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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Zellen des Zentralnervensystems

Das Zentralnervensystem (ZNS) gilt als immunprivilegiertes Organ (Galea et al., 2006), da es
zum Schutz der Nervenzellen zahlreiche Mechanismen zur strikten Kontrolle und
Unterdriickung von Immunreaktionen besitzt, wie beispielsweise die Blut-Hirn-Schranke
(Kamimura et al., 2013). Es besteht zu 10% aus Neuronen und zu 90% aus Gliazellen.
Letztere Fraktion wird nochmals unterteilt in die Makroglia, zu denen die Oligodendrozyten

und Astrozyten zdhlen, und in die Mikroglia (Lane et al., 2008).

1.2 Neuroinflammatorische Vorgange im ZNS

Neuroinflammation bezeichnet eine lokale Immunantwort des neuronalen Gewebes auf

Verletzungen, Infektionen oder toxische Metabolite im ZNS (Chakraborty et al., 2010).

Die Einleitung einer Immunantwort wird von Mustererkennungsrezeptoren (Pattern
recognition receptors, PRRs) initiiert, welche auch von Mikroglia und Astrozyten im Gehirn
exprimiert werden (Brandenburg et al., 2008) und sowohl membrangebunden (Toll-like
receptors, TLRs) als auch in einer 16slichen Form im Zytoplasma (Nod-like receptors, NLRs)
vorliegen. Die PRRs erkennen und binden molekulare Strukturen auf der Oberfliche von
Pathogenen (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) sowie endogene Molekiile
von gestressten oder nekrotischen Zellen (damage -associated molecular patterns, DAMPs)
(Singhal et al., 2014). Eine Bindung von PAMPs oder DAMPs an NLRs resultiert in einer
Aktivierung zytoplasmatischer Proteinkomplexe, der sogenannten Inflammasome. Diese
aktivieren pro-inflammatorische Caspasen, welche die Vorstufen pro-inflammatorischer
Zytokine in die aktive Form iiberfithren (Chakraborty et al., 2010). Eine unkontrollierte
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine kann zu der Entstehung neurologischer

Erkrankungen beitragen (Di Virgilio et al., 2009).

Eine Schliisselrolle in der Neuroinflammation spielt die Aktivierung der Mikroglia. Diese
werden infolge von Entziindungen, Traumata, Ischdmie, Tumoren und Neurodegeneration vor
anderen Zellpopulationen aktiviert (Kreutzberg, 1996) und sind somit ein pathologischer

Sensor.

Die Neuroinflammation spielt in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen (Frank-

Cannon et al., 2009) wie Morbus Parkinson (Hirsch et al., 2011) oder Morbus Alzheimer
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(Pimplikar, 2014) sowie psychiatrischer Erkrankungen wie der Depression (Walker et al.,
2014) eine Rolle.

1.2.1 Mikroglia als immunkompetente Zellen des ZNS

Mikroglia wurden 1919 durch Del Rio Hortega identifiziert (del Rio-Hortega, 1932), der
darauthin ein Konzept von Mikroglia entwickelte und als Postulate in einer Serie von Artikeln

zwischen 1919 und 1927 veréffentlichte (Kettenmann et al., 2011).

Mikroglia machen 5-15% aller Zellen des Gehirns (Herrero et al., 2015) und 10% der
Gliazellen aus (McGeer und McGeer, 2008). Sie entstehen aus Vorlduferzellen aus dem
mesodermalen Dottersack und wandern sehr frith in der Embryonalentwicklung vor
Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn ein (Alliot et al., 1999; Chan et al., 2007).
Als Leitstruktur bei der Migration dienen Gefille sowie die weille Substanz des Gehirns.
Mikroglia sind abgeleitet aus der Monozyten-Makrophagen-Linie (Ling und Wong, 1993)
und spielen als residente, immunkompetente Zellen des ZNS (Di Virgilio et al., 2009) eine
Schliisselrolle bei neuronalen entziindlichen Prozessen. Mikroglia sind in allen Bereichen des
Gehirns und Riickenmarks zu finden (Lane et al., 2008), jedoch variiert ihre Dichte zwischen
den verschiedenen Gehirnarealen, wobei in der Substantia nigra (SN) die groBite Dichte
vorliegt (Lawson et al., 1990). Jede Zelle besitzt ihr eigenes Uberwachungsgebiet (McGeer
und McGeer, 2008) und tastet kontinuierlich mit ihren beweglichen Fortsétzen die Umgebung
ab (Nimmerjahn et al., 2005). Thre Hauptaufgabe ist die Bewahrung vor exogenen und
endogenen Storeinfliissen und somit die Aufrechterhaltung der Zellhomdostase und der
Gewebsintegritit. Um dieser Funktion gerecht werden zu konnen, gibt es verschiedene

morphologische Subtypen von Mikroglia:
a.) Amoboider Typ

Als perinatale Form der Mikroglia wandert dieser Subtyp aus der Peripherie in das
Gehirn ein und erfdhrt eine morphologische Transformation zu dem ramifizierten
Subtyp (Kettenmann et al., 2011). Die Voraussetzung fiir diese morphologische
Transformation ist eine Aktivitdt von Chlorid-Kanélen (Eder et al., 1998). Zu den die
Ramifizierung induzierenden Faktoren gehdren Purine sowie von Astrozyten
freigesetzte Zytokine wie der transformierende Wachstumsfaktor beta (TGF-B), der
Monozytenkolonie-stimulierende  Faktor (M-CSF) wund der Granulozyten-/
Monozytenkolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) (Wollmer et al., 2001).
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b.) Ramifizierter Typ

Morphologisches Kennzeichen dieses ruhenden, aber nicht passiven Subtyps ist ein
kleines Soma mit vielen verzweigten Fortsdtzen (Wollmer et al., 2001). Funktionell
dhnelt der ramifizierte Typ dem M2-Phénotyp von Makrophagen, da er durch die
Sekretion von anti-inflammatorischen und immun-regulatorischen Molekiilen
ebenfalls zu einer Gewebsreparatur und -regeneration beitrégt (Franco und Fernandez-
Suarez, 2015).

Das Verbleiben im Ruhezustand ist von der Dichte der von den Neuronen
freigesetzten neuronal inhibierenden Liganden abhéngig (Perry, 2012). Zu diesen
Liganden zdhlen CD22, der Nervenwachstumsfaktor (NGF), der Brain-derived-
neurotrophic factor (BDNF) oder als membrangebundener Mediator CD47 (Biber et
al., 2007).

c.) Aktivierter (reaktiver) Typ

Eine Aktivierung der Mikroglia kann zum Einen durch neuronal exzitatorische Signale
von den Neuronen ausgehen. Als 16sliche Mediatoren konnen hierbei
Uridintriphosphat (UTP), Adenosintriphosphat (ATP), Glutamat und die Matrix-
Metallo-Protease 3 (MMP3) fungieren und als membrangebundener Mediator der
Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2)-Ligand (Biber et al.,
2007). Zum Anderen weisen Chromogranin A, das C-reaktive Protein, Komponenten
des Komplementsystems (McGeer und McGeer, 2008) sowie aggregiertes a-Synuclein
(Zhang et al.,, 2005) einen aktivierenden Einfluss auf. Auch phagozytiertes
Neuromelanin wirkt als potenter Trigger der Neuroinflammation, indem es die
Bildung pro-inflammatorischer Zytokine induziert und die dopaminergen Neurone
inhibiert (Wilms et al., 2003; Hirsch et al., 2011). Morphologisch ist der aktivierte
Typ durch eine runde Zellform mit einem vergroBerten Soma ohne Fortsitze
gekennzeichnet. Diese amoboiddhnliche Form ist beweglich und kann zur
Verletzungsstelle wandern, proliferieren und reaktive Prozesse verstirken. Es kommt
zudem zu einer vermehrten Expression von HLA-DR, einem Antigen-prasentierenden
Glykoprotein (McGeer und McGeer, 2008). Auch eine Expression von MHC-Klasse-
IT Molekiilen und eine damit verbundene Tétigkeit als antigenprisentierende Zelle
(APC) ist moglich (Sedgwick et al., 1993; Kuric und Ruscher, 2014). Mikroglia im
aktivierten Zustand sind die groBten und effizientesten Aggregat-Fresszellen (Lee et

al., 2008) und phagozytieren z.B. auch aggregiertes o-Synuclein. Sie weisen
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funktionell eine Ahnlichkeit mit den M1-Makrophagen auf (Franco und Fernandez-
Suarez, 2015), die durch eine vermehrte Expression pro-inflammatorischer Zytokine

charakterisiert werden.

