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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Schutzdig mit MKM [+] vorbehandelten
Astrozyten auch gegeniber oxidativem Stress bestierddurch Sodiumnitroprussid (SNP)
ausgelost wurde (Abb. 18 A). Die Zellen in den Kohén waren bei einer Konzentration von
800 uM SNP nahezu vollstandig zerstort (13 %), wglgen die Zellen, die mit MKM [+] und
auch mit MKM [-]+LPS behandelt worden waren, noelativ hohe Vitalitatsraten aufwiesen
(83 %). Fur die Behandlung der Zellen mit Trimegyh (TMT) gilt anderes. Hier hatten die
mit MKM [+] vorbehandelten Astrozyten keinen erhéhtSchutz (Abb. 18 B).
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Abb. 18 Effekt von Sodiumnitroprussid (SNPA) und Trimethylzinn (TMT)B) auf die Vitalitat der
Astrozyten nach Vorbehandlung mit normalem Wachstaadium (Kontrolle), konditioniertem
Medium ruhender Mikroglia (MKM [-]), oder mit LPSevsetzt (MKM [-] + LPS), mit LPS alleine oder
mit konditioniertem Medium LPS-stimulierter Mikragl(MKM [+]). Die mit MKM [+] vorbehandelten
Astrozyten weisen gegeniber oxidativem Stress,ddech SNP verursacht wurde, eine signifikant
hohere Resistenz auf als die Zellen in den KornolBei TMT erbrachte die MKM [+]-Vorbehandlung
keine erhdhte Resistenz. Jedes Symbol repraseddielittelwert £ SEM aus = 3-4 unabhangigen
Experimenten (auf3er 1500 uM TMi= 2, 500 pvin = 5). ***/888/+++/###P < 0,001, **/88/++/#HP

< 0,01, */8/+/#P < 0,05; * vs. Kontrolle, § vs. LPS, + vs MKM[# vs. MKM[-]+LPS, (ANOVA,
gefolgt von Tukey-Kramer-Test).
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3.3.5.Einfluss der Mikrogliaaktivierung auf andere mit H202behandelte Zellarten

Die bisher nachgewiesene protektive Wirkung vonvadter Mikroglia bezog sich stets auf
reine Astrozytenkulturen. Es stellte sich die Frageder protektive Effekt auch bei anderen
Zellarten auftritt. Dazu wurde eine Reihe von Vetsn durchgefihrt, die drei andere Zellarten
ins Visier nahmen: Mikrogliazellen selbst, Glioli@szellen (Zelllinie C6) und
Neuroblastomzellen (Zelllinie B104).

Es stellte sich heraus, dass bei den C6-Tumorzékem protektiver Effekt nachgewiesen
werden konnte. Die mit MKM[+] behandelten Zellenttka im Gegenteil die geringsten
Uberlebenschancen. Der kxVert der unbehandelten Glioblastomzellen (Kongolag bei
einer BO,-Konzentration von etwa 135 pM, wohingegen die eteltlie mit MKM [-] +LPS
und MKM [+] behandelt wurden, nur einen &@Vert von etwa 125 uM vorweisen kdnnen
(Abb. 19 A).

Ein ahnliches Ergebnis wurde fir die Neuroblastdleme(B104) festgestellt. Auch diese
Tumorzellen wiesen im Gegensatz zu normalen Zéddne erhohten Uberlebensraten nach
der Behandlung mit Medium von aktivierter Mikrog(ldKM [+]) auf. Die EGse-Werte lagen
tendentiell sogar niedriger (59 uM) als in den Kolén (99 uM) (Abb. 19 B).

Mikrogliazellen profitierten von einer Aktivierunglurch LPS jedoch auch selbst wie
Abbildung 19 C verdeutlicht. Sie erhdhten so ihigere Resistenz gegeniiber oxidativem
Stress. Man erkennt, dass alle Wege der Vorbehagdtirekt mit LPS, MKM [-] +LPS und
MKM [+] zu einem nahezu gleich guten Schutz gegemnidxidativem Stress fiihrten. Im
Vergleich zu den Kontrollen (EcWert 60 uM) wiesen die Zellen nach einer Behandiumitg
LPS (EGo 240 pM), MKM [+] (EGso 200 pM) und MKM [-] +LPS (EG 220 uM) eine

deutliche Resistenzerhéhung gegenlber oxidativeessauf.
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Abb. 19 Protektive Wirkung bei anderen Zellartdédie Behandlung von Glioblastomzell¢A) und
NeuroblastomzellefB) mit MKM [+] bewirkte bei diesen Zellen keine eriiéHResistenz gegenlber
oxidativem Stress durch.B.. Anders bei MikrogliaC), hier konnte der protektive Effekt deutlich
nachgewiesen werden. Jedes Symbol reprasentiertMigelwert + SEM aus 3 unabhéngigen
Experimenten (A: aul3er 640 und 40 M= 2; B: auRer 40 uM = 2; C: alle Werten = 7).
***[888/+++/### P < 0,001, **/88/++/##P < 0,01, */8/+/#P < 0,05; * vs. Kontrolle, § vs. LPS, + vs
MKM[-], # vs. MKM[-]+LPS, (ANOVA, gefolgt von TukeyKramer-Test).
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4 Diskussion

Viele neuropathologische Veranderungen sind Folgetziadlicher Mechanismen
einschlie3lich oxidativem Stress auf zellularer igheDies zeigt sich in der Regel an einer
Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten. Die Bedeng dieser Aktivierung und der
Interaktionen zwischen den Zellen fur das pathogseiee Geschehen sind bis heute nicht
umfassend geklart. Im Rahmen dieser Arbeit solttensucht werden, welche Bedeutung eine

Mikrogliaaktivierung flir den Umgang der Astrozyteit oxidativem Stress hat.

4.1. Charakterisierung des in vitro-Modells

4.1.1.Vorteile von in vitro-Systemen

Bei der Arbeit mit einem Zellkulturmodell gibt egele Vorteile: Die zu untersuchenden Zellen
sind gut zu charakterisieren, kénnen z.T. bei Bedimgefroren oder aufgetaut werden und
separat voneinander behandelt werden, so dass didets Effekte den Zelltypen gut
zuzuordnen sind. Je nachdem welcher Zelltyp gewomwmerden soll, liegt bei Ratten der
optimale Zeitpunkt zur Gewinnung von Zellen aus d€ortex und den meisten anderen

Hirnregionen zwischen 2-3 Tagen pra- und 2-3 Tagestnatal (Lim und Bosch, 1990).

