal mit PBS
gewaschen. Anschlieend wurden 100.000 Mikrogliazellen fiir 24 Stunden auf diesen Deckglasern
kultiviert und nachfolgend fiir 60 Minuten stimuliert (— 3.1.2). Zur Fixierung der Zellen wurde der
Zellkulturiiberstand abgesaugt, die Deckgldser mit PBS gewaschen und die Zellen fiir 30 Minuten mit
Zamboni-Fixierlosung bei RT inkubiert. In einem zweiten Schritt wurden die Zellen fiir 10 Minuten
mit Aceton nachfixiert, anschlieBend mit PBS gewaschen und fiir 30 Minuten mit BSA-Ldsung
(1% BSA in PBS) bei RT blockiert.

Im ersten Schritt der immunzytochemischen Férbung wurden die zellbeschichteten Deckglaser fiir
60 Minuten mit dem Primérantikérper (NF-kB p65 (A); Verdiinnung 1:100 in BSA-Losung) bei RT
inkubiert. Die Deckgldser wurden mit PBS gewaschen und im zweitem Schritt mit dem
Sekundirantikorper (Ziegen-anti-Kaninchen-IgG Alexa Fluor®; Verdiinnung 1:700 in PBS-Lésung)
fiir 60 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die auf den Deckglésern fixierten Zellen mit PBS und
nachfolgend mit Aqua bidest gewaschen, jeweils auf einem Objekttriger mit Immu-Mount-

Eindeckmedium eingedeckt und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

3.6 Berechnung, Statistiken, Grafiken und Ausarbeitung

Die Berechnungen und graphischen Darstellungen wurden mit Microsoft Excel und GraphPad Prism
(Version 5.04) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert £ SEM (standard error of the
mean) dargestellt. Alle Experimente wurden in mindestens dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die
statistische Auswertung wurde durch Varianzanalysen (ANOVA) und nachfolgende Bonferroni-
Korrektur durchgefiihrt. Fiir den isolierten Vergleich zweier Parameter wurde eine t-Test-Auswertung
angewandt. Eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant angenommen.

Die Ausarbeitung der Dissertation erfolgte mit Microsoft Word fiir Windows™.



Ergebnisse 39

4 Ergebnisse

4.1 Morphologie rAV17-stimulierter Mikroglia

Eine experimentelle Methode, um die Reaktion von Mikrogliazellen auf externe Stimuli zu
untersuchen, besteht in der mikroskopischen Analyse der Zellmorphologie [112]. Abbildung 2A zeigt
ruhende Mikroglia mit kleinem Zytosoma und zahlreichen, fein verzweigten Zellausldufern. Die
Stimulation mit LPS fiihrt zur Aktivierung der Mikroglia, die initial an einer Veridnderung der
Zellmorphologie erkennbar ist. Abbildung 2B zeigt LPS-aktivierte Mikroglia. Die rund-ovalen,
amoOboiden Zellen haben ein vergroflertes Zytosoma und retrahierte Zellausldufer. Beide
Phénotypvarianten dienen als Vergleichskontrollen fiir die Experimente mit dem Immunmodulator.
Abbildung 2C zeigt Mikroglia, die mit dem Immunmodulator rAV17 behandelt wurden. Die Zellen
zeigen zahlreiche diinne Fortsdtze und keine wesentliche Vergrofierung des Zytosomas. Diese
Morphologie entspricht derjenigen ruhender Mikroglia.

Die simultane Stimulation mit LPS und rAV17 zeigt ein buntes Bild verschiedener Aktivierungs-
stadien der Mikroglia. Die Zellen in Abbildung 2D zeigen noch kleine Zellausldufer und unterscheiden
sich so von der vollaktivierten LPS-Positivkontrolle. Gleichzeitig zeigen einige Zellen eine deutlich
rundere Zellkontur mit vergréfertem Zytosoma, womit sie sich ebenfalls von dem ruhenden Phanotyp
abgrenzen.

Zusammengefasst flihrt die Behandlung mit rAV17 zu keiner klassischen morphologischen
Transformation aktivierter Mikroglia wie sie unter LPS beobachtet wird. Bei simultaner Stimulation

scheint rAV17 die aktivierenden Effekte von LPS auf Mikroglia teilweise aufzuheben.
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rAv17 9 | 20um
Abbildung 2: Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die Morphologie primiirer Mikrogliazellen.
Die Morphologie ruhender Mikroglia (A) und LPS-aktivierter Mikroglia (B) dienen als Kontrolle fiir die
Stimulationsversuche. Mikroglia, die mit rAV17 behandelt wurden, zeigen eine ruhende, ramifizierte
Morphologie (C). Die simultane Stimulation mit rAV17 und LPS fiihrt tendentiell zu einer Blockierung
der LPS-induzierten Mikrogliatransformation (D). Fiir die Analyse der Zellmorphologie wurden die
Mikroglia fiir 24h mit dem jeweiligen Stimulationszusatz inkubiert und mit der Féarbelosung Coomassie-
Blue gefirbt.

e - e
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4.2 Immunmodulation oxidativer Stressmechanismen in Mikroglia durch rAV17
Oxidative Dysregulationen scheinen einen wesentlichen Pathogenesefaktor der nigralen Neuro-
degeneration darzustellen (— 1.2). Daher wurde untersucht, ob der Immunmodulator rAV17 einen

Einfluss auf den Schliisselmediator NO oder das NO-synthetisierende Enzym iNOS hat.

4.2.1 Indirekter Nachweis des Molekiils NO

Die Ergebnisse der Stimulationsversuche sind in Abbildung 3 fiir die Versuche nach 6 und 24 Stunden
grafisch dargestellt, wobei die Messwerte als Relativwert [in %] der NO-Freisetzung bei LPS-
stimulierten Mikroglia angegeben sind. Die unstimulierten Kontrollzellen zeigen die Basisrate der
NO-Freisetzung in Ruhe an. Durch die Anregung der Mikrogliazellen mit LPS ldsst sich die NO-
Freisetzung der Mikrogliazellen signifikant (***p < 0,001) steigern (3A/B). Die Inkubation mit rAV17
zeigt keinen signifikanten Unterschied zu ruhenden Mikroglia (3A/B). Durch die simultane
Stimulation mit rAV17 und LPS lésst sich die massiv erhohte NO-Freisetzung durch LPS nach
6 Stunden um 7,4(= 2,3) % (3A) und nach 24 Stunden signifikant (*p < 0,05) um 8,5(%£1,4) %

reduzieren (3B).
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Abbildung 3: Der Immunmodulator reduziert die LPS-induzierte NO-Freisetzung bei simultaner
Stimulation der Mikroglia mit LPS und rAV17 nach 6h (A) und 24h (B). Die NO-Messung erfolgte im
Zelliberstand der vier Versuchsansitze indirekt mittels Griess-Reagenz nach 6- und 24-stiindiger
Mikrogliasimulierung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM (n=4 (6h-Versuche), n=3 (24h-
Versuche); ***p < 0,001,*p < 0,05).
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4.2.2 Einfluss auf die Expression der iNOS-mRNA in Mikroglia

Die Expressionsrate der iNOS-mRNA wurde mittels q-PCR gemessen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4 fiir die Versuche nach 6 und 24 Stunden grafisch dargestellt, wobei die Messwerte als
Relativwert [in %] der INOS-mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten Mikroglia angegeben sind.
Die Basisexpressionsrate der iNOS-mRNA ist bei 6- bzw. 24-stiindiger Stimulationszeit in den
Kontrollmikroglia signifikant (***p < 0,001) geringer als bei den LPS-stimulierten Zellen (4A/B).
Dasselbe gilt fiir die rAV17-stimulierten Mikroglia, wobei sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den rAV17-stimulierten Zellen zeigt (4A/B). Durch simultane
Stimulation mit rAV17 und LPS wird die mRNA-Expression der iNOS nach 6 Stunden signifikant
(*p < 0,05) uml16,5(= 6,5) % (4A) und nach 24 Stunden signifikant (*p < 0,05) um 29,3(+£10,4) %
reduziert (4B).

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der rAV17-vermittelten Inhibition der LPS-induzierten NO-
Freisetzung (— Abbildung 3) und legen daher die Vermutung nahe, dass rAV17 die NO-Freisetzung

iiber die Inhibition der iNOS-Expression vermittelt.
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Abbildung 4: Der Immunmodulator reduziert die LPS-induzierte mRNA-Expression der iNOS bei
simultaner Stimulation der Mikroglia mit LPS und rAV17 nach 6h (A) und 24h (B). Die relative
Quantifizierung der iNOS-mRNA-Expressionsrate wurde mittels q-PCR durchgefiihrt. Die mRNA der 6h-
bzw. 24h-Stimulationsversuche wurde zunéichst isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die q-PCR erfolgte
mit dem TaqMan®—System. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM (n=4 (6h-Versuche), n=3 (24h-
Versuche); ***p < 0,001, *p <0,05).
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4.3 Immunmodulation der LPS-induzierten Zytokinproduktion in Mikroglia durch rAV17

AuBer der neurotoxischen Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies fithrt die unkontrollierte
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p, IL-6 und TNF-a zur Schidigung von Neuronen
bis hin zu deren Zelltod (— 1.3). Um den Effekt des Immunmodulators rAV17 auf die Produktion
dieser proinflammatorischen Zytokine zu untersuchen, wurden LPS-aktivierte Mikrogliazellen in An-
bzw. Abwesenheit von tAV17 inkubiert und die mRNA-Expression von IL-6, IL-1 und TNF-a

gemessen. Die TNF-a-Freisetzung wurde zusitzlich mittels ELISA im Zellkulturiiberstand gemessen.

4.3.1 IL-6 mRNA-Sythese in Mikroglia

Die mRNA-Expressionsrate des proinflammatorischen Zytokins IL-6 wurde mittels g-PCR gemessen.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 fiir die Versuche nach 6 und 24 Stunden grafisch dargestellt,
wobei die Messwerte als Relativwert [in %] der IL-6-mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten
Mikroglia angegeben sind.