1.2.2 Von Mikroglia produzierte pro-inflammatorische Mediatoren

Die aktivierten Mikroglia produzieren pro-inflammatorische Zytokine, Chemokine,
Komplementfaktoren und Stickstoffmonoxid (NO) (Herrero et al., 2015). Zytokine sind
l6sliche Proteine, die Wachstum und Zellproliferation von neuronalen Geweben autokrin oder
parakrin regulieren und die Antwort auf Infektionen, Verletzungen, Entziindungen sowie
Erkrankungen modellieren (Doll et al., 2014). Zu dieser Gruppe gehoren Interleukine,

Chemokine, Interferone, Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und Wachstumsfaktoren.

Im Folgenden soll auf die fiir diese Doktorarbeit relevanten pro-inflammatorischen

Mediatoren weiter eingegangen werden.
a.) NO und induzierbare NO-Synthase

NO ist ein bioaktives, freies Radikal, welches eine bedeutende Rolle als
Neurotransmitter und Neuromodulator im ZNS spielt (Ghasemi und Fatemi, 2014). In
niedrigeren Konzentrationen liberwiegt die physiologische Funktion wie Bewahrung
der synaptischen Plastizitdt, Kontrolle von Korpertemperatur, Appetit, Neurosekretion
und Schlaf, wohingegen es in hoheren Konzentrationen in die Pathogenese von
diversen neurologischen Erkrankungen wie Schlaganfall und neurodegenerativen oder

neuroinflammatorischen Erkrankungen involviert ist (Calabrese et al., 2007).

Die Synthese wird von Calmodulin-abhéngigen NO-Synthasen (NOS) katalysiert,
welche die Aminosdure L-Arginin zu L-Citrullin und NO umwandeln. Die NOS-
Familie besteht aus drei Isoformen: neuronale NOS (nNOS, Typl), endotheliale NOS
(eNOS, TypllIl) und induzierbare NOS (iNOS, TyplI).

Die NOS von Endothelzellen (eNOS) und Neuronen (nNOS) werden konstitutiv
exprimiert und durch eine erhdhte intrazellulire Kalzium-Konzentration aktiviert
(Bredt, 2000). Die NF-gB-vermittelte Expression der iNOS in Astroglia und Mikroglia
wird hingegen durch einen akuten inflammatorischen Stimulus ausgeldst. Zudem ist
die Aktivitit Kalzium-unabhidngig. Die Expression ist somit nicht konstitutiv, sondern

findet unter pathologischen Bedingungen wie Trauma, Ischimie, neurotoxischen oder
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b.)

inflammatorischen Schiaden statt (Galea et al., 1992). Alle drei NOS nutzen NADPH
als Elektronendonator (Bredt, 2000).

Infolge einer vermehrten Aktivitit von NOS kommt es zu einer Uberproduktion von
NO, wodurch vermehrt reaktive nitrogene Spezies (RNS) gebildet werden. Vor allem
Peroxinitrit (ONOQ"), das am stérksten toxische Derivat von NO, fillt vermehrt an
und fiihrt tiber die Beeinflussung der mitochondrialen Funktion zu oxidativem Stress.
Zudem inhibiert es die Ribonukleotid-Reduktase, welche die Umwandlung von RNA
zu DNA katalysiert, und fithrt zu Doppelstrangbriichen (Ghasemi und Fatemi, 2014).

TNF-a

Hauptvertreter der TNF-Superfamilie mit 19 Liganden ist TNF-a (Aggarwal, 2003).
Die membrangebundene Vorstufe dieses Zytokins hat ein Molekulargewicht von 26
kDa und wird im ZNS als transmembranes Polypeptid von Mikroglia und Astrozyten

als Monomer synhetisiert (Naude et al., 2011).

Das TNF-a konvertierende Enzym (TACE) kann das Polypeptid an der
Membranoberfliche schneiden, wodurch ein 17 kDa groBBes TNF-a Protein entsteht,
welches sich mit 2 anderen TNF-a Proteinen zu einem 51 kDa groflen, bioaktiven,
16slichen Homotrimer zusammenlagert (Sriram und O'Callaghan, 2007; Brenner et al.,
2015). TNF-a kann an zwei verschiedene Rezeptoren binden: TNF-R1 (p55) und
TNF-R2 (p75). TNF-R1 befindet sich auf vielen Zellen und ist durch beide Formen
des TNF-a gleichermallen zu aktivieren (Faustman und Davis, 2010). Hingegen
befindet sich TNF-R2 auf Zellen des Immunsystems und Neuronen und besitzt eine
grofere Affinitét fiir die membrangebundene Form des TNF-a (Lane et al., 2008). Je
nach Rezeptorbindung werden unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden in Gang
gesetzt (Akassoglou et al., 2003). Eine Exposition von Zellen mit TNF-o kann zu
Apoptose oder zu einer Expression der Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 mit

nachfolgender Aktivierung pro-inflammatorischer Gene fiihren.

Ein erhohte TNF-oa-Konzentration ist je nach Erkrankung in unterschiedlichen
Gehirnregionen bei Meningitis, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Multipler
Sklerose vorzufinden (Sriram und O'Callaghan, 2007). TNF-a spielt jedoch auch bei
der Induktion des septischen Schocks (Ali et al., 2015), bei Autoimmunerkrankungen,
rheumatoider Arthritis (Feldmann und Maini, 2008) sowie Diabetes (Xu et al., 2015)

eine Rolle.
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c.) Interleukin-1p (IL-1pB)

Die Interleukin-1 Familie besteht aus 11 Mitgliedern, zu denen unter anderem die zwei
IL-1-Isoformen IL-1a und IL-1B, der IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1Ra), die IL-1-
Rezeptoren (IL-1RI, IL-1RII), das IL-1-Rezeptor-assoziierte Protein (IL-1RAcP)
sowie das Interleukin-18 (IL-18) zdhlen (Dinarello, 2013). Die aktive Form von IL-1
besitzt ein Molekulargewicht von 17,3 kDa und die priméiren Quellen dieses Zytokins
sind Monozyten, Gewebsmakrophagen, dendritische Zellen und Lymphozyten
(Joosten et al., 2013), aber IL-1p kann auch von Tumoren, wie z.B. dem Melanom,

produziert werden (Dinarello, 2009; Okamoto et al., 2010).