4.1.2.Reinheitsgrad

Fur die Versuche wurden Primarkulturen von Mikraglind Astrozyten aus den Gehirnen
neugeborener Wistar-Ratten verwendet, wobei dieroagten nach Aufreinigung und
Subkultur mit Mikroglia-konditioniertem Medium betdelt wurden, um herauszufinden, ob
aktivierte Mikroglia das Verhalten von Astrozyteeggniber oxidativem Stress verandert. Um
auszuschlie3en, dass andere Zellen ursachlichimdgendeiner Art von Bedeutung flir den
protektiven Effekt waren, wurde Wert auf eine h&tenheit der Kulturen gelegt. Chang et al.
(2000), die mit nicht aufgereinigten primaren GdiBlzulturen arbeiteten, konnten mittels
immunzytochemischer Farbungen 65 % der Zellen ddechastrozyten-spezifischen GFAP-
Antikdrper darstellen und 30 % der Zellen als Midra mit dem F4/80-Antikorper
identifizieren. Um einen hohen Reinheitsgrad urnsiétdturen zu erreichen, erfolgte in dieser
Arbeit die Praparation der Kulturen nach der Methodn McCarthy und DeVellis (1980),
wobei die Zellen verschiedenen Behandlungen ungerzavurden: Mittels Schutteln der Zellen

Uber Nacht konnten Oligodendrozyten entfernt werdeim das Wachstum schnell
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proliferierender Zellen wie Fibroblasten zu untéaken, erfolgte eine 4-tagige Behandlung
der Kulturen mit der anti-mitotischen Substanz FDWnschlielend wurden die
Astrozytenkulturen durch eine zehnminitige Praathg (,Preplating) von Mikroglia
befreit. In den aufgereinigten Kulturen betrug demteil von Mikroglia ~ 0,5 %, der
Oligodendrozyten ~ 1 %, der Neurone ~ 2 % und ddroxyten ~ 96,5 %. Die im Vergleich
zur Primarkultur deutlich héhere Zahl der Astronytieckt sich auch mit den Angaben anderer
Gruppen, die mit der Methode von McCarthy und Dé¥arbeiteten. Kim und Tauber (1996)
geben den Reinheitsgrad ihrer Astrozytenkulturem 90 % an. Viviani et al. (1998)
erreichten mit der gleichen Methode einen Reingeiis$ der Astrozytenkulturen von 97 %.
Gong et al. (2011) beschreiben eine weitere Methmdtewvelcher sie einen Reinheitsgrad von
98 % in Astrozytenkulturen aus den Gehirnen neuggi®y Spitzmause (Tupaia belangeri)
erzielen. Das zentrale Problem all dieser Angabesteht jedoch darin, dass allein
immunzytochemische Farbungen des astrozyten-spezéin GFAPs durchgefihrt wurden und
so keine Aussage Uber die prozentuale VerteilunguigerenZellen in den Kulturen getroffen
werden kann. Dies fuhrt haufig zu einer Untersalnédz da der Grol3teil der Zellen tatséachlich
durch Astrozyten gestellt wird und sie einen diohtBellrasen ausbilden. Durch die
immunzytochemische Farbung mittels GFAP entstetimdefiihrende Bild, es sei nicht genug
Platz fur andere Zellen (Saura, 2007). In vielemdi&n wird der Anteil anderer Zellen in der
Kultur nicht erfasst, so dass (mégliche) Mikroglissungen und Wechselwirkungen mit den
eigentlichen Zielzellen, den Astrozyten, nicht eisehatzen sind. Aus diesem Grund
untersuchten wir auch die prozentuale Verteilundeagr wichtiger Zellen in den Kulturen.
Dies war fur diese Arbeit sehr wichtig, denn ingvetere Mikrogliazellen in der
Astrozytenkultur hatten zu Fehlinterpretationenréithkdnnen, da sie bereits in geringer Zahl
durch Sekretion von Zytokinen das Verhalten derrdtten beeinflussen. Beispielsweise
dachte man lange Zeit, dass prinzipiell Astrozyfterdie LPS-induzierte NO-Produktion tber
die NO-Synthase 2 (INOS) verantwortlich seien, d&dzyten dieses Enzym in vitro (Akama,
K.T. et al., 2000; Buskila, Y. et al., 2005) undvimo (Murphy, S., 2000) exprimieren und NO
produzieren kénnen (Salvemini, D. et al., 1992;,1%€. et al., 1993). Doch inzwischen weil3
man, dass bei Stimulation mit LPS (0,025-10 pg/mi¢ht die Astrozyten, sondern
hauptsachlich die Mikrogliazellen verantwortlichr féine NO-Produktion sind. Genauere
Untersuchungen zeigten, dass nach LPS-Aktivierdngud/ml) mehr als 98 % der iNOS-
positiven Zellen positiv fur den Mikroglia-MarkerD21 waren und weniger als 1 % aller
INOS-positiven Zellen positiv fir GFAP (Astrozytdmarker), (Saura, 2007; von Bernhardi et
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al., 2004). Darliber hinaus hangt die INOS-Expressiaktivierten Astrozyten und Mikroglia
auch vom Aktivierungsstimulus ab. Nach LPS-Aktivieg war die iINOS-Exprimierung in
angereicherten Astrozytenkulturen sehr niedrigggsfedoch nach Aktiverung mit LPS +
Interferony (INF-y) an und wurde noch deutlicher, nachdem die Zallech LPS + INFy +
TGFR1 (transforming growth factor 31) aktiviert wen (Hamby et al., 2006). Dieses Beispiel
belegt die groRe Bedeutung einer hohen Reinheit Kidturen. Nach Pr&paration und
Aufreinigung unserer Astrozytenkulturen betrug tkrogliaanteil 0,5 %, wohingegen bei
nicht-aufgereinigten Gliazellkulturen typischerweeisis zu 30 % Mikrogliazellen vorhanden
sind (Chang et. al, 2000). Wahrend in den gemischtelturen kaum Aussagen Uber die
isolierten Eigenschaften von Astrozyten bei oxiam Stress moglich sind, sind die in dieser
Arbeit hoch aufgereinigten Astrozytenkulturen hiersehr viel besser geeignet. Trotzdem
wurden Kontrollversuche durchgefiihrt. Beispielsweisurde der Mikrogliaanteil in den
Kulturen variiert oder auch direkt LPS auf Astraayt appliziert, so dass sich eine
Mikrogliakontamination hierbei durch eine Aktiviery der Mikrogliazellen mit folgendem
protektiven Effekt auf die Astrozyten gezeigt haEs ist davon auszugehen, dass auch in den
aufgereinigten Kulturen noch weitere Zellarten \artien waren, die von uns jedoch nicht
weiter quantifiziert wurden, wie z.B. Endothelzelleder Fibroblasten. Jedoch ergibt die
prozentuale Verteilung der von uns nachgewieseratlery zusammengerechnet ~ 100 %, so
dass der Anteil weiterer Zellarten minimal gewesem durfte. Der Frage einer moglichen
Modulation der Wechselwirkungen aktivierter Mikrizglund Astrozyten durch den sehr
geringen Oligodendrozyten- (~ 1 %) und Neuronenh(ite2 %) in den Astrozytenkulturen
wurde in dieser Arbeit nicht nachgegangen.