Die Basisexpressionsrate der IL-6-mRNA fillt bei den Kontrollzellen nach 6 bzw. 24 Stunden
signifikant (***p < 0,001) geringer aus als bei den LPS-stimulierten Mikroglia (5A/B). Dasselbe gilt
fiir die rAV17-stimulierte Kultur. Diese zeigt fiir beide Stimulationszeitrdume keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (5A/B). Durch simultane Inkubation mit rAV17 und
LPS ergibt sich nach 6 Stunden eine signifikant (*p < 0,05) hohere IL-6-mRNA-Expressionsrate von
30,4(x 10,9) % (5A). Zellen, die 24 Stunden mit LPS und rAV17 ko-inkubiert waren, zeigen eine
signifikante (**p < 0,01) Reduktion der IL-6-mRNA um 19,67(% 5,5) % (5B).
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Abbildung S: Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die mRNA-Expression von IL-6 in
primiren Mikroglia nach 6h (A) und 24h (B). Die relative Quantifizierung der IL-6-mRNA-
Expressionsrate wurde mittels q-PCR durchgefiihrt. Die mRNA der 6h- bzw. 24h-Stimulationsversuche
wurde zunichst isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Die gq-PCR erfolgte mit dem TagMan®-System.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM (n=3; ***p < 0,001, **p < 0,01, *p <0,05).
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4.3.2 IL-1p mRNA-Synthese in Mikroglia

Die mRNA-Expressionsrate des proinflammatorisch wirksamen Interleukins-1p wurde mittels q-PCR
gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 fiir die Versuche nach 6 und 24 Stunden grafisch
dargestellt, wobei die Messwerte als Relativwert [in %] der IL-1B-mRNA-Expressionsrate in LPS-
stimulierten Mikroglia angegeben sind.

Die Auswertung der Stimulationsversuche nach 6 Stunden zeigt eine signifikant (***p < 0,001)
geringere mRNA-Expression des IL-1B in den Kontroll- und rAV17-Ansétzen im Vergleich zu den
LPS-stimulierten Zellen, wobei die IL-1B-Expression der rAV17-stimulierten Zellen signifikant
(*p < 0,05) hoher ausféllt als diejenige der Kontrollgruppe (6A). Auf die LPS-induzierte IL-1p-
mRNA-Expression hat der Immunmodulator nach 6 Stunden keinen signifikanten Einfluss (6A).

Nach 24 Stunden Stimulationszeit ergibt sich — dquivalent zur sechsstiindigen Stimulation — eine
signifikant (***p < 0,001) geringere mRNA-Expression des IL-1p der Kontroll- und rAV17-Ansétze,
verglichen mit den LPS-stimulierten Mikroglia (6B). Desweiteren zeigt der Immunmodulator nach
24 Stunden keinen signifikanten Unterschied gegeniiber der Kontrollkultur, aber reduziert die LPS-
induzierte Steigerung der IL-1B-mRNA-Expression signifikant (**p < 0,01) um 34(% 9,4) % (6B).
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Abbildung 6: Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die mRNA-Expression von IL-1f in
primiren Mikroglia nach 6h (A) und 24h (B). Die relative Quantifizierung der IL-1B-mRNA-
Expressionsrate wurde mittels q-PCR durchgefiihrt. Die mRNA der 6h- bzw. 24h-Stimulationsversuche
wurde zunichst isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Die gq-PCR erfolgte mit dem TagMan®-System.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £ SEM (n=3; *** p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05).
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4.3.3 TNF-0 mRNA-Synthese in Mikroglia

Die mRNA-Expressionsrate des proinflammatorischen Zytokins TNF-a wurde mittels q-PCR
gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 fiir die Versuche nach 6 und 24 Stunden grafisch
dargestellt, wobei die Messwerte als Relativwert [in %] der TNF-a-mRNA-Expressionsrate in LPS-
stimulierten Mikroglia angegeben sind.

Verglichen mit der mRNA-Expressionsrate der LPS-aktivierten Mikroglia zeigt sich fiir die
6-Stunden-Stimulation eine signifikant (***p < 0,001) geringere Basisexpressionsrate fiir TNF-a bei
den Kontroll- und den rAV17-stimulierten Mikroglia (7A/B). Die TNF-a-mRNA-Expression der
rAV17-stimulierten Zellen ist nach 6 Stunden signifikant (*p < 0,05) hoher als die der Kontrollgruppe
(7A). Die simultane Stimulation mit rAV17 und LPS zeigt nach 6 Stunden keinen signifikanten
Einfluss auf die mRNA-Expression von TNF-a bei LPS-aktivierten Zellen (7A).

Bei den Versuchen nach 24 Stunden streuen die Expressionswerte der Kontroll- und rAV17-
stimulierten Zellen so stark, dass weder eine signifikant geringere TNF-a-mRNA-Expression im
Vergleich zu LPS-stimulierten Mikroglia gezeigt werden kann, noch ein signifikanter Unterschied
zwischen den Kontroll- und der rAV7-behandelten Mikroglia (7B). Durch einen t-Test-Vergleich der
mRNA-Expressionsrate der mit LPS und der simultan mit rAV17 und LPS stimulierten Zellen ergibt
sich - im Gegensatz zur sechsstiindigen Stimulation - nach 24 Stunden eine signifikante (*p< 0,05)

Reduktion der TNF-a-Expression um 38,3(+ 7,9) % (7B).
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Abbildung 7: Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die mRNA-Expressionsrate von TNF-a
in primidren Mikroglia nach 6h (A) und 24h (B). Die relative Quantifizierung der TNF-a-mRNA-
Expressionsrate wurde mittels q-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde die mRNA der 6h- bzw. 24h-
Stimulationsversuche zunichst isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die q-PCR erfolgte mit dem
TagMan"-System. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert = SEM (n=4; ***p < 0,001, *p < 0,05).
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4.3.4 TNF-o-Freisetzung in Mikroglia

Der Proteinnachweis des Zytokins TNF-a erfolgte mit der ELISA-Methode. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 8 fiir die Versuche nach 6 und 24 Stunden grafisch dargestellt, wobei die Messwerte als
Relativwert [in %] der TNF-a-Freisetzung bei LPS-stimulierten Mikroglia angegeben sind.

Der Vergleich mit den LPS-stimulierten Mikroglia zeigt fiir beide Stimulationszeitpunkte eine
signifikant (***p < 0,001) geringere TNF-a-Produktion der Zellen in Ruhe (Kontrollzellen) und nach
Stimulation mit rAV17 (8A/B). Der Immunmodulator rAV17 zeigt keinen signifikanten Einfluss auf
die TNF-a-Produktion der Mikrogliazellen in Ruhe (8A/B). Durch simultane Behandlung der Zellen
mit rAV17 und LPS zeigt sich nach 6 Stunden noch kein signifikanter Einfluss des Immunmodulators
(8A). Nach 24 Stunden fithrt rAV17 zu einer signifikanten (**p < 0,01) Reduktion der TNF-a-
Konzentration um 12,0(= 3,8) % (8B).

Sowohl die Ergebnisse auf der Transkriptionsebene (Abbildung 7) als auch die TNF-a-Protein-
bestimmung (Abbildung 8) zeigen nach 24 Stunden eine signifikante Reduktion von TNF-o in den
simultan mit LPS und rAV17 stimulierten Mikroglia.
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Abbildung 8: Einfluss des Inmunmodulators rAV17 auf die TNF-a-Freisetzung primirer Mikroglia
nach 6h (A) und 24h (B). Die TNF-o-Freisetzung wurde mittels ELISA im Zellkulturiiberstand bestimmt.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £ SEM (n=4;***p < 0,001,**p < 0,01).
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4.4 Einfluss auf die Expression der COX-2-mRNA in Mikroglia

Die induzierbare COX-2 trdgt iiber die Produktion des proinflammatorischen Prostaglandins E,
(PGE;) zur Initiation der glialen Entziindungsreaktion bei (— 1.3). Um den Effekt des
Immunmodulators tAV17 auf LPS-aktivierte Mikrogliazellen zu untersuchen, wurde die mRNA-
Expression der COX-2 mittels qPCR bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 fiir die Versuche
nach 6 und 24 Stunden grafisch dargestellt, wobei die Messwerte als Relativwert [in %] der COX-2-
mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten Mikroglia angegeben sind.

Nach 6 Stunden Stimulationszeit weisen die Kontrollzellen und die rAV17-stimulierten Mikroglia eine
signifikant (***p < 0,001) geringere mRNA-Expression auf als die mit LPS stimulierten Zellen (9A).
Die rAV17-stimulierten Zellen zeigen eine hohere Basisexpressionsrate der COX-2-mRNA als die
Kontrollgruppe (9A). Durch simultane Stimulation der Mikrogliazellen mit LPS und rAV17 resultiert
eine signifikante (*p < 0,05) Steigerung der COX-2-mRNA-Expression um 20,3 (+ 6,8)% in Relation
zur LPS-Gruppe (9A).

Fiir die Versuche nach 24 Stunden ergibt sich ebenfalls eine signifikant (***p < 0,001) geringere
mRNA-Expressionsrate der COX-2 beim Vergleich der Kontroll- und rAV17-stimulierten Zellen mit
den LPS-stimulierten Mikroglia (9B). Es ergibt sich kein Unterschied zwischen den Kontroll- und
rAV17-stimulierten Mikroglia nach 24 Stunden (9B). Dariiber hinaus reduziert rAV17 die mRNA-
Expressionsrate der COX-2 nach 24 Stunden signifikant (*p < 0,05) um 32,5(= 11,6) % in den
simultan stimulierten Mikroglia (9B).
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Abbildung 9: Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die mRNA-Expressionsrate von COX-2 in
primdren Mikroglia nach 6h (A) und 24h (B). Die relative Quantifizierung der COX-2-mRNA-
Expressionsrate wurde mittels q-PCR durchgefiihrt. Die mRNA der 6h- bzw. 24h-Stimulationsversuche
wurde zunichst isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Die g-PCR erfolgte mit dem TagMan®-System.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM (n=6 (6h-Versuche), n=4 (24h-Versuche); ***p < 0,001,
*p <0,05).
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4.5 Einfluss auf die Expression der IL-10-mRNA in Mikroglia

Um den immunmodulatorischen Effekt von rAV17 weiter zu evaluieren, wurde die mRNA-
Expressionsrate des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 mittels g-PCR untersucht. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 10 fiir die Versuche nach 2, 6 und 24 Stunden grafisch dargestellt, wobei die Mess-
werte als Relativwert [in %] der IL-10-mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten Mikroglia
angegeben sind.

Nach 6 und 24 Stunden Stimulationszeit weisen die Kontroll- und rAV17-stimulierten Mikroglia eine
signifikant (***p < 0,001) geringere mRNA-Expression des Zytokins IL-10 auf als die mit LPS
behandelten Kulturen (10B/C). Die rAV17-stimulierten Zellen zeigen im Vergleich zur Kontrolle eine
additive IL-10-mRNA-Expressionsrate von 90,0(= 11,2) % nach 2 Stunden (signifikant (*p < 0,01);
10A), 14,6(= 4,6) % nach 6 Stunden (signifikant (*p < 0,05); 10B) und 11,3(x 6,3) % nach
24 Stunden (10C).