Die Synthese von IL-1p kann auf zwei Wegen induziert werden. Dies kann zum Einen
durch Bindung von nicht-TLR-Liganden an ihre Rezeptoren initiiert werden. In
diesem Fall wird die IL-1B-mRNA zwar zu Polyribosomen zusammengefiigt, erfahrt
jedoch keine nennenswerte Elongation und wird zum groften Teil intrazelluldr
abgebaut (Kaspar und Gehrke, 1994). Zum Anderen kann die Synthese in vivo und bei
Monozyten in vitro durch die Bindung von IL-1f an den IL-1RI induziert werden
(Dinarello et al., 1987). Die darauffolgende Konformationséinderung des Rezeptors

begiinstigt eine Anlagerung von IL-1RAcP und somit die Bildung eines Heterodimers.

Nach erfolgter Transkription und Translation wird eine inaktive, ca. 31 kDa grof3e
Vorstufe von IL-1p in das Zytosol freigesetzt, welches die Caspase-1 in das reife IL-

1B tiberfiihrt (Dinarello, 2009; Idris et al., 2015).

IL-1B ist physiologischerweise an der Regulierung des niedrigwelligen Schlafes
(Krueger et al., 2001), der Kérpertemperatur (Repa et al., 2015), der neuroendokrinen
Funktion und der peripheren Immunfunktion (Cartmell et al., 2001) beteiligt. Aber
auch bei inflammatorischen Prozessen ist IL-1B ein Schliisselindikator, da die
Konzentration nach neurotoxischen Stimuli stark ansteigt (Allan et al., 2005). IL-1P
wirkt als Costimulator der T-Zell-Funktion, indem es die Lymphozytenfunktion
indirekt tiiber die Induktion der Genexpression sowie die Synthese von
Cyclooxygenase-2 (COX-2), induzierbarer NO-Synthase (iNOS), Prostaglandin E2
(PGE2) und NO beeinflusst (Dinarello, 2009). Zudem wirkt IL-1B als potenter
Stimulator der IL-6-Freisetzung (Hu et al., 2011; Liu et al., 2015).
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d.) Interleukin-6 (IL-6)

Die der IL-6-Familie zugehdrigen Mitglieder wie IL-6, IL-11, Leukdmie inhibierender
Faktor (LIF) und Oncostatin M (OSM) weisen das Transmembranprotein gp130 als
Rezeptor und Signalverstarkungseinheit auf (Scheller et al., 2011).

Interleukin-6 besitzt ein Molekulargewicht von 20-30 kDa und wird unter anderem
von Monozyten, T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen
synthetisiert (Schaper und Rose-John, 2015). Als starke Stimuli fiir die Synthese von
IL-6 gelten eine Aktivierung des NF-xB-Signalwegs und das Zytokin IL-1.

IL-6 kann zwei verschiedene Signalwege schalten, zum Einen den klassischen Weg
und zum Anderen das Trans-Signaling. Beim klassischen Signalweg bindet IL-6 an
den membrangebundenen IL-6-R Rezeptor, welcher nur auf Hepatozyten, neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und CD4-positiven Zellen exprimiert wird und mit gp130
assoziiert ist. Im Gegensatz dazu bindet IL-6 beim Trans-Signaling an eine 16sliche
Form des Rezeptors (sIL-6-R) und der Komplex aus IL-6 und dem Rezeptor bindet
nachfolgend an gpl130. Als Entstehungsursache des sIL-6-R kommt eine
proteolytische Spaltung der membrangebundenen Form oder in 1-10% der Fille ein
alternatives Spleilen der Transmembrandomine des kodierenden Exons in Betracht
(Wolf et al., 2014). Aufgrund der uniformen Expression von gp130 (Schaper und
Rose-John, 2015) konnen alle Zellen mithilfe des Trans-Signaling durch IL-6 aktiviert
werden.

IL-6 spielt eine entscheidende Rolle bei dem Ubergang der angeborenen zur
erworbenen Immunabwehr, indem es die Neutrophilen-anlockenden Chemokine
unterdriickt und die Monozyten-anlockenden Chemokine verstdrkt und somit zu einer
verstirkten Rekrutierung von Monozyten fiihrt (Scheller et al., 2011). IL-6 stimuliert
jedoch ebenfalls die B-Zell-Differenzierung zu Antikorper-sezernierenden Zellen
(Muraguchi et al., 1988), die Differenzierung myeloider Zellen zu Makrophagen, die
Himatopoese, die Expression von Akut-Phase-Proteinen in der Leber sowie die
Regulierung des Knochenmetabolismus (Hirano, 1998). Eine Uberproduktion von
IL-6 kann zu pathologischen Krankheitsbildern fiihren, wie beispielsweise der
rheumatoiden Arthritis, der juvenilen idiopathische Arthritis oder Morbus Crohn
(Nishimoto, 2005).
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e.) Cyclooxygenase-2 (COX-2)

Das Enzym Cyclooxygenase katalysiert den ersten Schritt in der Synthese von
Prostaglandinen (Hinz und Brune, 2002). Die Cyclooxygenase besitzt zwei Isoformen,
die Cyclooxygenase-1 (COX-1) und die COX-2, welche zu 60% homolog sind und

von unterschiedlichen Genen transkribiert werden (Weinberg, 2000).

COX-1 wird als ,,housekeeping Enzym® in nahezu allen Zellen konstitutiv exprimiert
und vermittelt physiologische Funktionen, wie beispielsweise eine Zytoprotektion des

Magens oder eine Blutplattchenaggregation (Kim et al., 2013).

Hingegen wird COX-2 unter inflammatorischen Bedingungen von Makrophagen oder
Monozyten infolge eines Stimulus mit IL-1, TNF-a, Lipopolysaccharid (LPS),
Interleukin 2 (IL-2), GM-CSF, G-CSF und TGF-B exprimiert (Weinberg, 2000; Hinz
und Brune, 2002). COX-2 synthetisiert aus Arachidonsidure Prostaglandin H2, welches
als Substrat fiir die Herstellung bioaktiver Lipide wie Prostaglandin E2, D2, F2 sowie
Prostacyclin und Thromboxan A2 dient. COX-2 wird in spezifischen neuronalen
Populationen exprimiert, wie beispielsweise im Gyrus dentatus, der Amygdala oder im

piriformen Kortex.

Es ist noch nicht abschlieBend geklart, inwieweit COX-2 zu neuronalen Schidigungen
beitrdgt. Als Hypothesen wurde die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
durch die Peroxidase-Aktivitdt von COX-2, die Produktion von Prostaglandinen mit
Aktivierung ihrer Rezeptoren sowie eine Prostaglandin E2 vermittelte Glutamat-

Freisetzung aus Astrozyten diskutiert (Lane et al., 2008).
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Abb. 1.1: Zusammenfassende Darstellung der mikroglialen Funktionen. Mikroglia verdndern
infolge eines aktivierenden Signals ihre Morphologie, indem sie ihre Fortsétze verkiirzen und ihr Soma
vergroBBern. Ist das aktivierende Signal von kurzer Dauer, bewirken Mikroglia iiber eine Phagozytose
von Zelldebris und die Freisetzung von Wachstumsfaktoren eine Neuroprotektion. Im Gegensatz dazu
bewirkt eine intensive akute oder chronische Aktivierung der Mikroglia eine exzessive Freisetzung pro-
inflammatorischer Mediatoren. Zusitzlich regen aktivierte Mikroglia die Differenzierung von im Blut
zirkulierenden Monozyten zu Makrophagen an, deren Mannoserezeptoren die von den Mikroglia
sezernierten pro-inflammatorischen Zytokine binden und dadurch die Freisetzung anti-
inflammatorischer Zytokine initiieren konnen (veréndert nach London et al., 2013).