4.2.Einfluss aktivierter Mikroglia auf die Empfindlichk eit von Astrozyten gegenuber

oxidativem Stress

4.2.1.Erklarungen und Mechanismen fur das beobachtete Phiiomen (in vitro)

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass akteigtikroglia direkt, aber auch das von ihnen
konditionierte Medium (MKM [+]) allein, eine erhdhtResistenz von Astrozyten gegenuber
oxidativem Stress bewirken kénnen, wobei sich mit\WI[+] der protektive Effekt gegentber
oxidativem Stress am deutlichsten erzielen liefs Madium ruhender Mikroglia (MKM [-])

bewirkte einen wesentlich geringeren Schutz und diéeinige Applikation von
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Lipopolysacchariden (0,02 pg/ml LPS) auf Astrozyigsr keinen. Durch weiterfihrende
Untersuchungen an unserem Modell inklusive einetd®dmanalyse konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung mit Mikroglia-konditioniertene®ilum (MKM [+]) in den Astrozyten zur
Hochregulierung mehrerer antioxidativer Enzyme téihz. B. der Superoxiddismutase 2, der
Glutathion-S-Transferase P, des Peroxiredoxins, BEesinol-Bindungsproteins und der
Argininosuccinat-Synthase (Rohl et al., 2008). rieiite Mikroglia ist also in der Lage,
antioxidative Schutzmechanismen in Astrozyten zmneren. Ahnliche Effekte konnten auch
von anderen Arbeitsgruppen festgestellt werdenwisen Kifle et al. (1996) einen LPS-
induzierten Anstieg des antioxidativen Enzyms Sogieidismutase in Gliakulturen nach. Die

Untersuchungen von Yu et. al (1999) bestéatigenediggebnisse.

4.2.2.Ubertragbarkeit (in vivo)

Es stellte sich die Frage, ob sich die Ergebnissener Arbeit auch in vivo bei pathologischen
Veranderungen wiederfinden. Zahlreiche Studien eveminachst auf eine neurodegenerative
Wirkung von LPS hin. Qin et al. (2007) zeigten,slame systemische Gabe von LPS (5 mg/kg)
Uber TNF aktivierte Mikrogliazellen zu einer chronischenux@nflammation und einem
verzogerten sowie Uber Monate progredienten Verdustdopaminergen Neuronen in der
Substantia nigra fihren kann. Auch im Zusammenimaibhgeurodegenerativen Erkrankungen
wird den aktivierten Mikrogliazellen zumeist einegative, die Pathogenese fordernde Rolle
zugesprochen. So wird z. B. die beim M. Parkinsoeoblachtete fortwahrende
Neurodegeneration mit einer persistierenden Mikaadjtivierung in Zusammenhang gebracht
(Gerhard et al., 2006; Vila et al.,, 2001). Als eider mdglichen Ursachen dieser
Mikrogliaaktivierung nennen Zhang et al. (2011) ihrer Arbeit das extrazellulare
Neuromelanin, welches aus sterbenden Neuronenuthstahtia nigra stammt. Es enthalt hohe
Konzentrationen reaktiven Eisens und wird beim Mrkihson in grofien Mengen und Uber
lange Zeitraume im Extrazellularraum vorgefunderec@a et al., 2002). Allerdings wird
Neuromelanin in vitro von junger Mikroglia (10-20ade) innerhalb weniger Minuten
phagozytiert und abgebaut, wohingegen altere Milapgllen (4 Wochen) die Fahigkeit der
Phagozytose zwar behalten, jedoch das aufgenomidensomelanin zunehmend weniger
abbauen kénnen (Zhang et al., 2011), was zu eerstarkten Mikrogliaaktivierung fihren und

ein Hinweis darauf sein konnte, warum Uberwiegefidréx Patienten am M. Parkinson
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erkranken. Auch in den Zellkérpern der Mikroglia sawer Substantia nigra von
Parkinsonpatienten findet man nicht-abgebautesdyeeianin (Banati et al., 1998).