Die simultane Stimulation der Mikrogliazellen mit LPS und rAV17 ergibt ein zweigipfliges
Expressionsprofil der IL-10-mRNA. Nach 2 Stunden ergibt die rAV17-Zugabe einen additiven Effekt
auf die IL-10-Expression von 60,9 (= 24,7)% (10A), wahrend nach 6 Stunden kein signifikanter
Unterschied nachzuweisen ist (10B). Nach 24 Stunden fithrt rAV17 erneut zu einem signifikanten
(*p < 0,05) Anstieg der mRNA-Expressionsrate von IL-10 um 35,0(% 4,0) % iiber das LPS-induzierte
IL-10-Level hinaus (10C).
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4.6  Studien iiber potentielle Signalwege des Immunmodulators rAV17

Fir Entziindungsprozesse existieren zwei bedeutende intrazellulire Signalkaskaden: die MAPK
(mitogen-activated protein-kinase)-Kaskaden, zu denen die ERK- und p38-Signalwege zéhlen, und der
NF-xB-Signalweg. Zur Evaluierung des FEinflusses des Immunmodulators rAV17 auf diese
Signalwege wurde der ERK-Signalweg mittels Westernblot-Analyse und der NF-xB-Signalweg

mittels immunzytochemischer Farbung des Transkriptionsfaktors NF-kB untersucht.

4.6.1 Einfluss des Inmunmodulators rAV17 auf den ERK-Signalweg in Mikroglia

Der Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die MAP-Kinasen ERK1/2 wurde durch Bestimmung
der Zunahme an transient-phosphoryliertem ERK 1/2 (pERK 1/2) untersucht. Der Nachweis der
pERK1/2 erfolgte mittels Western-Blot nach 10- und 15-miniitiger Stimulationszeit.

Abbildung 11A zeigt die Proteinbanden eines Westernblots nach 10-miniitiger Stimulationszeit. LPS
zeigt eine deutliche pERK1/2-Aktivierung (Bande bei 44/42 kDa; 11A). Die Inkubation mit rAV17
weist eine stirkere Aktivierung als die Kontrolle auf (11A). Durch simultane Stimulation der
Mikroglia mit LPS und rAV17 ergibt sich tendenziell eine stirkere Induktion des ERK-Signalweges
als unter LPS allein (11A). Die densitometrische Auswertung des Westernblot-Diagramms ergibt eine
additive pERK1/2-Aktivierung um 20% durch rAV17 im Vergleich zur Kontrolle und eine um
13% gesteigerte Induktion bei simultaner Stimulation im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation.
Die statistische Auswertung der Densitometrieergebnisse nach 10 Minuten Stimulationszeit zeigt
aufgrund starker Schwankungen innerhalb der Versuchsgruppe keinerlei signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Stimulationsanséitzen. Wahrend zwei Versuche bereits eine Ruheaktivitét
von pERK1/2 {iber das LPS-Niveau hinaus ergeben, zeigt nur ein Versuch (11A) eine normalwerige
Kontrollaktivitét.

Abbildung 11B zeigt eine reprisentative Westernblot-Darstellung nach 15-miniitiger Stimulationszeit.
Die Auswertung dieser Banden ergibt eine starke pERK 1/2-Aktivierung (Bande bei 44/42 kDa) durch
LPS-Stimulation der Mikroglia (11B). Der Immunmodulator rAV17 scheint die LPS-induzierte
Phosphorylierung von pERK1/2 in diesem Versuch tendenziell zu reduzieren (11B). Die Aktivierung
des ERK1/2-Signalwegs in Ruhe und durch rAV17 fillt eindeutig schwécher aus (11B). Die Zugabe
von rAV17 senkt die pERK-Phosphorylierung nach 15 Minuten sogar etwas unter das Ruheniveau.
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Abbildung 11: Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die ERK1/2-Phosphorylierung in
Mikroglia nach 10-miniitiger (A) und 15-miniitiger (B) Stimulationszeit. Fiir die Analyse der ERK1/2-
Phosphorylierung wurden die intrazelluliren Proteinbestandteile zundchst in einer SDS-PAGE-
Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend die Menge an phosphoryliertem ERK1/2 (pERK 1/2)
und Gesamt-ERK2 (ERK2) durch Western-Blot-Analyse bestimmt. Die Bandenpositionen von pERK1/2,
Gesamt-ERK2 (ERK2) und die des Molekularmassenmarkers sind jeweils auf der rechten bzw. linken
Seite angezeigt.

Die relativen Intensitdtsunterschiede dreier Versuche nach 15 Minuten Stimulationszeit wurden
weiterhin densitometrisch quantifiziert. Die Kontrollzellen weisen signifikant (**p < 0,01) weniger
phosphoryliertes ERK 1/2-Protein auf als die mit LPS stimulierten Zellen. Eine signifikant (¥*p < 0,05)
geringere Proteinkonzentration zeigen auch die mit rAV17 stimulierten Zellen im Vergleich zu den
LPS-stimulierten Zellen. Der Immunmodulator rAV17 weist beziiglich der pERK1/2-Aktivierung
nach 15 Minuten keine signifikanten Unterschiede gegeniiber ruhenden Mikroglia auf (keine grafische
Darstellung). Abbildung 12 zeigt die statistische Auswertung nach 15 Minuten bei simultaner
Inkubation der Mikrogliazellen mit LPS und rAV17 im Vergleich zur LPS-Gruppe. Die Ergebnisse
sind dargestellt als Relativwert [in %] der pERK 1/2-Aktivierung der LPS-stimulierten Mikroglia. Der
Immunmodulator reduziert die ERK-1/2-Phosphorylierung signifikant (*p < 0,05) um 8,9 (+ 0,5) % im
Vergleich zu LPS-stimulierten Mikroglia.
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4.6.2 Einfluss des Imnmunmodulators rAV17 auf den NF-kB-Signalweg

Der Transkriptionsfaktor NF-kB liegt bei ruhenden Mikroglia gebunden an einen Inhibitorkomplex
(IxB) im Zytoplasma vor. Proinflammatorische Stimuli wie LPS bewirken dessen Dissoziation von
IxB und die nachfolgende Translokation in den Zellkern, wo NF-«xB iiber die Bindung an spezifische
DNA-Abschnitte (sogenannte kB-Motive) die Expression proinflammatorischer Mikrogliafaktoren
induziert. Daher erlaubt die Verteilungsanalyse von NF-kB durch die immunzytochemische Farbung
von dessen p65-Untereinheit eine Aussage iiber den Einfluss des Immunmodulators rAV17 auf die
Aktivierung der NF-kB-Signalkaskade.

In Mikroglia wurde der Transkriptionsfaktor NF-kB immunzytochemisch detektiert, nachdem die
Zellen fiir 60 Minuten mit LPS (13B), dem Immunmodulator rAV17 (13C) oder simultan mit LPS und
rAV17 (13D) inkubiert wurden. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 13.

Die Kontrollzellen blieben unbehandelt und zeigen eine primiar zytoplasmatische Lokalisation von
NF-kB mit minimaler Anfarbung im Zellkern (Pfeil; 13A). Die Aktivierung der NF-kB-Signalkaskade
zeigt sich bei den LPS-aktivierten Mikroglia durch die stark griin fluoreszierenden Zellkerne (Pfeil;
13B).

Mikroglia, die mit dem Immunmodulator rAV17 inkubiert wurden, zeigen signalarme Zellkerne
(Pfeil; 13A) und unterscheiden sich dadurch deutlich von den LPS-aktivierten Mikroglia (13B). Die
simultane Stimulation der Mikroglia mit LPS und rAV17 zeigte eine im Vergleich zur LPS-Kontrolle
deutlich geringere Fluoreszenz der Zellkerne (Pfeil; 13D).

Zusammenfassend zeigt die Auswertung der immunzytochemischen NF-kB-Féarbungsergebnisse, dass
der Immunmodulator rAV17 zu keiner wesentlichen Aktivierung der NF-kB-Signalkaskade (13A) im
Vergleich zu ruhenden Mikroglia (13A) fiihrt. Im Gegenteil, die simultane Simulation der Mikroglia
mit tAV17 und LPS (13D) fiihrt zu einer deutlich abgeschwéchten Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs im Vergleich zu LPS-stimulierten Mikroglia (13B).
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Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Transkriptionsfaktors NF-kB in
primidren Mikroglia. Nicht-stimmulierte Mikroglia zeigen eine minimale NF-xB-Kernfirbung (A),
wiéhrend LPS als Positivkontrolle zu einer eindeutigen Translokation des Transkriptionsfaktors NF-xB in
den Zellkern fithrt (B). Die Stimulation der Mikroglia mit rAV17 fiihrt zu keiner wesentlichen
Aktivierung des NF-kB-Siganlweges (C). Bei der simulatenen Stimulation mit LPS und rAV17 blockiert
der Immunmodulator die LPS-induzierte Translokation von NF-«B (D). Fiir die immunzytochemische
Farbung wurden die Mikrogliazellen fiir 24h stimuliert und die Zellen mit Zamboni-Reagenz und Aceton
fixiert. Der NF-kB-Nachweis erfolgte durch indirekte Immunfluoreszenz und wurde im Fluoreszenz-
mikroskop analysiert.
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5  Diskussion

,» We await the day when researchers capacity to modulate microglial cell-behavior is equivalent to

even a tiny fraction of that achieved effortlessly by the intact CNS”.