1.3 Morbus Parkinson als neurodegenerative Erkrankung

Morbus Parkinson, auch bekannt unter dem Synonym Schiittellihmung, wurde erstmals von
James Parkinson in ,,An Essay on the Shaking Palsy* beschrieben (Parkinson, 1817). Die
Erkrankung manifestiert sich als hypokinetisches-hypertones Syndrom mit den
Kardinalsymptomen Tremor, Rigor, Akinese, posturale Instabilitit sowie vegetativen
Storungen. Pathogenetisch liegt der Krankheit eine chronisch progrediente Degeneration der
nigrostriatalen dopaminergen Neurone zugrunde (Masuhr und Neumann, 2007; Goedert,
2015).

1.3.1 Epidemiologie

Morbus Parkinson ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung (Goedert, 2015). Die
Krankheit manifestiert sich tiberwiegend im hoheren Lebensalter ab der 6. Lebensdekade, nur
5% der Betroffenen sind unter dem 40. Lebensjahr (Herrera et al., 2015). Die Zahl der
Erkrankten liegt weltweit bei tiber 10 Millionen (Abdullah et al., 2014), allein in Deutschland
sind 250.000-400.000 Menschen betroffen. Die Prdvalenz in Deutschland lag 2012 laut der
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Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie bei 100-200 Erkrankten auf 100.000 Einwohner,

wobei sie mit zunehmendem Alter ansteigt.

1.3.2 Klassifikation

Es treten verschiedene Formen des Morbus Parkinson auf (Gerlach et al., 2007):

1.

Idiopathisches Parkinson-Syndrom

Das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS) wird auch als primdre Parkinson-
Krankheit bezeichnet und weist eine unklare Genese auf. Auf diese Form des
Parkinsons wird im Folgenden weiter eingegangen.

Idiopathisches Parkinson-Plus-Syndrom

Diese Form tritt in Kombinationen mit anderen neurologischen Symptomen wie
multisystematischer ~ Atrophie,  progressiver  supranukledrer  Blickldhmung,
kortikobasaler Degeneration und Lewy-Kd&rperchen-Demenz auf.

Sekundéres Parkinson-Syndrom

Beim sekundiren Parkinson-Syndrom (Pseudoparkinsonismus) ist die Genese der
Erkrankung bekannt, zum Beispiel konnen als Ausloser Medikamente wie
Neuroleptika oder a-Methyl-Dopa fungieren. Des Weiteren konnen die Ursachen

toxischer oder traumatischer Art sein.

1.3.3 Atiologie des Morbus Parkinson

Bei dieser multifaktoriellen, komplexen Erkrankung ist der neurodegenerative Prozess nicht

durch eine alleinige Ursache zu erkldren, vielmehr kommt es zu einem Zusammenwirken

mehrerer Faktoren, die die Entstechung der Krankheit begiinstigen (Gerlach et al., 2007).

Folgende Faktoren konnen in der Krankheitsentstehung von Bedeutung sein:

1.

Alterungsprozesse

Als groBter Risikofaktor gilt zunehmendes Alter (Schapira und Jenner, 2011). Ein
hoheres Lebensalter ist mit einer vergréferten mitochondrialen Dysfunktion assoziiert
(Hindle, 2010), durch die vermehrt ROS gebildet werden (Moon und Paek, 2015). Die
dadurch bedingte Erhohung des oxidativen Stresses kann DNA-Mutationen zur Folge
haben. Jedoch sinkt mit einem hoheren Lebensalter die Fahigkeit, zellulire Schiden
zu tolerieren (Obeso et al., 2010). Ein moglicher Grund hierfiir kann die reduzierte

Anzahl der antioxidativen Proteine (Peroxiredoxin) sein (Abdullah et al., 2014).
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2. Oxidativer Stress
Die SN ist pradisponiert flir oxidativen Stress. Zum Einen liegt dieses an der erhohten
Konzentration von Wasserstoffperoxid (H,0,) und Ammoniak (NH3), die aufgrund des
hohen Dopaminumsatzes bei der Metabolisierung von Dopamin durch die Catechol-
O-Methyltransferase (COMT) und die Monoaminooxidase (MAQO) entsteht. Zum
Anderen begiinstigt die groBe Eisenbindungskapazitit des Neuromelanins und der
dadurch bedingte hohe Eisengehalt der SN die Entstehung von Hydroxylradikalen.
Zusitzlich fiihrt eine erniedrigte Komplex-I-Aktivitdt in der Substantia nigra pars
compacta (SNpc) zur Bildung von ROS (Janetzky et al., 1994). Infolge der
vermehrten Radikalbildung wird weniger ATP produziert und der Energiestoffwechsel
gestort. Zudem erfolgt eine Schidigung der mitochondrialen DNA (mtDNA) und
infolgedessen verdreifacht sich die 8-Hydroxydeoxyguanosin-Konzentration im
Nucleus caudatus und der SN. Somit stellt die 8-Hydroxydeoxyguanosin-
Konzentration einen geeigneten Marker fiir das Ausmal} des oxidativen Stresses dar.

3. Exogene und endogene Toxine
Auch Toxine wie Pestizide (z.B. Rotenon), Metalle (z.B. Mangan und Blei) oder
toxische Losungsmittel kommen als Ausloser des Morbus Parkinson in Betracht
(Hindle, 2010). Es gibt allerdings bisher keine Hinweise darauf, dass ein klassisches
Neurotoxin der Ausloser dieser Krankheit ist. Genetisch priddisponierte Patienten
zeigen jedoch eine erhohte Empfindlichkeit auf 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) -dhnliche Verbindungen mit der Folge eines gesteigerten
Risikos fiir das IPS (Jenner, 2001).

4. Genetische Préadisposition
Es wird vermutet, dass der familidre Morbus Parkinson polygenetisch determiniert ist,
da eine Mutation an 13 verschiedene Genloci als Ausloser der Erkrankung fungieren
kann (Hindle, 2010).

5. Neuronale Dysfunktion durch Protein-Aggregate
Infolge einer gestorten Proteolyse mutierter oder geschidigter Proteine in der SN
konnen diese zu Einschlusskorperchen aggregieren (Taylor et al., 2002). Die
Entstehung dieser Lewy-Korperchen fiithrt zu einer Dysfunktion mit nachfolgendem
Untergang von Neuronen und somit zur Entstehung von Morbus Parkinson.

6. Neuroinflammatorische Vorgéinge
McGeer und McGeer (McGeer und McGeer, 2008) wiesen erstmalig in der SN von

Parkinson-Patienten post mortem aktivierte Mikroglia sowie pro-inflammatorische
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Zytokine nach. Infolgedessen ist auch die Konzentration von IL-2, IL-4 und IL-6 in
der cerebrospinalen Fliissigkeit der Parkinson-Patienten erhoht (Hirsch und Hunot,
2009). Da die Entziindungsmediatoren die Blut-Hirn-Schranke schidigen, verliert das
Gehirn sein Immunprivileg. Somit konnen periphere Blutzellen in das Gehirn
migrieren mit der Folge einer erhdhten Dichte an CDS8- und CD4- positiven T-Zellen
im Gehirn an Morbus Parkinson erkrankter Patienten (Brochard et al., 2009). Die
neuroinflammatorischen Vorgidnge konnen den neuronalen Zelltod dopaminerger

Neurone induzieren (Hernandez-Romero et al., 2008).