Obwohl diese Arbeiten der Mikrogliaaktivierung belinParkinson eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Progression der Erkrankung zusawesind fur Mikrogliazellen und LPS
ebenfalls neuroprotektive Wirkungen beschriebendenr Skaked et al. (2004) zeigten einen
T-Zell-vermittelten neuroprotektiven Mechanismugr dnit einer friihen Aktivierung von
Mikrogliazellen als antigen-prasentierenden Zellegrbunden ist. Vermutlich ist diese
Mikrogliaaktivierung ein entscheidender Schritty das Uberleben der umgebenden Neurone
sichert. Bordet et al. (2000) wiesen in einem Velnsmit Wistar-Ratten einen neuroprotektiven
Effekt durch geringe Dosen LPS (0,5 mg/kg intrapeeale Applikation) nach. Dieses wurde
72 Stunden vor einem 60-minutigen intraluminalems¢bluss der A. cerebri media (mittels
eines Uber die A. carotis communis eingefihrterearSpitze abgerundeten Fadens) zugefuhrt
und bewirkte einen zeit-verzégerten neuroprotektiegfekt mit signifikantem Rlckgang
(-35 %) des Infarktvolumens im Vergleich zur KotligoDer Effekt trat nur bei niedrigen LPS-
Dosen (0,25 bis 1 mg/ kg) auf und verschwand agxédosis von 2 mg/kg. Dies kénnte dadurch
erklart werden, dass ab dieser Dosis bereits eiikeolia-Uberaktivierung vorliegt und die
schadigende Wirkung durch Peroxide und proinflanomsthe Substanzen Uberwiegt,
wohingegen eine moderate Mikroglia-Aktivierung, r¢igerweise durch erhéhte Expression
antioxidativer Enzyme in benachbarten Astrozyteer, bffensichtlich positive Auswirkungen
auf die umgebenden Zellen hat.

Bezuglich der Astrozyten gibt es in vivo-Beispialass auch diese Zellen an der Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen wie z. B. des NkiRson urséachlich beteiligt sein kbnnen.
Beispielsweise konnten Vergiftungsfalle mit dem no¢axischen MPTR1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridinzeigen, dass hier die Astrozyten eine zentraléeRui der Giftung
von Substanzen wie MPTP spielen. AnschlieBend gelierAstrozyten es zuriick in den
Extrazellularraum, wo es aufgrund seiner erhoht#migit zum Dopamin-Transporter v. a. in
die dopaminergen Neurone der Substantia nigra gelamd diese schadigt. Im Allgemeinen
stehen bei den Astrozyten jedoch die positiveniaymotektiven Effekte im Vordergrund. Uber
die Sekretion von antioxidativem Gluthation, didigikeit zur Regulierung des perineuronalen
Neurotransmitter-, Protonen- und lonengleichgewgiclsbwie die Sekretion neuronaler
Wachstumsfaktoren sind sie im ZNS die protektivad unterstiitzenden Zellen schlechthin.
Neben den Astrozyten sind auch Neurone in der Lagioxidativ wirksames Glutathion zu

synthetisieren. In der Substantia nigra von Padtpatienten findet man typischerweise einen
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reduzierten Glutathiongehalt (-40 %) (Sian etE94). Gegg et al. (2003) zeigten, dass nach
Exposition mit 0,5 mM NO in Astrozyten, andersialdNeuronen, welche mit einem massiven
Zelltod reagieren, die GSH-Synthetase sowohl auN#&fEbene als auch in ihrer Aktivitat
signifikant anstieg. Nach 24-stiindiger NO-Behandlurerdoppelte sich die Glutathion-
Abgabe in den extrazellularen Raum (Gegg et alQ3RONeurone, die mit Astrozyten
kokultiviert wurden, besalR3en eine erh6hte Glutimakonzentration und waren resistenter
gegenuber oxidativem Stress als Neurone in MonokyBarker et al., 1996). Somit sind
Astrozyten in der Lage, das Glutathion mit ihrer ¢§bung zu teilen und dadurch
maoglicherweise eine erhdhte Resistenz ihrer beraatdnp Zellen (z. B. Neurone) gegeniber
oxidativem Stress zu bewirken. Diese Fahigkeit thesi Neurone, Mikroglia und
Oligodendrozyten hingegen nicht (Hirrlinger etz2002).

In bestimmten Regionen des ZNS wurde eine selektergonale Vulnerabilitat gegentber
oxidativem Stress beobachtet (Wang et al., 2010) Dnterschiedliche neuronale
Vulnerabilitdat deckt sich mit den pathologisch b#enen Arealen bei vielen
neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B. M. Alatezi M. Parkinson oder der amyotrophen
Lateralsklerose (ALS). Als urséachlich fir die séied neuronale Vulnerabilitat werden u. a.
mitochondriale Dysfunktionen, erniedrigte ATP-Prktion und mangelhafte DNA-Reparatur
der Neurone diskutiert. Moglicherweise sind jedoclauch  unterschiedliche
Astrozytenpopulationen oder -dichten eine Erklarfiingdieses Phanomen. Setzt man z. B.
Neurone des Hippocampus Substanzen aus, die madairess erzeugen, reagieren die Zellen
der hippocampalen Region CA1l, unabhangig von degesetzten Substanz, mit einem
massiven Zelltod, wohingegen die benachbarten Meurder Region CA3 groldtenteils
Uberleben (Wilde et al., 1997; Sarnowska, 2002)chAdie beiden Hauptpopulationen von
dopaminergen Neuronen, z. B. in der SubstantiaaniRars compacta (A9) und der nahen
ventralen tegmentalen Region (A10) weisen unteesitithe Empfindlichkeiten gegeniber
oxidativem Stress auf. Neurone aus der A10 Regiod weitaus resistenter gegenuber
oxidativem Stress als die anfalligeren A9-Neuramglche die beim M. Parkinson betroffenen
Zellen darstellen. Interessanterweise bemerktenhDouet al. (2003) an Versuchen mit
Weaver-Mausen (Tiermodell mit einer Mutation, we&chdurch eine progressive
Neurodegeneration der dopaminergen Neurone gekiehnze ist), dass in der tegmentalen
Region (A10), wo die dopaminergen Neurone vollsigndberlebten, eine permanente
Aktivierung von Astrozyten vorlag. Diese Arbeitereigen darauf hin, dass verschiedene

Astrozytenpopulationen moglicherweise Uber eine ensghiedliche Ausstattung mit




Diskussion

antioxidativen Enzymen und damit Uber ein unteesdliches Potential neuroprotektiver
Wirkung verfigen. Die Beispiele zeigen, dass die dreser Arbeit beobachteten

Gliazellinteraktionen in vitro auch fur die in vi@ituation relevant sind.