Dieses Zitat der Arbeitsgruppe um R. Ransohoff (Nature, 2010) spiegelt den Strategiewandel der anti-
inflammatorischen Therapie bei neurodegenerativen Erkrankungen wie dem IPS wider [154].
Angesichts des ausbleibenden Erfolges der bisherigen anti-inflammatorischen Therapie in der
klinischen Anwendung (— 1.5) fithren die neuen Erkenntnisse iiber die Funktionen der Mikroglia zu
dem therapeutischen Ziel, durch eine funktionale Neuorientierung dieser Zellen im Rahmen neuro-
degenerativer Erkrankungen einen Teil ihrer physiologischen Funktionen zuriickzugewinnen.
Aktivierte Mikrogliazellen sind bei zahlreichen ZNS-Pathologien wie der AD, dem IPS, der ALS, der
MS, der Prionen-Erkrankung und vielen weiteren beschrieben [201, 428]. Die Neuroinflammations-
Hypothese hat diese Zellen in das Zentrum anti-inflammatorischer Therapieversuche geriickt (— 1.3).
Neuere Entdeckungen iiber die Plastizitdt der Mikrogliaaktivierung und das neuroregenerative
Potential dieser Zellen fiilhren zu der in dieser Arbeit verfolgten immunmodulatorischen
Therapiestrategic im Rahmen des IPS [410]. Den theoretischen Hintergrund dieses Ansatzes bildet das
sich zunehmend durchsetzende Konzept der differenzierten mikroglialen Phénotypen. Lange Zeit
wurde die Mikrogliaaktivierung durch das Stufenkonzept nach Kreutzberg (1996) beschrieben [112].
Neueste Studien verstehen die Mikrogliaaktivierung demgegeniiber als eine stark kontextabhingige
Phinotypendifferenzierung, die sich insbesondere durch das Expressionsprofil der Zellen und weniger
anhand der morphologischen Transformation beschreiben lasst [193, 201, 412, 428-430]. Aktivierte
Mikroglia mit einem ,,anti-inflammatorischen Phinotyp* finden sich in Modellen zur AD [430], zur
Prionen-Erkrankung [431], zur MS [432] und in Regionen axonaler Waller-Degeneration bei Nagern
[433] und beim Menschen [434]. Diese Mikroglia setzen nur geringe Mengen proinflammatorischer
Mediatoren frei und exprimieren stattdessen vornehmlich Molekiile und Mediatoren, die mit anti-
inflammatorischen Eigenschaften assoziiert werden. Dariiber hinaus sind Mikroglia in der Lage
neurotrophische Mediatoren wie BDNF (brain derived neurotrophic factor) oder GDNF (glial derived
neurotrophic factor) zu sezernieren, welche die Proliferation und das Wachstum (dopaminerger)
Neurone fordern [227, 435]. Beide Faktoren reduzieren in in vivo- und in vitro-Parkinsonmodellen den
6-OHDA-induzierten oxidativen Stress und zeigen neuroprotektive Effekte [436, 437].
Im umgekehrten Fall kann das spezifische Mikromilieu im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen
einen maladaptiven Mikroglia-Phdnotyp mit neurotoxischen Effekten induzieren. Dieses ist vermutlich
insbesondere dann der Fall, wenn die Mikrogliaaktivierung unkontrolliert abléduft, sich-selbst-
unterhaltende Mechanismen entwickelt oder die Mikroglia altersbedingte Funktionsstérungen
aufweisen [412, 429, 438]. Eine derartige Dysregulation der Mikrogliaaktivierung ist bei
Erkrankungen wie dem IPS anzunehmen.
Die therapeutische Strategie der Immunmodulation ist daher, die dysregulierte Mikrogliaaktivierung

neu zu polarisieren, indem die neurotoxischen Mechanismen unterdriickt und neuroregenerative
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Mechanismen angeregt werden. Diese Therapievorstellung geht {iber die Globalsuppression der
Mikrogliaaktivierung der bisherigen ,,anti-inflammatorischen Therapie hinaus und versucht im
Idealfall nicht nur einzelne Mediatoren oder Enzyme zu beeinflussen, sondern einen generellen

~Phénotypen-switch “ herbeizufiihren.

5.1 Kulturstudien

5.1.1 Invitro-Kultivierung von Mikrogliazellen

In dieser Arbeit wurde das natiirliche Sekretionspeptid rAV17 des Nematoden Acanthocheilonema
vitae hinsichtlich seines Potentials zur Immunregulierung bei LPS-aktivierten Mikroglia untersucht.
Als ein anerkanntes in vitro-Versuchsmodell dienten hierbei etablierte Mikroglia-Zellkulturen [67,
439]. Die korrekte Untersuchung der molekularen Mechanismen der Mikrogliaaktivierung bzw. der
Mikroglia-Immunmodulation erfordert ramifizierte (ruhende) Mikroglia als Kulturvoraussetzung. Wie
in Abschnitt 1.3 beschrieben, ist die jeweilige Zustandsform der Mikroglia das Ergebnis zahlreicher
humoraler und zelluldrer Faktoren, welche stimulierend oder inhibierend auf die Zellen einwirken.
Dementsprechend stellt der Kultivierungsvorgang per se einen starken Stimulationsreiz fiir Mikroglia
dar [165, 440]. Um diesen Storfaktor zu kontrollieren wurden die Mikroglia primér als eine
Astrozyten-Mikroglia-Mischkultur inkubiert. Sievers und Kollegen (1994) zeigten, dass diese
Prozedur eine ramifizierte Mikrogliamorphologie induziert [441]. Dariiber hinaus wird durch diese
Methode der Funktionszustand der Mikroglia weniger gestort als durch anderen Methoden, bei
welchen der Mikrogliakultur Wachstumsfaktoren zugegeben werden [442].

Vor dem Hintergrund einer neuroinflammatorischen Komponente beim IPS, gilt das Endotoxin LPS
als ein akzeptiertes Reagenz, um Mikroglia in vitro zu aktivieren [165]. Auf diese Weise lassen sich
einige Aspekte der Parkinsonpathologie in vitro rekonstruieren und experimentell modellieren.

Der Immunmodulator rAV17 zeigt in dieser Arbeit eindeutige Effekte auf ruhende und aktivierte
Mikroglia. Anhand des morphologischen Verhaltens der Zellen, der Genexpression, der Freisetzung
der proinflammatorischen Mediatoren NO und TNF-o und der Beeinflussung immunologisch
relevanter Signalwege soll im Folgenden die phénotypische Differenzierung der Mikroglia unter

rAV17 abgeschitzt werden.

5.1.2 Wissenschaftliche Kontextualisierung der Versuchsergebnisse

Die unstimulierten Kontroll-Mikrogliazellen zeigen in Kulturbedingungen die fiir ruhende Mikroglia
charakteristische ramifizierte Morphologie [67]. Auf molekularbiologischer Ebene zeigen die
ramifizierten Kontrollmikroglia keine wesentliche Expression bzw. Freisetzung der untersuchten
Parameter. Durch Stimulation mit LPS werden alle beschriebenen Faktoren massiv erhéht und die
Mikroglia zeigen eine rund-ovale Morpholgie. Diese Ergebnisse sind dquivalent zu den Unter-

suchungen anderer Arbeitsgruppen [443, 444] und sprechen fiir eine suffiziente Versuchsgrundlage.
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5.1.2.1 Beeinflussung des proinflammatorischen Mikroglia-Phinotyps durch rAV17

Das rekombinant hergestellte Cystatin des Nematoden Acanthocheilonema vitae fithrt im
Kulturmedium zu einer zeitabhéngigen Reduktion der untersuchten Mediatoren NO und TNF-a nach
24 Stunden. Die mikrogliale mRNA-Expression der iNOS, der COX-2 und der proinflammatorischen
Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a wird durch rAV 17 ebenfalls nach 24 Stunden reduziert.
Demgegeniiber steigert tAV17 konkret das anti-inflammatorische Potential der Mikrogliazellen,
indem es zu einer deutlichen mRNA-Expressionssteigerung des Zytokins IL-10 fiihrt. Es steigert die
IL-10-Expression sowohl bei ruhenden als auch bei LPS-aktivierten Mikroglia. Diese molekular-
biologische Charakterisierung der Mikrogliareaktion spiegelt sich tendenziell auch in dem
morphologischen Verhalten der rAV17-stimulierten Mikroglia wider. Inwiefern eine Hemmung der
Mikrogliatransformation zu der amdboiden Zellmorphologie jedoch als suffizientes Kriterium zur
Funktionsbeurteilung dieser Zellen verwendet werden kann, steht derzeitig zur Debatte. Neueste
Veroffentlichungen sehen die phénotypische Differenzierung der Mikroglia als entscheidendes
Kriterium an, da Mikroglia mit mikroskopisch monomorphem amdboidem Aussehen, moglicherweise
gravierende Funktionsunterschiede aufweisen konnen [154, 193, 201, 412, 429]. Als priméres Ziel ist
demnach nicht die Aktivierungshemmung der Mikroglia zu verfolgen, sondern die Unterstiitzung
neuroregenerativer/-protektiver Mikrogliafunktionen.

Der Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen Untersuchungen zur LPS-Stimulation von
Mikroglia weist darauf hin, dass die Ergebnisse nicht durch die normale Kinetik LPS-stimulierter
Mikroglia in vitro zustande kommen. Neben der eigenen Positivkontrolle (LPS-stimulierte Mikroglia),
zeigen unabhingige Arbeitsgruppen, dass LPS bei Mikroglia zu einer anhaltend hohen Produktion von
IL-1B, IL-6 und TNF-o0 nach 24 Stunden und zu einer Steigerung der NO-Freisetzung bis zu
72 Stunden nach der Stimulation fiihrt [366, 443, 445-447]. Die mRNA-Expressionsraten von iNOS,
COX-2 und den proinflammatorischen Zytokinen IL-1B und IL-6 zeigen ebenfalls anhaltend hohe
Raten zum 24 Stunden Zeitpunkt [366, 448, 449]. Diese Daten stiitzen die Interpretation der Versuchs-
ergebnisse insofern, als dass die Reduktion der entsprechenden Expressions- und Freisetzungsraten
nach 24 Stunden auf den immunmodulatorischen Effekt des rAV17 zuriickzufiihren sind.

Wie ist der Effekt des Immunmodulators hinsichtlich der in vivo-Situation beim PS einzuschitzen?