1.3.4 Kilinisches Bild des Morbus Parkinson

Die vier Kardinalsymptome des Morbus Parkinson (Tremor, Rigor, Akinese, posturale
Instabilitdt) sind selten zu Beginn der Erkrankung nachweisbar, da sie erst ab einem
neuronalen Verlust von iiber 50% klinisch manifest werden (Antonini und DeNotaris, 2004).
Es konnen jedoch Frithsymptome wie ein Verlust der Riechfunktion (Sommer et al., 2004)
oder eine Farbdiskriminierung (Buttner et al., 1995; Bertrand et al., 2012) auftreten.

Nach einer préaklinischen Phase von 5 bis 20 Jahren folgt die klinische Manifestation der
bereits genannten Kardinalsymptome, wobei die Bradykinese ein obligates Kardinalsymptom
darstellt (Schwarz und Storch, 2007) und bei 77-98% der Patienten auftritt (Gelb et al., 1999).
Kennzeichnend ist eine Verlangsamung der Initiation von Willkiirbewegungen mit einer
progressiven Abnahme der Geschwindigkeit und Amplitude bei repetitiven Aktionen. Meist
beginnt der Morbus Parkinson im Bereich der Arme, nach 1-2 Jahren kann ein kleinschrittiges
Gangbild, eine Starthemmung, eine Unfdhigkeit anzuhalten (Festination) und eine erhdhte
Fallneigung vorliegen. Als Frithsymptom tritt hdufig eine Verkleinerung der Schrift auf. Von
der Bradykinese ist die Akinese abzugrenzen, bei der siamtliche willkiirliche motorische
EntduBerungen sistieren (Gerlach et al., 2007).

Als Rigor wird die Erhdhung des Muskeltonus bezeichnet, der in einem fiithlbaren wichsernen
Widerstand bei passiven Bewegungen resultiert. Typischerweise kommt es zum Auftreten des
Zahnradphédnomens mit dem Gefiihl eines Knarrens oder Stockens durch ein ruckartiges
Nachgeben des Muskelwiderstandes infolge einer anhaltenden Kokontraktion der
antagonistischen Muskulatur (Gerlach et al., 2007).

Der Tremor ist meist ein kleinamplitudiger Ruhetremor von 4-6 Hertz, bei dem es zu einer
unwillkiirlichen rhythmischen Oszillation eines oder mehrerer Korperteile kommt. Er beginnt

hiufig einseitig in den distalen Extremititen und wird an den Handen auch als ,,Pillendreher-
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Tremor* bezeichnet. Dieses Symptom ist das markanteste Kardinalsymptom (Schwarz und
Storch, 2007) und tritt bei 79-90% der Patienten auf (Gelb et al., 1999).

Die posturale Instabilitit als Stérung der Stell-und Haltereflexe tritt meist erst in spiteren
Stadien auf. Hierbei reagiert der Patient unsicher auf Stofen und neigt zu Ausfallschritten
oder Stiirzen.

Zusitzlich zu den Kardinalsymptomen konnen auch andere Symptome vorkommen, wie zum
Beispiel psychiatrische Storungen. 30-80% der Parkinson-Patienten leiden unter

Depressionen und 20% der Parkinson-Patienten an Demenz (Aarsland et al., 2003)

1.3.5 Neuropathologie

Neuropathologisches  Korrelat des Morbus Parkinson ist eine Degeneration
neuromelaninhaltiger dopaminerger Neurone der SNpc (George et al., 2013). Hierbei ist ein
Gradient des Verlustes von ventral bzw. medial nach dorsal bzw. lateral zu verzeichnen
(Gibb und Lees, 1991).

Ein weiteres neuropathologisches Merkmal des Morbus Parkinson sind Ubiquitin und a-
Synuclein positive, hyaline Einschlusskérperchen (Lewy-Korperchen) in den verbleibenden
dopaminergen Neuronen der SNpc (Andersen, 2000). Die frithesten Einschliisse sind in dem
motorischen Kern des Nervus vagus sowie dem Bulbus olfactorius vorzufinden (Braak et al.,
2004), sie konnen aber auch in der SN und anderen pigmentierten Kerngebieten auftreten.
Anhand der Verteilung der Lewy-Korperchen ist eine neuropathologische Stadieneinteilung

moglich (Braak et al., 2004):

I. prasymptomatisches Stadium 1+2:  Lewy-Ko6rperchen in der Medulla
oblongata, im Bulbus olfactorius und dem

hinteren Vaguskern

II. symptomatisches Stadium 3+4: Lewy-Korperchen im Mittel- und basalen
Vorderhirn
III. Endstadium 5+6: Lewy-Korperchen im telenzephalen Kortex

Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass der Entstehung von Lewy-Kd&rperchen eine neuronale
Dysfunktion und ein neuronaler Zellverlust vorangehen (Milber et al., 2012). Die Lewy-
Korperchen in den dopaminergen Neuronen der SN scheinen eine Aggresomen-dhnliche
neuroprotektive Wirkung auf die Neurone auszuiiben, indem sie toxische Proteinaggregate

unschadlich machen (Olanow et al., 2004; Lee et al., 2006).
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1.3.6 Neurochemie

Ein  neuronaler Zellverlust korreliert mit einer massiven Erniedrigung der
Dopaminkonzentration im Striatum (Bernheimer et al., 1973; Ba und Martin, 2015), wobei
dieser Dopaminmangel im Putamen stirker ausgeprégt ist als im Nucleus caudatus. Bis zu
einem Verlust von 50% der Neurone kann der Dopaminmangel durch die Plastizitit des
Gehirns kompensiert werden, indem die funktionstiichtigen Neurone mehr Dopamin

produzieren (Brandt, 2007).

Infolge der verringerten Dopaminkonzentration liegen geringere Mengen der
Dopaminmetabolite  Homovanillinsdure (HVA) und 3,4-Dihydroxyphenylessigsidure
(DOPAC) sowie eine verringerte Aktivitit der Dopa-Decarboxylase vor. Auch die Dichte der
Dopamin-Wiederaufnahmestellen ist reduziert (Gerlach et al., 2007). Hingegen ist die
Aktivitdt cholinerger striataler Interneurone gesteigert. Das vermehrt ausgeschiittete
Acetylcholin bewirkt eine tonisch gesteigerte neuronale Aktivitit in den striatalen
Projektionsneuronen zum externen Pallidum, im Nucleus subthalamicus sowie in den

Ausgangskernen der Basalganglien (Brandt, 2007).

1.3.7 Therapie
Man unterscheidet die medikamentdse von der operativen Therapie des Morbus Parkinson.

Die medikamentdse Therapie zielt darauf ab, den Dopaminmangel direkt oder indirekt zu
beheben und somit eine Besserung der Symptome zu bewirken. Als erste Anti-Parkinson-
Medikamente gelten Anticholinergika, die 1867 von Ordenstein gegen die Salivation bei
Parkinson-Patienten eingesetzt wurden (Ordenstein, 1867). Der entscheidende Durchbruch in
Form einer rational begriindeten medikamentdsen Therapie des Morbus Parkinson fand 1969
mit der Levodopa (L-Dopa)-Therapie durch den Amerikaner Cotzias statt (Gerlach et al.,
2007).