4.2.3.Dauer der Vorbehandlung

In weiteren Versuchen sollten die Vorgange, dieemer protektiven Wirkung aktivierter
Mikroglia auf Astrozyten gegentber oxidativem Sgré$hren, zeitlich genauer eingegrenzt
werden. Nach 18 Stunden hat der protektive Effeki 8aximum erreichte. Dies entspricht
dem typischen Zeitraum fur die Proteinbiosynthese antioxidativen Enzymen. So zeigten
Rohl et al. (2009), dass der MKM [+]-induzierte Aieg von Sod2 in Astrozytenkulturen sein
Plateau nach ca. 24 Stunden sowohl auf mRNA-Eb&naweh auf Protein-Ebene erreicht
hatte. Auch Nicolai et al. (1996) konnten nach 848en eine Verdopplung der Sod-mRNA-
Expression nach vorheriger Behandlung mit cAMP lisghes Adenosinmonophosphat) in C6-
Ratten-Gliomblastomzellen messen. Diesen ZeitraanPdoteinbiosynthese bestétigten auch
die Untersuchungen von Brady et al. (1997), diehriat Stunden einen signifikanten Anstieg
von iINOS und Sod auf mRNA- und Protein-Ebene intétaPneumozyten Typ Il (Zelllinie

L2) nach Instillation von IFN-und TNFe feststellen konnten.

4.2.4.Dauer des protektiven Effekts

Der protektive Effekt aktivierter Mikroglia auf p@tid-behandelte Astrozyten bleibt langer als
4 Tage bestehen und nimmt in dieser Zeit um weratgeb0 % ab. Dies kdnnte auf eine noch
verbliebene mMRNA mit nachfolgender Proteinbiosyséheder auf einen verzdgerten Abbau
antioxidativer Enzyme zuriickzufihren sein. Die Kemzation der antioxidativen Enzyme
muss unter eine bestimmte Grenze fallen, bevozZglietoxizitat ansteigt. Bordet et al. (2000),
die einen neuroprotektiven Effekt durch Vorbehandlgeringer Dosen LPS (0,5 mg/kg)
nachgewiesen haben, stellten einen signifikantestiég der cerebralen Superoxiddismutase
nach 72 Stunden fest. Ahnlich wie in unserer Arlk@ihnte noch mehrere Tage nach der
Stimulation ein protektiver Effekt nachgewiesen aesr. Diese Untersuchung zeigt, dass die in
vitro festgestellte Dauer des protektiven Effekes snit diesen Daten in vivo deckt.
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4.2.5.Starke der LPS-induzierten Mikroglia-Aktivierung

Im direkten Kokulturmodell zeigt sich der protelaiEffekt auf Astrozyten durch aktivierte
Mikroglia bereits bei so niedrigen LPS-Konzentraga (0,002 pg/ml), dass mittels Griess-
Assay keine NO-Bildung mehr nachgewiesen werdemte(bb. 11). Dieses kénnte darauf
hindeuten, dass auch andere Faktoren wie ZytokiBe TNFo oder IL-1R) fur den protektiven
Effekt verantwortlich sind. Méglicherweise ist N®ea auch noch in einer sehr niedrigen
Konzentration wirksam, die unterhalb der Nachwesge der von uns verwendeten Methode
liegt. Der spektrometrische Assay mittels Griessdg®mz erlaubt eine Detektion von NO im
mikromolaren Bereich ab ca. 2,5 — 3 uM Nitrit. Ebtgedoch auch sensitivere Methoden,
welche Nitrit im nanomolaren Bereich nachweisen ngin z. B. die Gasphasen-
Chemielumineszenzdetektion (CLD) (Braman und Hendib89), die Nitrit ab ca. 50 nM
nachweisen kann (Sievers, Boulder, CO, USA). Einehnsensitivere Methode beschreiben
Berkels et al. (2001), bei der Nitrit/ Nitrat in Ngurickgewandelt wird und mittels einer
elektrochemischen Elektrode eine Nitrit-Konzentmatbis zu 2 nmol/l gemessen werden kann.
Da wir in unserer Arbeit nur mit dem weniger samsit Griess-Reagenz gearbeitet haben, ist
nicht sicher auszuschlief3en, dass in den Probesemmitniedriger LPS-Stimulation bereits eine
geringe NO-Produktion vorlag, welche man mit séveien Methoden hatte nachweisen

kdnnen.

4.2.6.Rolle des Zellkontakts

Um zu sichern, dass die Mikroglia-Aktivierung tatisich hinter dem beobachteten protektiven
Effekt steckte, wurden die Parameter der Aktivigrsgstematisch verandert und untersucht,
ob der protektiven Effekt hiervon beeinflusst wird.

Hierfir wurden ein indirektes (ohne Zellkontakt) durein direktes (mit Zellkontakt)
Kokulturmodell von Mikroglia und Astrozyten verwestd Fur das indirekte Kokulturmodell
wurde bei einer konstanten Mikrogliamenge die Alktiung durch unterschiedliche LPS-
Konzentrationen verandert. Das mikroglia-konditeste Medium wurde in der
Mikrogliamonokultur gewonnen und diente anschliel3ear Behandlung der aufgereinigten
Astrozytenkulturen. Ein direkter Zellkontakt zwisch Mikroglia und Astrozyten bestand
hierbei nicht. Beim direkten Kokulturmodell fandediMikroglia-Aktivierung mit einer
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konstanten LPS-Konzentration (0,02 pg/ml) direldén Kokultur statt. Die Gesamtaktivierung
wurde durch unterschiedliche Mengen kokultivielekroglia modifiziert.

Beide Modelle zeigten einen deutlichen protektiZéiekt aktivierter Mikroglia auf Astrozyten
unter oxidativem Stress. Ein direkter ZellkontaWtisthen Astrozyten und Mikroglia ist also
keine Voraussetzung fur die Entwicklung einer héheResistenz der Astrozyten gegenuber
oxidativen Substanzen, d. h. , dieser Effekt |&&$t mit 16slichen Faktoren, wie z. B. NO und
von aktivierter Mikroglia sezernierten Zytokineb{1-3, IL-2, IL-3, IL-6, TNFu, IFy) erklaren.
Ohne direkten Zellkontakt zwischen Astrozyten uniiribiglia trat der protektive Effekt sogar
deutlicher hervor. Im indirekten Kokulturmodell g& sich infolge einer Mikrogliaaktivierung
durch 0,02 pg LPS eine doppelt so starke Aktivigrgemessen in der NO-ProduktiaxQD
0,15), (Abb. 15), wie in der direkten Kokultuk@D 0,06), obgleich dieselbe Mikrogliadichte
vorlag. Bei der direkten Kokultivierung entwickeltgch moglicherweise parallel eine
antiinflammatorische Wirkung der Astrozyten auf Bigroglia, wodurch es zu einer Abnahme
der Mikroglia-Aktivierung kam. Astrozyten konnen tan bestimmten Bedingungen
beispielsweise Schwefelwasserstoff produzierenghes die Sekretion proinflammatorischer
Zytokine durch Mikroglia verringert (Lee et al.,@®Dund 2010).