Im Rahmen der Parkinsonforschung wird LPS-stimulierten Mikroglia ein neurotoxischer Phénotyp
zugesprochen [428]. Die klassische LPS-Aktivierung fiihrt bei Mikroglia zu einer massiven
Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, IL-1, TNF-a) und NO (— 1.3.2) und gesteigerten
Enzymexpressionen der iNOS und COX-2 [450, 451]. Das Kulturmedium LPS-aktivierter Mikroglia
ist zytotoxisch flir dopaminerge Neuronenkulturen in vitro [369, 452]. Dariiber hinaus bestitigen auch
in vivo-Experimente eine selektive neurotoxische Wirkung von LPS auf die dopaminergen Neurone
der SNpc [308, 318]. Daher kann anhand der konsequenten Reduktion der in dieser Arbeit
untersuchten Faktoren nach LPS-Stimulation und des eindeutigen rAV17-Effekts auf das anti-

inflammatorische IL-10 eine neuroprotektive Wirkung des Immunmodulators vermutet werden. Diese
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Interpretation der Versuchsergebnisse soll im Folgenden in den Kontext der aktuellen
wissenschaftlichen Forschung gestellt und anhand der untersuchten Parameter genauer erldutert
werden:

NO und iNOS: AuBler der iNOS kann der NO-reduzierende Effekt auch durch Beeinflussung der
mikroglialen NADPH-Oxidase vermittelt sein [107, 453]. Da der Immunmodulator rAV17 jedoch
sowohl das NO-produzierende Enzym iNOS als auch den zytotoxischen Mediator NO reduziert, ist
hier ein kausaler Zusammenhang anzunehmen. Experimentelle Parkinsonmodelle sowie post mortem-
Untersuchungen bei Parkinsonpatienten liefern direkte Evidenz fiir die Bedeutung der iNOS und des
NO im Rahmen der Parkinsonpathologie (— 1.3.1). Hochkonzentriert hemmt NO den Komplex I der
mitochondrialen Atmungskette und fithrt so zur mitochondrialen Dysfunktion und zelluldren
Energiekrise der dopaminergen Neurone [204, 211-213]. Des Weiteren bildet NO mit hochreaktiven
Superoxid-Anionen (O,) das zytotoxische Peroxynitrit (ONOQO"), das zahlreiche Makromolekiile
oxidiert bzw. nitriert [214]. Molekularer Marker derartig verdnderter Strukturen ist das 3-Nitrotyrosin
(3-NT), welches als freies 3-NT zu einer signifikanten striatalen Neurodegeneration fiihrt [454]. Im
Parkinson-Tiermodell kommt es 24 Stunden nach der Gabe von MPTP zu einer dramatischen
Erhohung der 3-NT-Konzentration in der SNpc [455]. Als ein betroffenes Makromolekiil haben
immunhistochemische Untersuchungen bei Parkinson-Patienten nitrosative Verdnderungen im
a-Synuclein (N-a-Syn) der LB identifiziert [456, 457]. In vitro-Versuche mit N-o-Syn induzieren
einen neurotoxischen Mikroglia-Phénotyp [194, 300]. Ein anderes Zielmolekiil der Nitrierung ist das
Schliisselenzym der Dopaminsynthese, die Tyrosin-Hydroxylase. Die katalytische Aktivitit der
Tyrosin-Hydroxylase nimmt parallel mit dem Nitrierungsgrad ab [458, 459]. Dariiber hinaus fiihrt die
ibermifige ROS-Produktion an der Mitochondrienmembran zu Lipidperoxidationen, die deren
Permeabilitdtseigenschaften storen und somit die zelluldre Apoptose induzieren [204, 460].

Im Umkehrschluss fiihrt die selektive Inhibition der iNOS und NO-Freisetzung zu einer signifikanten
Reduktion des dopaminergen Zellverlustes im in vitro- und in vivo-Parkinsonmodell [202, 208, 316,
447, 461]. Ein neuroprotektiver Effekt durch genetische Ausschaltung der iNOS findet sich auch bei
anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie der AD [462]. Demnach ldsst auch die rAV17-
bedingte Reduktion der iNOS-mRNA-Expression und der NO-Freisetzung eine Hemmung des
neurodegenerativen Prozesses beim IPS annehmen.

COX-2: Das Enzym COX-2 gilt nach der klassischen Vorstellung als entziindungsunterstiitzend
(proinflammatorisch) [463]. In vitro-Experimente zeigen, dass Stimulanzien wie a-Synuclein, LPS
oder MPP', die mit neurotoxischen Effekten assoziiert werden, zu einer verstirkten COX-2-
Expression in Mikroglia fiihren [218, 221, 223, 366]. Wang und Kollegen (2005) zeigen in
kombinierten Neuronen-Mikroglia-Kulturen, dass das Parkinsontoxin MPP" in beiden Zelltypen zu
einer COX-2-Expressionssteigerung fiihrt. Hierbei ist die Induktion der neuronalen COX-2 von der
Anwesenheit der Mikroglia abhdngig. Die selektive COX-2-Inhibierung fiihrt in der Mikroglia-

Kombinationskultur - nicht jedoch in der angereicherten Neuronenkultur - zu einer Abschwéchung der
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MPP"-vermittelten dopaminergen Neurotoxizitdt [221]. Zum Anderen fiihrt eine COX-2-Inhibition
bzw. genetische COX-2-Ablation zu einer reduzierten Neurodegeneration im in vivo-MPTP-Modell
[220, 224, 225]. Post mortem-Analysen zeigen eine erhdhte COX-2-Expression in aktivierten
Mikroglia der SNpc von Parkinsonpatienten [207].

Die Daten sprechen fiir eine Neurodegeneration-unterstiitzende Bedeutung der mikroglialen COX-2.
Zusétzlich zur Cyclooxigenase-Aktivitit produziert die COX-2 zahlreiche ROS, die den oxidativen
Stress in der SNpc forcieren konnen [220, 224, 464, 465]. Diesen Befunden zufolge, ist die rAV17-
bedingte Reduktion der COX-2-Expressionsrate nach 24 Stunden als neuroprotektiv einzustufen.
Tatséchlich erscheint es jedoch schwierig, ein komplexes System wie das Arachidonsiure-abgeleitete
Mediatorsystem grundsétzlich als pro- oder anti-inflammatorisch zu definieren. Am Ende der COX-2-
Reaktionskette stehen eine Vielzahl verschiedenster Prostaglandintypen und eine ebenso grof3e Anzahl
moglicher Rezeptoren. Die Prostaglandin-vermittelten COX-2-Effekte kommen je nach Stimulus und
den primér betroffenen Zelltypen stark kontextabhingig zustande [464, 466-468]. In Modellen zur
Neurodegeneration, in denen LPS zur Neuroinflammation, Gliaaktivierung und sekundéiren
Neurotoxizitdt fiihrt, verstarkt der PGE,-Rezeptor EP2 beispielsweise die Entziindungsreaktion und
sekunddre Synaptotoxizitit [469-471]. Demgegeniiber vermittelt PGE, tiber EP2 in in vivo-Modellen
zur zerebralen Ischdmie neuroprotektive Effekte [472, 473].

Beim PS scheint die COX-2 generell stirker in Neuronen vertreten zu sein [220, 463, 474], in denen
sie durch die Produktion von ROS und Zytotoxin Dopamin-Chinon fiir das selektive Sterben der
dopaminergen Neurone verantwortlich ist [220, 224, 475]. Insofern kann der neurotoxische Effekt vor
allem der neuronalen COX-2 zuzuschreiben sein [220, 474] und aktivierte Mikroglia kdnnen diesen
Effekt iiber die Induktion der neuronalen COX-2 durch proinflammatorische Metabolite verstirken
[225, 476]. Neuere Studiendaten legen dariiber hinaus die Vermutung nahe, dass die COX-2 in
Mikroglia eher neuroprotektive Effekte vermittelt und vielmehr die COX-1 fiir die pro-
inflammatorischen und neurotoxischen Effekte verantwortlich ist [463, 466-468, 477, 478].

Die eindeutige Interpretation der Ergebnisse zur COX-2 in Mikroglia bedarf offensichtlich weiterer
Untersuchungen dieses vielfiltigen Mediatorsystems, sodass es auch schwer fillt, die rAV17-bedingte
COX-2-Expressionssteigerung nach 6 Stunden eindeutig zu interpretieren.

Proinflammatorische Zytokine: Den Zytokinen IL-1B, IL-6 und TNF-a werden neurotoxische
Effekte im Rahmen der AD, des IPS (— 1.3.2), der MS, der ALS und anderen neurodegenerativen
Erkrankungen zugeschrieben [70, 411]. Epidemiologischen Studien zeigen, dass erhohte IL-6-
Serumwerte mit einem gesteigerten Risiko einhergehen, an Parkinson zu erkranken [479]. Beim PS
kommt es durch die hohe Anzahl aktivierter Mikroglia in der SN und den Selbsterhaltungseffekt der
Mikrogliaaktivierung (circulus vitiosus) zu einer schiadlichen Kombination aus hoher Lokaldosis der
proinflammatorischen Zytokine und einer chronischen Expositionsdauer. Wéhrend interessanterweise
im in vivo-Parkinsonmodell die einmalige Injektion von TNF-a bzw. IL-1 in die SN zu keinen neuro-

degenerativen Verdnderungen fiihrt [317, 480], verursacht demgegeniiber die chronische
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TNF-o-Exposition einen signifikanten Nervenzellverlust in der SN. Dieser wird, dhnlich wie beim
IPS, begleitet von einer Mikrogliaaktivierung und motorischen Dysfunktionen [481, 482]. Dieselbe
Entdeckung wurde auch fiir das IL-1p bestétigt [483]. Neben den physiologischen Funktionen dieser
Zytokine scheint als Nettoeffekt die zytotoxische Komponente beim PS zu iiberwiegen, da
neutralisierende Antikorper gegen IL-1B oder TNF-a die LPS-induzierte Neurodegeneration in vivo
um etwa 50% mildern konnen [240, 365].

Die neurotoxischen Mechanismen der Zytokine beim IPS sind noch groBtenteils Gegenstand neuro-
wissenschaftlicher Forschungen. TNF-a vermag iiber den TNF-a-Rezeptor 1, der eine zytosolische
Todesdomine trigt, einen direkten Apoptosemechanismus in Nervenzellen zu induzieren [484]. Die
dopaminergen Neurone der SNpc von Parkinsonpatienten exprimieren diesen Rezeptor verstérkt [237,
485] und Untersuchungen mit Primérkulturen dopaminerger Neurone bei Mausen bestitigen diesen
direkt-neurotoxischen Mechanismus [240, 348, 486]. Des Weiteren fiihren TNF-o und IL-1B zur
Aktivierung des pro-apoptotischen NF-kB-Signalweges [487-489], der in dopaminergen Neuronen
beim IPS und in Parkinson-Tiermodellen verstarkt aktiviert ist [490-493]. In diesen bewirkt NF-xB als
nukledrer Transkriptionsfaktor eine Induktion der neuronalen NOS, der COX-2 und pro-apoptotischer
Faktoren (z.B. p53) und unterstiitzt auf diese Weise den oxidativen Stress und den nachfolgenden
Zelltod in der SN [220, 332, 481, 491, 494-496]. Der NF-kB-Signalweg nimmt parallel auch eine
Schliisselrolle bei der Mikrogliaaktivierung ein. Zahlreiche Mikrogliaaktivatoren wie LPS [497] oder
Neuromelanin [311] sowie positive feedback-Schleifen der proinflammatorischen Zytokine fithren zur
NF-kB-Aktivierung in den Mikroglia [448, 498]. Der NF-kB-Signalweg induziert in diesen die pro-
inflammatorischen Mediatoren IL-1p, TNF-q, IL-6 und NO sowie die Enzyme iNOS und COX-2
[443, 448, 499-505]. Dieses potenziert die Neuroinflammation und forciert indirekt den oxidativen
Stress in der SN. Eine Hemmung des mikroglialen NF-kB-Signalweges in Zellkulturstudien und im
MPTP-Parkinsonmodell fiihrt zur Reduktion der freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren und
reduziert die Neurodegeneration in der SNpc [502, 505, 506]. Beim PS fiihrt daher vermutlich die
Kombination aus einem circulus vitiosus und positiven Riickkopplungsschleifen zu einer Dys-
regulierung der Mikrogliaaktivierung mit Ausbildung eines neurotoxischen Phénotyps. Fiir die
Hypothese einer dysregulierten Mikrogliareaktion sprechen auch die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um
Lai (2008). Diese konnten im Tiermodell belegen, dass die Neurotoxizitit einer Mikrogliareaktion mit
dem Ausmal} des initialen Schadens im ZNS zunimmt [507].