L-Dopa kann als Aminosdure die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden und wird darauffolgend
durch die zentrale Decarboxylase in Dopamin umgewandelt. Fiir eine Inhibition des Abbaus
in der Peripherie wird L-Dopa immer mit einem Dopa-Decarboxylase (DDC)-Inhibitor
kombiniert (Schwarz und Storch, 2007). L-Dopa gilt aufgrund der hochsten Ansprechrate und
der besten Vertriaglichkeit momentan als ,,Goldstandard®, mit Indikationsspektrum vor allem
bei dlteren, dementen oder multimorbiden Patienten (Jost et al., 2001; Rascol et al., 2015). Es
ist allerdings nicht das Mittel der Wahl fiir die Initialtherapie, da L-Dopa auch

Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, orthostatische Hypertonie oder Halluzinationen
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verursachen kann (Fahn et al., 2004; Schwarz und Storch, 2007). Als grofte Komplikation
gilt jedoch, dass bei 10-15 % der Patienten pro Jahr die Motorflexionen und Dyskinesien nach
einer Latenzzeit von einigen Jahren zunehmen (Jost et al., 2001).

Dopaminagonisten wie Apomorphin binden direkt an Dopaminrezeptoren, vor allem an D2
und D3, und aktivieren diese (Brandt, 2007). Im Vergleich zu L-Dopa ist die klinische
Wirksamkeit und Vertraglichkeit geringer. Auch Nebenwirkungen treten hiufiger und in
ausgepragterer Form auf (Schwarz und Storch, 2007).

MAO-B-Hemmer oder COMT-Hemmer hemmen metabolisierende Enzyme und verldngern
somit die Wirksamkeit von Dopamin im synaptischen Spalt. Sie werden immer als

Kombinationstherapie mit L-Dopa gegeben, da ihre symptomatische Wirkung gering ist.

Die operative Therapie ist eine Therapieoption fiir schwerstbetroffene Patienten, bei denen
Medikamente keine Besserung der Symptome bewirken und dadurch die Lebensqualitit
erheblich eingeschrinkt wird (Chapuis et al., 2005; Gerlach et al., 2007).

Die Thermokoagulation ist ein invasives Verfahren, bei dem mithilfe einer heilen Sonde und
Hitze bestimmte Areale des Gehirns koaguliert werden. Aufgrund der hohen
Komplikationsrate wie Dysarthrie, Gesichtsfelddefekte oder Paresen und der eingeschriankten
beidseitigen Anwendbarkeit wird dieses operative Verfahren nur noch bei Sonderindikationen
durchgefiihrt.

Die Neurostimulation (Deep brain stimulation) wurde in den 80er Jahren durch Professor
Benobid in Grenoble entwickelt. Hierbei wird in der 1. Sitzung eine stereotaktische
Implantation der Elektrode bei erhaltenem Bewusstsein durchgefiihrt. In den letzten Jahren
haben sich als Zielorte der Implantation der Nucleus subthalamicus (STN) sowie der Globus
pallidus internus (GPi) etabliert (Udupa und Chen, 2015). Der STN ist Teil eines indirekten
Signalweges durch die Basalganglien und weist eine kleinere Grofe auf, wohingegen der GPi
Teil eines direkten Signalweges durch die Basalganglien ist und einen deutlich grof3eren
Zielort darstellt (Krause et al., 2001). In der 2. Sitzung wird der Impulsgeber infraklavikular
in Intubationsnarkose implantiert. Voraussetzung fiir diese operative Therapie ist ein positiver
L-Dopa-Test zum Ausschluss eines Nicht-IPS und Abschitzung des bestmoglichen
Ergebnisses. Kontraindiziert ist dieses Verfahren bei Patienten liber 75 Jahren, schwerer
Hirnatrophie, Begleiterkrankungen und manischen oder depressiven Stérungen (Bronstein et
al., 2011). Bei dieser operativen Therapie haben sich die Kardinalsymptome nach 5 Jahren
um 50-60% verbessert (Krack et al., 2003). Auch die Dyskinesien konnten um 70-100%
reduziert werden (Volkmann et al., 2013).
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Das Hauptproblem der gegenwértigen Therapie stellt die reine Behandlung der klassischen
Symptome dar, komplexere motorische Formen wie beispielsweise Sturzneigung, Freezing
oder nichtmotorische Syndrome erfahren durch die aktuellen Therapiekonzepte keine
Besserung. Ein weiteres Problem ist die Zunahme der Dyskinesien unter L-Dopa Therapie

nach einer Latenzzeit.

Bisher ist noch keine kausale Therapie vorhanden und der Morbus Parkinson gilt somit, mit
Ausnahme der sekundiren Parkinson-Erkrankung, als unheilbar. Jedoch kann durch eine
rechtzeitige, gezielte symptomatische Therapie die Lebensqualitidt sowie die Lebenserwartung

betroffener Patienten bedeutend gesteigert werden.

1.4 7,8-Dihydroxyflavon

Auf der Suche nach einem mdglichen Therapeutikum, welches die schidliche lokale
Immunreaktion des neuronalen Gewebes unterbindet und somit anti-inflammatorisch wirkt,
wurde in dieser Doktorarbeit die Wirkung von 7,8-Dihydroxyflavon auf Mikroglia in vitro
untersucht. 7,8-Dyhydroxyflavon (7,8-DHF), auch bekannt als Vitamin P, gehort zu der
Gruppe der Flavenoide. Derzeit sind 8000 verschiedene Vertreter dieser Gruppe bekannt
(Iwashina, 2015). Aufgrund ihrer Struktur werden Flavonoide in 6 Gruppen unterteilt:
Flavonole, Flavanole, Isoflavone, Anthocyanidine, Flavanone sowie Flavone (Solanki et al.,
2015). Flavonoide sind als sekundére Pflanzenstoffe (Dixon und Steele, 1999) in Tee, Wein,
Gemiise und Friichten zu finden (Harborne und Williams, 2000). Thnen werden anti-
allergische, anti-inflammatorische, anti-oxidative und anti-kanzerogene Eigenschaften

zugeschrieben.

7,8-DHF wurde im Zuge einer Screening-Studie entdeckt, welche das Auffinden kleiner
Molekiile mit BDNF-dhnlichen, neurotrophischen Eigenschaften zum Ziel hatte (Jang et al.,
2010). Es kommt natiirlicherweise in Godmania aesculifolia, Tridax procumbens und in den
Blittern der Primeln vor (Du und Hill, 2015).
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1.4.1 Chemische Struktur

7,8-Dihydroxyflavon besitzt drei Kohlenstoffringe, bestehend aus zwei aromatischen
Phenylringen (A- und B-Ring) und einem zentralen heterozyklischen y-Pyronring (C-Ring).
Letzterer ist fiir das basische Verhalten und Salzbildung verantwortlich. An Position 7 und 8
befindet sich eine OH-Gruppe.

OH
HO O

C15H1004

O

Abb. 1.2: Strukturformel von 7,8-DHF. (Gezeichnet von Clemens Franke aus dem Anatomischen Institut,
Kiel)

1.4.2 Eigenschaften

7,8-DHF ist ein kleines Molekiil mit einer Molekiilmasse von 254 kDa, welches die Blut-
Hirn-Schranke passieren kann (Devi und Ohno, 2012). Es ist ein TrkB-Rezeptor-Agonist fiir
Neurone und Motoneurone im Hippocampus.