In den Versuchen, in denen Astrozyten mit steigenéateil Mikroglia kokultiviert wurden,
fiel auf, dass eine geringe Zellvitalitat nachG#Behandlung ohne zuvor erfolgte LPS-
Aktivierung mit ansteigendem Mikrogliagehalt béwe blieb (Abb. 14 B, schwarze Balken).
Dieser Effekt konnte durch die deutlich hdhere @Gegalldichte erklart werden, aus der eine
bessere Resistenz gegeniber aul3eren Einflissdhieresukann. So konnte z. B. gezeigt
werden, dass eine erhohte Zelldichte mit einerdressEntgiftungsfunktion und somit erhdhter
Resistenz gegenuber akuter Toxizitat durg@t¢inhergehen kann (Gulden et al., 2010). Auch
langfristige Effekte einer erhdhten Zelldichte vastrozyten sind beschrieben, wie z.B. der

Einfluss auf die Genexpression (Frisa und Jacolene?§02).

4.2.7.Anteil der Mikroglia im Kokulturmodell

Die Versuche zeigen, dass sich der Grad der Milkaefgktivierung sowohl bei steigender LPS-
Konzentration als auch bei steigender MikroglialzZsil erhoht. Darlber hinaus wird hier die

Bedeutung der hohen Reinheit der Kulturen deuttieimn es zeigte sich, dass bereits eine sehr
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geringe Anzahl von 160 Mikrogliazellen pro 96er W0,32 cnf) die HOz-induzierte
Zelltoxizitat auf Astrozyten um ca. 30 % verringddiese Anzahl entspricht 500 Zellen pro
cm?und entspricht nur knapp 2 % der GesamtzellzahthAsaura et al. (2007) wiesen bereits
auf die Bedeutung von Mikrogliazellen in Astrozykeatturen hin, da viele Arbeitsgruppen den
Anteil dieser Zellen in Kultur nicht zahlen/ bestitan, Mikrogliazellen jedoch bereits in

geringer Anzahl vielfaltige Wirkungen (u. a. auftdezyten) ausiben kdnnen.

4.2.8.Protektive Wirkung anderer Substanzen (TMT, CHP, SNP)

Um zu untersuchen, ob der protektive Effekt aktieie Mikroglia auf Astrozyten auch unter
anderen oxidativen Stressbedingungen als dus€h Buftritt, setzten wir als weiteres Peroxid
Cumolhydroperoxid  (CHP) ein, aulRerdem  Natriumnitwsgid (SNP) und
Trimethylzinnchlorid (TMT). Diese Substanzen wurdemgesetzt, da sie sich in ihren
Wirkmechanismen unterscheiden. Das anorganiscloxi@en,O. kann entweder frei tGber die
Zellmembran diffundieren oder wie das organischeo¥d CHP durch Kanéle in der
Zellmembran (Aquaporine) ins Zellinnere gelangeieiiBrt et al., 2007). Anders als®b fuhrt
die Behandlung mit CHP vor allem zu einer Lipidpadation und damit vor allem zu einer
Schadigung der Zellmembran (Linden et al., 2008€gop et al., 1995). Bei Verwendung von
CHP auf zuvor MKM [+]-vorbehandelte Astrozyten enke sich der E€-Wert von 120 uM
auf 220 uM, d. h. auch hier konnte die MKM [+]-Beldtung den zytotoxischen Effekt
verringern (Abb. 16). Allerdings zeigt sich ein teher Unterschied in der Hohe der &C
Konzentrationen von CHP (220 pM) und®i (650 uM), aus der sich eine hohere Toxizitat
des CHP ableiten lasst. Dieses Phdnomen ist méghelise auf die unterschiedlichen
Zielstrukturen in bzw. auf der Zelle zuriickzufihrela CHP mittels Lipidperoxidation vor
allem die Zellmembran schadigt, wohingegepOFim Zellinneren wirkt. Das Medium
ruhender Mikroglia (MKM [-]) sorgte wie auch beird@ehandlung mit ED- fiir einen leichten
protektiven Effekt gegentber oxidativem Stresss=C70 uM). Dies kdnnte auf eine generell
auch bei ruhender Mikroglia vorhandene Schutzfumkthindeuten, welche jedoch deutlich
geringer ausgepragt ist als jene unter Aktiviertegengungen. Mdglicherweise war wahrend
der Kontroll-Mediumkonditionierung aber auch eie&chte Aktivierung der in dieser Arbeit

als ruhend betrachteten Mikroglia durch die Kuladingungen vorhanden.




Diskussion

SNP gehort in die Gruppe der Cyanide. In der Medities Uber NO-Freisetzung in der glatten
Muskulatur als stark blutdrucksenkendes Medikamiegitannt. Die Vorbehandlung von
Astrozyten mit MKM [+] bewirkte auch gegeniiber cxiivem Stress durch SNP eine erhdhte
Resistenzentwicklung. Bei einer Konzentration v 8M Uberlebten nur 13 % der Zellen
ohne Vorbehandlung, jedoch 83 % nach MKM [+]-BeHand (Abb. 18 A).