Einige Autoren fordern daher Wirkstoffe, die nicht hochspezifisch nur ein Enzym hemmen, sondern
eine phinotypische Neudifferenzierung der Mikroglia bewirken. Zu diesem Zwecke sollen diese in
unterschiedliche Regelschleifen eingreifen, ohne dabei die Mikrogliafunktionen im ZNS global zu
blockieren [10, 428]. Der Immunmodulator rAV17 zeigt nach 24 Stunden eine deutliche Reduktion
der angesprochenen Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a. Ein zentraler Mechanismus scheint nach
unseren Befunden dabei die Forderung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 zu sein. Ein

weiterer Hinweis flir das neuroprotektive Potential des Immunmodulators kann die Steigerung der
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IL-1B-Expression in Ruhe sein. Bei nur geringer Storung der ZNS-Homoostase werden dem Zytokin
IL-1B durchaus neuroregenerative Effekte durch die Freisetzung von astrozytiren Neurotrophinen
(z.B. GDNF) zugeschrieben [508, 509]. Dieser protektive Effekt wird durch hohe Zytokindosen
- beispielsweise von IL-6 - im Rahmen stirkerer Storungen des ZNS-Gleichgewichtes offenbar
antagonisiert [510]. Die entsprechend hohe TNF-a-Expression in Ruhe nach 24 Stunden ist vermutlich
am ehesten auf eine Grundaktivierung der Zellkultur zuriickzufiihren, da bereits die Kontrollen eine
abnormal hohe mRNA-Expression aufweisen. Daher wurde der Effekt des Immunmodulators auf LPS-
aktivierte Mikroglia isoliert mit einem t-Test untersucht und zusétzlich die Proteinmenge von TNF-a
im Kulturmedium als MaB fiir dessen Freisetzung bestimmt. TNF-o wird auf Proteinebene eindeutig
reduziert, sodass von einem tatsédchlichen rAV17-Effekt auf TNF-a ausgegangen werden kann.
Anti-inflammatorisches IL-10: Zahlreiche Studien haben sich mit der Suppression der Mikroglia-
aktivierung beschéftigt, wiahrend nur wenige darauf zielen, das neuroprotektive Potential dieser Zellen
zu verstarken. Aufler Wachstumsfaktoren wie dem GDNF spielt das IL-10 eine entscheidende Rolle
bei der Neuroprotektion im Rahmen zahlreicher ZNS-Pathologien [252, 253, 261, 511]. IL-10
reduziert die Neurodegeneration in LPS- und 6-OHDA-Modellen zur Parkinson-Erkrankung [258,
261]. In vitro-Experimente LPS-aktivierter Mikroglia zeigen, dass IL-10 die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen und die Expression der COX-2 hemmt [262, 263, 512]. Ein
entscheidender Mechanismus hierbei ist die Inhibition des mikroglialen NF-kB-Signalweges [259,
513]. Des Weiteren reduziert IL-10 die Freisetzung extrazelluldrer ROS, indem es die mikrogliale
iNOS und NADPH-Oxidase hemmt [260, 263, 512]. Die Tatsache, dass die transgene IL-10-
Uberexpression in der SN einen neuroprotektiven Effekt im 6-OHDA-Modell vermittelt [261], spricht
fiir die Hypothese, dass sich auch die rAV17-induzierte Steigerung der IL-10-mRNA-Expression bei
ruhenden und LPS-aktivierten Mikroglia neuroprotektiv auswirkt.

Basierend auf der Hypothese, das ein Teil der Vulnerabilitit der SN-Neurone durch die hohe Dichte an
Mikroglia in der SN verursacht wird [318], kann IL-10 durch Hemmung der chemotaktischen
Rekrutierung weiterer Mikroglia bzw. peripherer Immunzellen zur Neuroprotektion beitragen [299,
514-516]. Arimoto und Kollegen (2007) zeigen, dass die kontinuierliche exogene IL-10-Zufuhr nach
LPS-Injektion in die SN zu einer deutlich geringeren Anzahl aktivierter Mikroglia vor Ort fiihrt [258].
AuBer dieser indirekten Neuroprotektion {iber die Modulation der Mikrogliareaktion blockiert IL-10
nach neueren Untersuchungen auch direkt die Neuroapoptose in Nervenzellen, indem es die
Expression anti-apoptotischer Faktoren wie Bcl-2 induziert und gleichzeitig pro-apoptotische
Mechanismen wie die Caspase 3-Aktivierung oder Cytochrom-c-Freisetzung hemmt [245, 246, 252,
258, 517, 518].

Zusammengefasst ergeben diese Ergebnisse eine Parallele zu den ontogenetisch verwandten
Monozyten, bei welchen rAV17 iiber IL-10 die Differenzierung zum anti-inflammatorischen M2-
Phinotyp unterstiitzt [418, 419, 519]. Dieser wird assoziiert mit einer Ty2-Zell-Immunreaktion,

der Phagozytose von Zelldebris, der Expression anti-inflammatorischer Molekiile und der
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Unterstiitzung der Gewebereparatur und -regeneration. M2-Makrophagen, spezifische T,,-Zellen und
eine Ty2-Dominanz finden sich gehduft im Rahmen von Helminthen-Infektionen und gehen mit
verringerten allergischen und autoimmunen Immunreaktionen des Wirts einher [520-522].
Effektormolekiile dieser Immunmodulation sind parasitidre Sekretionsprodukte wie das (r)AV17 und
das IL-10 (— 1.5.1).

Vor diesem Hintergrund kritisieren Khandelwal und Kollegen (2011) den Einsatz Mikroglia-
hemmender Substanzen. Sie diskutieren, dass eine mogliche Ursache fiir den limitierten Erfolg ,,anti-
inflammatorischer” Pharmaka bei neurodegenerativen Erkrankungen - wie dem IPS und der AD - die
AuBerachtlassung neuroprotektiver Kapazititen sein kann [411]. Die erhohten IL-10-Serumspiegel bei
Parkinsonpatienten [523] konnen Ausdruck eben dieser physiologischen Anstrengung des Organismus
gegeniiber der Neuroinflammation sein. Dariiber hinaus geht auch die klinische Symptombesserung
bei Parkinsonpatienten mit einer Erhdhung des IL-10-Serumspiegels einher [524]. Der therapeutische
Ansatz einer Immunmodulation liefert mit rAV17 eine natiirliche Substanz, welche sowohl
proinflammatorische Mediatoren hemmt und mit IL-10 zeitgleich die anti-inflammatorischen
Mechanismen der Mikroglia unterstiitzt.

Dass rAV17 die IL-10-Expression bereits in Ruhe steigert, wurde auch fiir Makrophagen gezeigt
[419, 525] und kann fiir die Parkinsonpathologie von besonderer Bedeutung sein. Wihrend die genaue
Atiologie dieser Erkrankung weiterhin unklar ist, sprechen Untersuchungen an Tiermodellen fiir eine
Lmmunsensitivierungs-Theorie* der Neurodegeneration [526-528]. Demnach kdnnen systemische
Erkrankungen im Laufe des Lebens zu einer Sensitivierung der SN-Neurone im Hinblick auf
nachfolgende Umwelttoxin-Expositionen fithren, indem sie zu einer Art Voraktivierung (engl.
priming) der Mikroglia fiihren. Purisai und Kollegen (2007) zeigen, dass die in vivo-Exposition der
SN-Neurone mit einer nicht-toxischen Dosis des Umwelttoxins Paraquat zu keinen neuro-
degenerativen Veranderungen fiihrt, wihrend die Voraktivierung der Mikroglia mit einer ebenfalls
nicht-toxischen LPS-Dosis bei derselben Paraquatdosis den Untergang von Nervenzellen bedingt. Die
Inhibition der proinflammatorischen Voraktivierung der Mikroglia hebt diesen Effekt auf [527, 528].
Die Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass die periphere Applikation von LPS tatsdchlich zu einer
Mikrogliaaktivierung in der SN fiihrt [309] und die proinflammatorischen Reaktionen von Mikroglia
auf Substanzen wie extrazellulires a-Synuclein nach peripherer LPS-Gabe deutlich starker ausfallen
[478]. Eine rAVI17-bedingte IL-10-Steigerung in Ruhe kann moglicherweise den anti-
inflammatorischen Phénotyp der Mikroglia unterstiitzen und auf diese Weise einer proinflam-
matorischen Voraktivierung durch periphere Immunreaktionen und Umwelttoxine (prophylaktisch)

entgegenwirken.
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5.1.2.2 rAV17 beeinflusst immunologisch relevante Signalkaskaden aktivierter Mikroglia
Evidenz fiir die Bedeutung des NF-kB-Signalweges im Rahmen der Neurodegeneration wurde bereits
im Zusammenhang mit den Zytokinen geliefert (— 5.1.2.1). Zahlreiche Studien zeigen durch die
Hemmung dieses Signalweges eine Reduktion der proinflammatorischen Mikrogliaantwort und einen
neuroprotektiven Effekt im in vitro- [21, 67, 311, 448] und in vivo-Parkinsonmodell [502, 505, 506,
529]. Der Immunmodulator rAV17 blockiert unter LPS-Stress eindriicklich die Translokation des
NF-kB-Transkriptionsfaktors in den Zellkern der Mikroglia, sodass potentielle neuroprotektive Effekte
des rAV 17 offensichtlich {iber diesen Signalweg vermittelt werden.