7,8-DHF unterstiitzt dosisabhidngig das neuronale Wachstum (Tsai et al., 2013) und dampft
die Entwicklung eines depressiven Phinotyps (Zhang, J. C. et al., 2015). Zudem weist 7,8-
DHEF protektive Funktionen auf. So tragt es zur Vorbeugung von synaptischem Verlust und
Gedéchtnisdefiziten bei (Devi und Ohno, 2012) und schiitzt vor Apoptose (Jang et al., 2010).
Diese apoptotische Protektion geschieht durch eine Vermeidung von DNA-Schiden wie z.B.
DNA-Doppelstrangbriichen durch Schutz vor H,O, (Zhang et al., 2009). Zusitzlich wird die
Phosphorylierung von Histonen verringert und die Anzahl der Annexin-V positiven Zellen
gesenkt (Kang et al., 2015). 7,8-DHF wirkt anti-inflammatorisch, indem es die LPS-
induzierte Produktion von pro-inflammatorischen Schliisselmediatoren wie NO, PGE2 und
IL-1 tiiber eine sinkende NF-xkB Aktivitidt und Inaktivierung des Signalweges senkt (Park et
al., 2012).
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1.5 Zielsetzung

In dieser Arbeit soll der Einfluss von 7,8-DHF auf primire Mikroglia in vitro unter folgender

Fragestellung untersucht werden:

1. Welchen Effekt iibt 7,8-DHF auf Mikroglia in Ruhe und nach Stimulation mit LPS,
einem anerkannten Aktivator von Mikroglia, aus?
» Welche Konzentration von 7,8-DHF weist eine groBtmdgliche Wirkung bei
niedriger Toxizitit auf?
» Veriandert sich die Morphologie der Mikroglia?
» Welchen Einfluss hat 7,8-DHF auf die Expression pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-1f, IL-6 und TNF-a?

2. Mithilfe der Ergebnisse, die aus den Untersuchungen der obig genannten
Fragestellungen gewonnen wurden, soll ein moglicher Einsatz von 7,8-DHF zur
Neuroprotektion oder Neuroregeneration und damit eine mogliche Eignung als
Therapeutikum bei neurodegenerativen FErkrankungen wie Morbus Parkinson

diskutiert werden.
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2 Material

2.1 Reagenzien
B-Glycerol-Phosphat
Acrylamid / Bisarylamid (29:1)
Ammoniumpersulfat (APS)
Azeton
Azetonnitril
Bisbenzimid
Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroform
Coomassie Blau

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Dulbecco's PBS (Ca®* und Mg”" frei)
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Fetales Kédlberserum (FKS)
Glutaraldehyd

Glycin
Glykogen
Griess-Reagenz

Hepes (2-4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-

Ethansulfonsaure)
Immu-Mount Eindeckmedium

Isopropanol

Sigma, St. Louis (USA)

Serva, Heidelberg (Deutschland)
Fisher Scientific, Waltham (USA)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Serva, Heidelberg (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland))

Serva, Heidelberg (Deutschland))

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

PAN Biotech, Aidenbach (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland))
Merck, Darmstadt (Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Merck Schuchardt, Hohenbronn
(Deutschland)

Appli Chem, Darmstadt (Deutschland)
Sigma , St. Louis (USA)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)



Material

20

Kaisers-Glyzeringelantine
L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS) aus Salmonella

typhimurium

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumduodecylsulfat (SDS)
Natrium-Vanadat
Natrium-Pyrophosphat
Natronlauge (NaOH)
Penicillin/ Streptomycin

Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF)
RNase freies A. dest

Salzsdure (HCI)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS)
Trizol

Trypsin

Tween 20

2.2 Losungen und Puffer

Dissoziationslosung

Merck, Darmstadt (Deutschland)
PAN Biotech, Aidenbach (Deutschland)

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Serva, Heidelberg (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St.Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
PAN Biotech, Aidenbach (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Anatomisches Institut, Kiel
(Deutschland)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Quiagen, Hilden (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

0,024 g HEPES

0,020 g Trypsin

0,002 g EDTA

Ad10ml DMEM (4,5g Glucose /1)

35l DNase (1 mg/ ml)/ 3 ml Diss-lsg
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Elektrodenpuffer 122 ¢ TRIS
(Laufpuffer, pH 8,2) 576¢ Glycin
4¢g SDS
ad41 A. dest
Entfarbeldsung fiir Comassie-Fiarbung 450 ml Ethanol
100 ml Essigsdure
ad 450 ml  A. dest
Farbelosung Coomassie lg Coomassie
450 ml Methanol
100 ml Essigsdure
450 ml A. dest
Gelpuffer I fiir Trenngel (pH 8,8) 4543 g Tris HCI (1,5 M)
lg SDS (0,4%)
ad 250 ml  A. dest
Gelpuffer II fiir Sammelgel (pH 6,8) 15,1 g Tris HCI (0,5 M)
lg SDS (0,4%)
ad 250 ml  A. dest
Kulturmedium zur Stimulation der Mikroglia 500 ml DMEM (4,5 g Glucose/ ml, 4 nM
L-Glutamin)
60 ml FKS (bei 56°C inaktiviert)
6 ml Penicillin (10000 U/ ml)/

Streptomycin (10 mg/ ml PBS)
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Kulturmedium fiir Mikroglia 500 ml DMEM (4,5 g Glucose/ ml, 4nM
L-Glutamin)

60 ml FKS (bei 44-53°C inaktiviert)
5 ml L-Glutamin (200 mM)
6 ml Penicillin (10000 U/ ml)/

Streptomycin (10 mg/ ml PBS)

Lysis-Puffer zur Proteinisolierung 100 mM NaCl
50 mM TRIS (pH 7,5)
5 mM EDTA
1% Triton x-100
ad 10 ml  A. dest
Stammldsung:
2 mM Natrium-Vanadat

2,5 mM Natrium-Pyrophosphat

1 mM B-Glycerol-Phosphat
1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl
Fluoride)

In Azetonnitril ansetzten

Sammelgel 4,5% 2,6 ml Gelpuffer 11
1,67 ml Acrylamid
5,79 ml H,O
60 ul APS (10%)

30 TEMED
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SDS-Probenpuffer (pH 8)

Transferpufter (pH 9,0)

Trenngel 10%

Tris-gepufferte Saline Tween

(TBS-T) (pH 7,5) in A. dest

0,23 g
1,25 ml
1 ml
50 mM

ad 10 ml

75¢
36,03 g
250 ml

ad 2,51

2,6 ml
3,33 ml
4,03 ml
60 ul

30 ul

20 mM
140 mM
I mM
0,1%

ad 2,51

SDS

Gelpuffer IT
Glycerin

DTT (Dithiotreitol)

A. dest

Tris (25 mM)
Glycin (192 mM)
Methanol (10%)

A. dest

Gelpuffer I
Acrylamid
H,O

APS (10%)

TEMED

TRIS
NaCl
EDTA
Tween 20

A. dest
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Waschpuffer (ELISA) 80 g NaCl
11,6 g Natriumhydrogenphosphat
2g Kaliumhydrogenphosphat
2g Kaliumchlorid
ad 101 A. dest
Zamboni Fixierlosung 8¢g Paraformaldehyd (bei 60 °C 16sen)
35 ml gesittigte Pikrinsdure (bei 60 °C

16sen)

ad 165 ml  Phosphatpuffer

Phosphatpuffer:
1,66 g NaH2P04 X HZO
1 1,2 g NazHPO4 X HQO

Ad 0,51 A. dest

2.3 Gebrauchsfertige Kits und Losungen

BD OptEIA™ Rat TNF-a ELISA Set
BD OptEIA™ Rat IL-6 Set
d-NTP-Mix (10 nm)

ECL-Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
RQ1 RNase-free DNase-Kit
SuperSignal™ West Femto

TagMan® Universal PCR

Mastermix

Biosciences, Portland (USA)
Biosciences, Portland (USA)

5 Prime, Hilden (Deutschland)

GE Healthcare, little Chalfont (UK)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Promega, Fitchburg (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Life Technologies GmbH, Darmstadt
(Deutschland)
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24 Enzyme