TMT gehort zu den Organozinnverbindungen und fidrallem im Hippocampus und anderen
Regionen des limbischen Systems zum neuronaletodeihd begleitender Astrogliose (Latini
et al., 2010). TMT bewirkt schwere Stérungen dest&hat- und GABA-Stoffwechsels
(Naalsund et al., 1985; Hikal et al., 1988), wasiner Ubererregbarkeit der Neurone und damit
klinischen Erscheinungen wie Tremor, Krampfanfaliew Gedachtnisverlust fuhren kann. Es
wirkt nicht als Prooxidanz und erwartungsgemalf kefiir TMT auch kein protektiver Effekt
durch MKM [+] nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen zeigen, dass der protektivekEffarch aktivierte Mikroglia auch bei
anderen, oxidativen Stress erzeugenden Substanfeitt,anicht jedoch bei Substanzen wie
TMT, die nicht oxidativ wirken. Die Beobachtung ardtlitzt die Annahme eines allgemeinen
Wirkmechanismus des protektiven Effekts gegenibedativem Stress, z. B. Uber die

Hochregulation antioxidativer Enzyme in den Astriezy

4.2.9.Protektive Wirkung auf andere Zellarten

Um festzustellen, ob der protektive Effekt gegemiibgidativem Stress durch aktivierte
Mikroglia auch bei Interaktionen mit anderen Zdbar auftritt, wurden Astrozyten durch
andere Zellarten ersetzt. Es wurden VeruchsreihémNeuroblastomzellen (B104-Zelllinie),
Glioblastomzellen (C6-Zelllinie) sowie Mikrogliazeh selbst durchgefiuhrt. Wahrend bei
vorbehandelten Mikrogliazellen ein protektiver Kktfgegenuber FD--induzierten oxidativem
Stress nachgewiesen werden konnte, war dies beiG&liomzellen und den B104-
Neuroblastomzellen nicht der Fall. Diese Zellenieobn sogar im Gegenteil anfalliger
gegenuber oxidativem Stress zu sein. Moglicherwéiae der erhdhte Stoffwechsel und
Zellumsatz schnellproliferierender Zelllinien dureénen hoéheren Nahrstoffverbrauch zur
Folge, dass die Zellen gegentuber oxidativem Suessh den (relativen) Nahrstoffmangel
empfindlicher werden.

Dass auch Mikrogliazellen selbst resistenter gegenidxidativem Stress werden, kénnte

jedoch darauf hinweisen, dass nicht nur die Asterzyunter den Gehirnzellen von einer
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moderaten Mikrogliaaktivierung profitieren, sondetass sich Mikroglia auch selbst vor

oxidativem Stress schitzen kdnnen.

4.3. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde mithilfe eines geeignetenvitro-Modells die Wirkung aktivierter
Mikroglia auf die Resistenz von Astrozyten gegemidpadativem Stress, der eine wichtige
Rolle in der Pathogenese neurologischer Erkrankursgéelt, untersucht. Zusammengefasst
zeigen die Daten dieser Arbeit, dass eine Mikregkéivierung durch LPS in vitro die
Resistenz von Astrozyten und Mikroglia gegenubdadatwem Stress, hervorgerufen durch
unterschiedliche Prooxidantien, effektiv steigert.

In dem vorliegenden in vitro-Modell konnte durcle theschriebenen Praparationsschritte eine
hohe Reinheit der Kulturen erzielt werden, so dasgliche (Wechsel-)Wirkungen mit anderen
Zellarten weitestgehend ausgeschlossen werden éanblies ist von Bedeutung, da sich
gezeigt hat, dass bereits geringe Mengen Mikrofdia ca. 3 % Mikrogliaanteil in den
Astrozytenkulturen) die Astrozyten in ihrer Empfiictikeit beeinflussen kdnnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass aktwiklikrogliazellen Astrozyten und Mikroglia
selbst resistenter gegentber oxidativem Stressendaimnen. Hierflr sind bereits so niedrige
LPS-Konzentrationen ausreichend, dass eine erinibiBildung der Mikroglia mittels Griess-
Assay nicht mehr nachweisbar ist. Dass der protekiffekt aktivierter Mikroglia nicht nur
nachhaltig, sondern auch sehr schnell, namlichrivale weniger Stunden, induzierbar ist,
konnte moglicherweise fur zukunftige Therapiearséizi akuten zerebralen Pathologien, die
mit oxidativem Stress einhergehen, z. B. Ischamiad Traumata oder sogar fur einen
prophylaktischen Einsatz, von Interesse sein.

Hinsichtlich der widerspruchlichen Meinungen Ubeée &olle von Mikrogliazellen in der
Pathogenese neurodegenerativer und -inflammatersérkrankungen zeigt unsere Arbeit
wichtige Aspekte auf, so z. B. die Bedeutung detividrungstarke Protektive Effekte treten
besonders bei einer moderaten Aktivierung auf, ngégen dieser Effekt bei starkerer
Aktivierung durch LPS wieder abnimmt. Auch in inveiModellen zu oxidativem Stress
konnte gezeigt werden, dass LPS-Vorbehandlungen imwaedrigen, aber nicht in héheren
Konzentrationen neuroprotektiv wirken, da bei héhdrtPS-Konzentrationen am ehesten eine
Mikroglia-Uberaktivierung eintritt und die schadigie Wirkung durch Peroxide und

proinflammatorische Substanzen in den Vordergruittt Durch die Versuche mit zwei
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verschiedenen Kokulturmodellen wurde bei gleicheanlge LPS die unterschiedlich starke
Aktivierung von Mikrogliazellen mit und ohne Astigenkontakt sichtbar, was einen
interessanten Hinweis auf die Rolle des Gliazellakts in vivo gibt. Bei direktem Zellkontakt
Uben die Astrozyten eine antiinflammatorische Wingguauf die Mikrogliazellen aus und
reduzieren so die Mikrogliaaktivierung. Vor dem tdirgrund des Problems der Mikroglia-
Uberaktivierung mit den entsprechend negativen dfolgeurologischer Erkrankungen sind
weiterflhrende Untersuchungen zur antiinflammattes Wirkung von Astrozyten auf
Mikrogliazellen von groRem Interesse. Durch Kemmitdieser Zusammenhange und deren
Regulationsmechanismen konnte Einfluss auf die rRRala zwischen protektiver
Mikrogliaaktivierung und schadigender Uberaktiviegugenommen werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass sich aktivierte Mikraguch selbst gegen oxidativen Stress
schitzen. Moglicherweise sind die Mikrogliazelldretieinen Feedback-Mechanismus zu einer
Autoprotektion gegenuber ihrer Aktivierung in demde. Dass oxidativer Stress im
Zusammenhang mit dem protektiven Effekt eine zéntBedeutung hat, wird dadurch
unterstrichen, dass z. B. kein Schutzeffekt gegendMT erzielt werden konnte, welches
neurotoxisch, aber nicht oxidativ wirkt.