Uber die Oberflichenrezeptoren und die zelluldren Signalwege des rAV17 ist noch wenig bekannt
[418]. Allerdings ldsst die Kinetik der IL-10-Expression in dieser Arbeit einen rAV17-abhidngigen
indirekten Inhibitionsmechanismus tliber IL-10 vermuten, welcher in vielerlei Hinsicht die Ergebnisse
dieser Arbeit erkldren kann. Mikroglia besitzen auf ihrer Zelloberfliche IL-10-Rezeptoren (IL-10-R)
und eine Vorstellung iiber den immunregulierenden IL-10-Mechanismus ist die autokrine Inhibition
derselbigen iiber eine negative IL-10-feedback-Schleife [530]. IL-10 hemmt in Mikroglia bzw. den
verwandten Monozyten den NF-KB-Signalweg [259, 516, 531, 532]. Die rAV17-bedingte Aktivierung
dieser indirekten IL-10-Regelschleife kann ein Erklarungsmodell fir die verzogerte Reduktion der
proinflammatorischen Mediatoren nach erst 24 Stunden sein.

Die Regulation der einzelnen Mediatoren ist jedoch weitaus komplexer, als dass diese durch einen
einzigen Signalweg erklart werden kann. Eine Inhibition des ERK-Signalweges wird ebenfalls mit
neuroprotektiven Effekten assoziiert und reduziert die proinflammatorischen Mikrogliamediatoren im
in vitro-[67, 439, 448, 533] und in vivo-Parkinsonmodell [534, 535]. Der Immunmodulator vermag
nach 15-miniitiger Stimulationszeit die transiente ERK1/2-Phosphorylierung zu reduzieren, sodass
auch dieser Signalweg als potentieller Vermittler mdglicher neuroprotektiver Effekte von rAV17 in
Frage kommt. Als Parallele zu den eigenen Ergebnissen fithrt rAV17 bei den ontogenetisch
verwandten Makrophagen zu einer pERK1/2-abhéngigen frithen Steigerung der IL-10-Expression und
zur nachfolgenden ERK1/2-Hemmung [419, 525]. Diese Immunmodulation der Makrophagen geht
mit reduzierten allergischen Entziindungsreaktionen in Tiermodellen zur Asthmaerkrankung einher
[418]. Die mathematische Modellierung der rAV17-Effekte bei Makrophagen spricht fiir einen
negativen Riickkopplungsmechanismus auf den ERK-Signalweg iiber IL-10 und sogenannte DUSPs
(dual specificity phosphatases) [525]. DUSPs und SOCS (suppressor of cytocine signaling)-Proteine
stellen zelluldire Regulatoren der IL-10-Riickkopplung dar, indem sie den fiir Zytokine relevanten
NF-kB-Signalweg und moglicherweise die MAPK-Signalwege hemmen [525, 536-538]. Auch in
dieser Dissertationsarbeit kommt es tendenziell zu einer initialen Aktivierung des ERKI1/2-
Signalweges nach 10 Minuten und zu einer frilhen Expressionssteigerung der IL-10-mRNA.
Allerdings sind die ERK-Untersuchungen nach 10 Minuten aufgrund der hohen Kontrollaktivierung

und der groBen Streuung der Versuchswerte nur eingeschriankt aussagekréftig.
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Aufler den hemmenden Effekten einer IL-10-Riickkopplung auf proinflammatorische Signalwegs-
muster sind positive Riickkopplungseffekte auf die eigene IL-10-Expression beschrieben [537, 539].
Diese konnen den erneuten Anstieg der IL-10-Expression druch rAV17 nach 24 Stunden bei LPS-
aktivierten Mikroglia erkliren und Ausdruck einer anhaltenden Aktivierung der negativen
Riickkopplungsschleife sein. Die beschriebenen Experimente bei Makrophagen zeigen, dass eine
initiale pERK 1/2-Aktivierung differenziert betrachtet werden muss, obgleich eine pERK 1/2-Inhibition
bei Mikroglia im Allgemeinen mit neuroprotektiven Effekten assoziiert wird. Fiir diese These
sprechen auch die Ergebnisse von Merighi und Kollegen (2011). Diese untersuchten den Einfluss von
Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten (CBA) bei LPS-stimulierten Mikroglia. CBA vermitteln bei
Mikroglia pERK1/2-abhédngige neuroprotektive Effekte iiber IL-10 [540, 541]. Wéhrend CBA bei
ruhenden Mikroglia den ERK1/2-Signalweg aktivieren, bewirkt die Zugabe von LPS eine verzogerte
Hemmung der initialen pERK1/2-Aktivierung iliber einen NO-abhingigen Mechanismus [542]. Das
intrazellulire NO scheint ein wichtiger Regulator des ERK1/2-Signalweges zu sein [542], sodass
auler den DUSPs und SOCS-Proteinen - fiir eine eher ldngerfristige Regulation - das kurzlebige NO
die Deaktivierung der initialen ERK1/2-Phosphorylierung vermitteln kann. Merighi und Kollegen
sehen in ihren Ergebnissen eine Form der Immunregulation, indem erst bei Zugabe eines zweiten, pro-
inflammatorischen Stimulus die Uberaktivierung der Mikroglia durch Hemmung des ERK1/2-
Signalweges verhindert wird. Tatsdchlich zeigen Untersuchungen, dass nur eine anhaltende Toxin-
induzierte ERK-Aktivierung neurotoxische Effekte vermittelt, wihrend eine transiente ERK-
Aktivierung eher das Uberleben von Nervenzellen fordert [543]. Die geschilderten Befunde sollen
verdeutlichen, dass eine frilhe Aktivierung des ERKI1/2-Signalweges keinesfalls einer
neuroprotektiven Wirkung des Immunmodulators widersprechen muss.

Zusammengefasst liegen auch auf der Signalwegsebene eindeutige Hinweise fiir ein neuroprotektives
Potential des Immunmodulators rAV17 vor. Dieser blockiert die NF-kB-Translokation und inhibiert
zeitabhiangig den MAPK-Signalweg bei Zugabe von LPS. Die beschriebenen Signalwege lassen
diesbeziiglich eine immunregulierende Funktion des IL-10 vermuten. Fiir den ERK1/2-Signalweg ist
in Monozyten / Mikroglia eine friihe Regulation der IL-10 Genexpression beschrieben [419, 540, 541,
544, 545], sodass die rAV17-bedingte Steigerung der IL-10-Expression iiber die frithe Aktivierung des
ERK1/2-Signalweges in den Mikroglia zustande kommen kann und nachfolgend im Sinne einer
negativen Riickkopplungsschleife die Hemmung des ERK1/2- und NF-kB-Signalweges bedingt.

Wenn auch der tatséchliche Wirkmechanismus noch komplexer ist, sprechen die Ergebnisse dieser
Arbeit fiir eine phénotypische Neudifferenzierung der LPS-aktivierten Mikroglia duch rAV17 hin zu
einem echer anti-inflammatorischen Phinotyp. Die Hypothese iiber den zentralen Wirkmechanismus
des parasitiren Immunmodulators rAV17 bei LPS-aktivierten neurotoxischen Mikroglia ist die Unter-
stiitzung eines natiirlichen Immunregulationsmechanismus tiber das anti-inflammatorische IL-10.

Die grafische Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit zeigt Abbildung 14 im Uberblick.
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Abbildung 14: Zusammenfassende Darstellung eines moglichen Erklirungsmodells der Effekte von
rAV17 bei LPS-aktivierten Mikroglia. Die Unterstiitzung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
stellt eine physiologische Form der Immunregulation dar. Moglicherweise aktiviert rAV17 iiber einen
bisher unbekannten Rezeptor eine ERK1/2-abhédngige frithe IL-10-Expression. Diese aktiviert eine
autokrine Riickkopplungsschleife iiber den IL-10-Rezeptor (IL-10-R) und bewirkt auf diese Weise die
sekunddre Hemmung des NF-xB-Signalweges und der MAPK-Signalkaskaden. Mogliche Regulatoren
hierbei konnen die DUSPs und SOCS sein. Hochstwahrscheinlich sind die exakten zelluldren
Mechanismen weitaus komplexer (angedeutet durch gestrichelte griine Linie). Die Neuorientierung
mikroglialer Zellfunktionen auf mehreren Ebenen durch rAV17 spricht fiir einen anti-inflammatorischen
Phénotypen-switch. AuBler der Beeinflussung mikroglialer Zellfunktionen hemmt IL-10 direkt die
Neuroapoptose in den dopaminergen Neuronen der SNpc.

DOPAMINERGES NEURON
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5.1.2.3 Relativierung der Ergebnisse

Im Allgemeinen gelten Kulturversuche als eine enorme Simplifizierung der weitaus komplexeren
Situation in vivo, sodass die Ergebnisse dieser Arbeit allenfalls als ein Hinweis auf das neuro-
protektive Potential des Immunmodulators rAV17 im Rahmen des IPS zu verstehen sind.

Schmid und Kollegen (2009) demonstrieren mittels differenzierten Genexpressions-Analysen
deutliche Unterschiede zwischen kultivierten und in vivo-Mikrogliazellen [546] und auch die
Abstammung der Mikrogliazellen hat einen deutlichen Einfluss auf die Versuchsergebnisse im LPS-
Modell [547]. Methodische Unterschiede zu Versuchen mit dhnlicher Fragestellung bestehen dariiber
hinaus in der eingesetzten Menge LPS zur Mikrogliastimulation, der Konzentration des untersuchten
Molekiils, der Stimulationszeit et cetera. Demzufolge ist der Vergleich mit den Ergebnissen dhnlicher
Versuchsansitze hinsichtlich der Frage eines neuroprotektiven Potentials von rAV17 schwierig. Ein
entscheidender methodischer Unterschied zu verwandten Untersuchungen an LPS-stimulierten
Mikroglia besteht in deren Vorbehandlung der Mikroglia mit dem zu untersuchenden Reagenz. In
dieser Arbeit wurden die Mikrogliazellen gleichzeitig mit LPS und dem zu untersuchenden Reagenz
(rAV17) stimuliert (Ausnahme: Western-Blot-Versuche), da dieses eher der physiologischen Situation
in vivo entspricht. Dennoch ist auch dieser methodische Faktor fiir die zeitlich verzogerten Effekte
unter TAV17 nach erst 24 Stunden in Betracht zu ziehen, wihrend entsprechende Experimente an
vorbehandelten Mikroglia hdufig bereits Effekte nach 6 Stunden zeigen [439, 448].

Eine weitere Einschrinkung dieser Arbeit besteht in der Untersuchung von mRNA-Genexpressionen,
welche keine post-translationalen Modifikationen beriicksichtigen (Ausnahme: NO und TNF-a). Die
tendenziell tibereinstimmenden Ergebnisse der Parameter iNOS-mRNA/NO und TNF-a-mRNA/TNF-

a-Protein sprechen jedoch fiir eine hinreichende Genauigkeit der gezogenen Schlussfolgerungen.

5.2  Ausblick: rAV17 als potentielles Therapeutikum

Der moderate Erfolg der bisherigen ,,anti-inflammatorischen” Therapie beim IPS fiihrte zu der
Therapievorstellung einer Immunmodulation, bei der die Wirkstoffe {iber einen multi-strategischen
Wirkmechanismus die Neuroinflammation reduzieren und gleichzeitig das physiologische Potential
zur Neuroregeneration im ZNS erhalten bzw. unterstiitzen [10, 169, 193, 398, 411, 412]. Anhand der
in vitro-Versuche dieser Arbeit kann angenommen werden, dass der parasitire Immunmodulator
rAV17 zu einer Neuorganisation zahlreicher Mikrogliafunktionen fiihrt. Die konsequente Reduktion
proinflammatorischer Mediatoren und Enzyme und die gleichzeitige Stirkung des anti-
ininflammatorischen Zytokins IL-10 in Ruhe und unter LPS-Konfrontation liefern starke Hinweise auf
eine neuroprotektive Phénotypendifferenzieung der Mikroglia. Diese Hypothese wird maBgeblich
durch die Untersuchungen mit rAV17 an den ontogenetisch verwandten peripheren Monozyten
gestiitzt. Hier induziert rAV17 in &hnlicher Weise den anti-inflammatorischen und gewebe-
regenerativen M2-Phénotyp der Makrophagen [418, 4,19, 519] und reduziert auf diese Weise iiber-

schieende und unkontrollierte Immunreaktionen in Tiermodellen zur Allergie und Kolitis (— 1.5.1).
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Dartiber hinaus sind vorteilhafte Effekte beim Menschen und bei Tieren durch Helminthen-Infektionen
beschrieben, indem diese eine eher anti-inflammatorische T,,-Ty2-T-Zellantwort induzieren und
somit allergische und autoimmune Reaktionen dimpfen [415, 416, 418, 522, 548-550].
Immunmodulatoren wie tAV17 sind (z.B. iiber IL-10) entscheidend an derartigen Verdnderungen
beteiligt [416, 418] und es ist vorstellbar, dass sich rAV17 auf diese Weise auch vorteilhaft auf die
neurotoxische Ty1-Ty17-Dominanz in der SN beim IPS (— 1.3.2) aufwirken kann. Insbesondere
Teg-Zellen sind mit zahl-reichen neuroprotektiven Effekten im Rahmen des PS assoziiert, sodass ein
aktueller Ansatz zur Immunmodulation in dem adoptiven Transfer speziell aktivierter T,,-Zellen
besteht [298, 551, 552]. Demnach kann rAV17 moglicherweise vor dem Hintergrund eines multi-
strategischen Ansatzes nicht nur den mikroglialen Phénotyp modulieren, sondern in zahlreiche
Schaltstellen der Immunregulation eingreifen. Ein derart umfassender Effekt des Immunmodulators
rAV17 auf den gesamten Immunstatus wird besser nachvollziehbar, wenn man bedenkt, dass sich
dieses natiirliche Regulationspeptid in jahrelanger Koevolution von Wirt und Parasit entwickelt hat.
Zusammengenommen liefern die FErgebnisse dieser Arbeit und die Hinweise aus anderen
Arbeitsgruppen ausreichende Evidenz fiir die weitere Erforschung des rAV17.

Interessanterweise zeigen die Effekte von rAV17 deutliche Parallelen zu den klinisch bereits
erfolgreich angewandten PPAR-Immunmodulatoren, die das anti-inflammatorischen Potential von
Mikroglia {iber IL-10 férdern und die proinflammatorischen Zytokine, die ROS, die COX-2 und den
NF-kB-Signalweg hemmen [412].

Die weitere Evaluierung des neuroprotektiven Potentials von rAV17 kann in dessen Anwendung bei
humanen Mikroglia, in Neuronen-Mikroglia-Mischkulturen oder in in vivo-Tiermodellen zur
Parkinsonerkrankung bestehen. Fiir die in vivo-Anwendung spricht das differenzierte Wirkspektrum
des Immunmodulators rAV17. Dariiber hinaus sollten sich weitere Arbeiten mit moglichen
Applikationsformen und pharmakokinetischen Eigenschaften des rAV 17 beschiftigen.

Neuste Untersuchungen (2012) zeigen bereits den erfolgreichen Einsatz einer parasitdren Immun-
modulation bei der Multiplen Sklerose (MS). Die Administration parasitdrer Inmunmodulatoren in die
Peritonealhdhle von Méusen zeigt eine signifikante klinische Besserung im experimentellen MS-
Modell [553]. Dariiber hinaus wurde eine immunmodulatorische Wurmtherapie (Phase-1-Studie) mit
dem nicht-humanpathogenen Schweinepeitschenwurm (7richuris suis) kiirzlich bei ersten MS-
Patienten angewandt. Die Therapie zeigt einen positiven Effekt auf die schidliche Tyl-Ty17-
Dominanz dieser Erkrankung, erhéhte Serumwerte der anti-inflammatorischen Zytokine IL-4 und
IL-10 und eine Reduktion akuter Krankheitsherde im ZNS (Gadolinium-anreichender Lésionen im
MRT) [554, 555].

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Aktualitdt der in dieser Arbeit untersuchten Mechanismen und
sprechen fiir eine Weiterverfolgung des immunmodulatorischen Therapieansatzes als eine neuartige

Variante der bisher nur méBig erfolgreichen anti-inflammatorischen Therapie.
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6 Zusammenfassung

Neurodegenerative Erkrankungen werden im Zuge der demografischen Entwicklung eine stark
zunehmende klinische und gesundheitsokonomische Bedeutung erfahren. Das IPS stellt die zweit-
héufigste Erkrankung aus diesem Formenkreis dar und geht aus medizinischen Gesichtspunkten mit
einem hohen subjektiven Leidensdruck einher.

Morphologisches Korrelat dieser Erkrankung ist der Untergang einer speziellen Neuronenpopulation
in der SNpc, was zu den Kardinalsymptomen der Parkinsonerkrankung - Rigor, Tremor, Akinese und
posturale Instabilitit - fiihrt. Die detaillierte Betrachtung zeigt degenerative Prozesse in weiteren
Hirnarealen und ausgepriagte nicht-motorische Symptome. Derzeitige Therapicoptionen sind
ausschlieBlich symptomatischer Natur und fithren nach einiger Zeit zu relevanten Nebenwirkungen.
Dariiber hinaus setzt die Therapie zu einem Zeitpunkt ein, zu welchem bereits 50-70% der
dopaminergen Neurone in der SNpc untergegangen sind. Trotz modernster Diagnoseinstrumente, die
den Degenerationsprozess bereits vor der eigentlichen Symptomprasentation aufdecken konnten, fehlt
es weiterhin an Therapieoptionen, die die Krankheitsprogression authalten konnen.

Ein zentrales Pathologiemerkmal des IPS und Ansatz therapeutischer Bemiithungen ist die begleitende
Neuroinflammation. Wihrend die Atiologie des IPS weiterhin unklar bleibt, wird der Neuro-
inflammationsprozess maB3geblich fiir die chronische Progression des IPS verantwortlich gemacht. Das
zentrale Element der Neuroinflammation stellen die Mikrogliazellen dar. Diese unterhalten {iber die
exzessive Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und reaktiver Sauerstoffspezies den
Degenerationsprozess in der SNpc und werden nachfolgend durch Bestandteile der absterbenden
dopaminergen Neurone reaktiviert. Daher beschiftigen sich therapeutische Bemiihungen mit der
Unterbrechung dieses circulus vitiosus.

Eine Neuerung auf dem Gebiet der anti-inflammatorischen Therapiestrategie besteht in der
zunehmenden Beriicksichtigung der neuroprotektiven Kapazititen des ZNS. Aktivierte Mikroglia-
zellen scheinen in Abhidngigkeit ihres Umgebungsmilieus eher neuroregenerative oder neurotoxische
Funktionen vermitteln zu konnen. Der Therapieansatz einer Immunmodulation beabsichtigt die neuro-
toxische Mikrogliaaktivierung im Rahmen des IPS in einen neuroregenerativen Phénotyp zuriick-
zufiihren. Auf der Suche nach derartigen Substanzen wurde in dieser Arbeit der natiirliche Immun-
modulator rAV17 des Nematoden Acanthocheilonema vitae untersucht. Parasitdre Immunmodulatoren
stellen eine Form der Immunevasion dar, indem sie das sie attackierende Wirts-Immunsystem
dahingehend modulieren, dass es ihre chronische Persistenz toleriert. Die Idee dieser Arbeit bestand in
der Transformation dieses natlirlichen Immunevasionsmechanismus auf den Mikroglia-vermittelten
Neuroinflammationsvorgang im Rahmen des IPS. Dazu wurde der Einfluss des Immunmodulators auf
in vitro isolierte Mikrogliazellen im kiinstlichen LPS-Entziindungsmodell untersucht. Die Ergebnisse
zeigen eine zeitabhingige, aber konsequente Reduktion zahlreicher Mediatoren und Enzyme, welche
mit neurotoxischen Effekten beim IPS assoziiert werden. RAV17 reduzierte nach 24 Stunden die

mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine (IL-1f, IL-6, TNF-a) und der Enzyme iNOS
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und COX-2. Dariiber hinaus reduziert rAV17 die Freisetzung von TNF-o und NO und blockierte
entscheidende Signalwege der Neuroinflammation (NF-kB- und ERK1/2-Signalweg). Demgegeniiber
steigerte rAV17 die mRNA-Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10.

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass rAV17 die LPS-induzierte neurotoxische Mikroglia-
aktivierung in einen eher neuroprotektiven Phinotyp iiberfiihrt. Diese Interpretation steht im Einklang
mit den Untersuchungen an den ontogenetisch verwandten Makrophagen, bei welchen rAV17 zur
Induktion des geweberegenerativen M2-Phénotyps beitrdgt. Gemeinsam mit der Modulation des
Helferzellverhiltnisses fiihrt die Immunmodulation {iber rAV17 dort zur Verbesserung pathologischer
Immunsituationen im Tiermodell zur Allergie und Kolitis.

Zusammengefasst stellt die immunmodulatorische Therapiestrategie des IPS ein gleichermafen
herausforderndes wie vielversprechendes Therapickonzept dar. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern
ausreichend Hinweise fiir die weitere Evaluierung des parasitdren Immunmodulators rAV17 im

experimentellen Tiermodell zur Parkinsonerkrankung.
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