Oxidativer Stress im zentralen Nervensystem spieiltzahlreichen neurodegenerativen und
-inflammatorischen Erkrankungen, Ischdmien und maa eine entscheidende Rolle. Die
Kenntnis der Zellinteraktionen erscheint fir eirsderes Verstandnis der Pathogenese dieser
Erkrankungen essentiell. Im vorliegenden Zellkuttadell konnte die schitzende Funktion
aktivierter Mikroglia auf nicht-neuronale Gliazelleggezeigt werden. Das in dieser Arbeit
verwendete Zellkulturmodell eignet sich, um in zokigen Untersuchungen weitere Aspekte
des komplexen Zusammenspiels zwischen MikrogliaAstdozyten aufzudecken.
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5 Zusammenfassung

Bei vielen neuropathologischen Prozessen kann dowote Mikroglia- als auch eine
Astrozytenaktivierung (Gliosis) beobachtet werden.zahlreichen Studien ist die zentrale
Rolle der Gliaaktivierung fiir das Uberleben, dehi8z aber auch eine mogliche Schadigung
neuronaler Zellen, z. B. unter oxidativem Stres¥udnentiert worden. Es ist jedoch wenig
Uber die Rolle der Zellinteraktionen zwischen delmzllen wahrend ihrer Aktivierung
bekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher, mithiéimes geeigneten in vitro-Modells die
Wirkung aktivierter Mikroglia auf die Resistenz véstrozyten gegentber oxidativem Stress
zu untersuchen. Hierfur wurden hochaufgereinigtlkrdtjlia- und Astrozytenkulturen aus den
Gehirnen neugeborener Ratten nach der Methode w&?akthy und DeVellis verwendet. Um
den Effekt aktivierter Mikroglia auf Astrozyten zwntersuchen, wurden Astrozyten mit
Mikroglia-konditioniertem Medium behandelt, welchestweder von ruhender Mikroglia
(MKM [-]) oder LPS-aktivierter Mikroglia (MKM [+]) stammte. Neben diesem
Kokulturmodell (Zellinteraktionen nur indirekt Ub&¥sliche Faktoren im MKM) wurde mit
einem zweiten Kokulturmodell gearbeitet, in dem airekter Zellkontakt zwischen
Mikrogliazellen und Astrozyten bestand, um heratisden, ob der Zellkontakt, wie er in vivo
vorhanden ist, fur den protektiven Effekt notwenidig Der Grad der Mikroglia-Aktivierung
wurde anhand der Freisetzung von StickstoffmonoXMO) bestimmt. Nach der
Vorbehandlung mit mikroglia-konditioniertem Mediuwurden die Astrozyten 24 Stunden
lang oxidativem Stress durch Exposition gegenuberasd&rstoffperoxid (#D2),
Cumolhydroperoxid (CHP) oder Sodiumnitroprussid P3Musgesetzt. AnschlieRend wurde
der Grad der Zellschadigung anhand der Zellvi@alitdMTT Assay), des
Gesamtzellproteingehalts (Lowry Assay) und der dntat der Zellkulturen
(Phasenkontrastmikroskopie) bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass:

1. LPS-aktivierte Mikroglia die Resistenz von Astroay gegenuber durch
Peroxide ausgeldsten oxidativen Stress erhohtEBie-Werte fur BO- stiegen
z. B. von 275 pM (Kontrolle) auf 540 uM (MKM [+]-\fbehandlung).
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2. die Zeitdauer des protektiven Effekts innerhalb igenStunden nach Beginn der
Vorbehandlung einsetzt (Maximum nach 18 Stundeeaight) und mindestens
vier Tage nach Beendigung der Mikrogliawirkung dhha

3. der protektive Effekt der Mikrogliazellen vom Grdmter Aktivierung abhangig
ist. Das Maximum der nachweisbaren NO-Produktios Rdrameter fur die
Aktivierung ist bei einer Konzentration von 0,1 pd/LPS erreicht. Ein
protektiver Effekt tritt jedoch bereits bei 0,008/ml LPS auf.

4. der Zellkontakt keine Voraussetzung fur den pravekt Effekt ist und somit
uber l6sliche Faktoren im MKM vermittelt werden muskin direkter
Zellkontakt sorgt jedoch mdglicherweise fur einerdfarkung des protektiven
Effekts, da er hier bereits bei deutlich niedrigeidikrogliaaktivierung
aufgetreten ist.

5. gegenuber oxidativem Stress, ausgelOost durch arfelglbstanzen (CHP und
SNP), ebenfalls ein protektiver Effekt durch alénie Mikrogliazellen besteht,

nicht jedoch bei TMT, welches zwar neurotoxiscleraticht oxidativ wirkt.

6. Mikroglia-Zellen sich durch eine Aktivierung aucéllsst gegeniber oxidativem

Stress schitzen kénnen.

7. bei den von uns verwendeten Zelllinien (Glioblastetten und

Neuroblastomzellen) kein protektiver Effekt induzmerden kann.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass aktiviert&rddliazellen auf Astrozyten eine
schiutzende Wirkung gegeniber oxidativem Stressrhdbiese wurde im Detail untersucht.
Fur zukinftige Therapieansatze zur Behandlung mEgenerativer und —inflammatorischer
Erkrankungen konnte besonders die schnelle Inchenikeit und Nachhaltigkeit des
protektiven Effekts von Interesse sein. Da der gkinte Effekt nur bei einer moderaten
Mikrogliaaktivierung auftritt, eine starke Mikrogkktivierung jedoch eher schadigend wirkt,
waren weiterfihrende Studien zur antiinflammatdrest Wirkung von Astrozyten von
Interesse, um Kenntnisse dariiber zu erlangen, iweeidberschieRende Mikrogliaaktivierung

mit den entsprechend negativen Folgen fur die Aalks zentralen Nervensystems verhindert
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werden kann. Das vorliegende in vitro-Modell schenit der Ausnahme von Zelllinien, bei
denen der protektive Effekt nicht nachweisbar wat,geeignet zu sein, um weitere Studien zu
den komplexen Interaktionen zwischen Mikroglia #edrozyten durchzufiihren.
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