Revert Aid™ H Minus Reverse Transkriptase Thermo Scientific, Waltham (USA))

2.5 TagMan®-Assay on Demand (Life Technologies GmbH)

Eukaryotische 18S-rRNA Hs99999901 sl

induzierbare NO-Synthase (iNOS) Rn00561646 ml

COX-2 Rn00568225 ml

Interleukin-13 Rn00580432 ml

Interleukin-6 Rn00561420 ml

TNF-a Rn99999017 ml

2.6 Primer

Random Hexamer Primer-Gemisch Thermo Scientific, Waltham (USA)

2.7 Antikorper

2.7.1 Primarantik6rper

Phospho-p44/42 MAPK (ppERK1/2)- cell signaling Technologies, Danvers (USA)
Antikorper (Thr 202/Tyr 204) XPTM Rabbit
mAB

Anti-MAP Kinase 2/ERK2, Clone 1B3B9 Merck Millipore, Billerica (USA)
p38 MAPK Antibody cell signaling Technologies, Danvers (USA)
Phospho-p38 MAPK (pp38)-Antikorper cell signaling Technologies, Danvers (USA)

(Thr 180/ Tyr 182)

2.7.2 Sekundarantikorper

Goat-anti-rabbit-IgG-HRP cell signaling Technologies, Danvers
linked Antibody (USA)
Donkey-anti-mouse-IgG- Santa Cruz, Dallas (USA)

HRP
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2.8 Verbrauchsmaterialien
96-PCR-Mikrotiterplatten

Deckgliser (22 mm x 22 mm)

ELISA 96-Mikrotiterplatten
Gewebekulturschilchen (60 x 15 mm)
Multiply Reaktionsgefdlle (200 pl)
Objekttrager (26 x 76 mm)
Pipettenspitzen

PVDF-Membran -Hybond P"

Reaktionsgefdfie (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml)
Whatmann-Pappe

Zellkulturflaschen 75 cm®
Zellkulturplatten (6/12/24 Vertiefungen)
Zellschaber

Zentrifugenrohrchen (10 ml, 50 ml)

2.9 Gerate
Abi fast 7500 Real-Time-PCR-System
Axiocam Fotokamera

Elektrophoresekammer

Fusion SL Vilber Lourmat

Gefrier-/Kiihlschrank
Gefrierschrank (-70 C)

Gelkammer

GENios

Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)
Menzel/ Thermo Scientific

Nunc MaxiSorp™, USA /Sarstedt
Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)

Amersham Pharmacia Biotech, little
Chalfont (UK)

Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)
GE Healthcare, little Chalfont (UK)
Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)

Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)

Applied Biosystems, Waltham (USA)
Carl-Zeiss, Gottingen (Deutschland)
Bio-Rad, Hercules (USA)

Vilber Lourmat, Eberhardzell
(Deutschland)

Bosch, Gerlingen (Deutschland)
Heraeus, Hanau (Deutschland)
Bio-Rad, Hercules (USA)

Tecan,Méannedorf (Schweiz)
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Inkubator Hera Cell 150
Mikroskop Axiokop

Mikrotiterplatten- Photometer
(SLT Reader 340 ATTC)

Neubauer Zahlkammer (0,0025 cm?, Tiefe

0,1 mm)

Pipetten (1-1000 pl)
Sicherheitswerkbank HER ASafe®
Spannungsquelle Power Pac?”

Thermal Cycler Gene AMP® PCR System
9700

Thermomixer Compact
Tischzentrifuge 5415 R
Trans-Blot Turbo
Vortex Genie 2

Préazisionswaage BP 610

Wasserbad

2.10 Software

ABI fast 7500 Software
Axiovision 4.7
FusionCapt Advance
Endnote x7

GraphPad Prism 5.0

Heraeus, Hanau (Deutschland)
Zeiss, Jena (Deutschland)

SLA Laborinstrumente, Karlsheim

(Deutschland)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Heraeus, Hanau (Deutschland)
Bio-Rad, Hercules (USA)

Applied Biosystems, Waltham (USA)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Biorad, Hercules (USA)

Scientific Industries, Bohemia (USA)

Sartorius AG, Gottingen
(Deutschland)

Kottermann, Uetze/ Hanigsen

(Deutschland)

Applied Biosystems, Waltham (USA)

Carl Zeiss, Gottingen (Deutschland)

Vilber Lourmat, Eberhardzell (Deutschland)
Thomson Reuters

GraphPad Software
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3 Methoden

3.1 Isolierung und Kultivierung primarer Mikroglia

Die Isolierung und Kultivierung primédrer Mikroglia erfolgte nach der modifizierten

Standardmethode von McCarthy und de Vellis (1980) (Hassan et al., 1991).

Zunichst wurden 10-12 postnatale Ratten der Generation pl-p3 dekapitiert und die Hirne
nach deren stumpfen Entnahme in Gewebekulturschidlchen mit Dulbecco’'s PBS,
supplementiert mit 1% Penicillin/Streptomycin, liberfiihrt. Unter einem Binokular wurden die
Meningen abgelost, Cerebellum, Diencephalon, Hippocampus sowie der Bulbus olfactorius
abprépariert und verworfen. Die verbliebenen Kortexhidlften und Mesencephali wurden in
getrennten neuen Gewebekulturschilchen gesammelt und mit jeweils 2 x 13 ml Dulbecco's
PBS gewaschen. Im Anschluss daran wurden die Gewebe mechanisch mit einem Skalpell
zerkleinert, die Gewebestiickchen von je 4-5 Kortexhélften und je 5-6 Mesencephali in 10 ml-
Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und enzymatisch dissoziiert. Die Dissoziation erfolgte durch
Zugabe von je 3 ml einer Dissoziationsldsung, versetzt mit 35 pl DNAse I und anschlieBender
Inkubation im Inkubator bei 37 C fiir 30 Minuten. Auf das Abpipettieren der Uberstiinde
folgte die Zugabe von jeweils 2 ml FKS-haltigem Zellkulturmedium sowie 50 pl D-Nase zu

den dissoziierten Geweben, um die Trypsinaktivitit der Dissoziationslosung zu stoppen.

Fiir die Kultivierung wurden die aus zwei dissoziierten Mesencephali oder einer Kortexhilfte
gewonnenen Zellen getrennt in 75 cm?- Zellkulturflasche in jeweils 10 ml Zellkulturmedium
ausgesdt und im Inkubator bei 37 C in 8,4% wasserdampfgesittigter CO,-Atmosphire

inkubiert, wobei ein Wechsel des Mediums alle 48 Stunden erfolgte.

3.2 Ernte der Mikroglia

Nach ca. 10 Tagen wurden die Mikroglia erstmals geerntet. Dafiir wurden die Mikroglia
durch manuelles Schiitteln der Zellkulturflaschen vom konfluenten Astrozytenrasen geldst
und die Zellkulturiiberstinde mit den frei flottierenden Mikroglia in 50 ml-
Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Es folgte eine 5-miniitige Zentrifugation (1000 x g), durch die
sich die Mikroglia als Zellpellet am Boden des Zentrifugenrdhrchens absetzten. Darauthin
wurden die Uberstinde dekantiert und die Zellpellets in dem restlichen Zellkulturmedium

resuspendiert. Nach Vereinigung aller Zellsuspensionen wurde die Zellzahl bestimmt. Hierfiir
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wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt und die nicht blau geférbten,

vitalen Zellen in der Neubauer Zahlkammer mikroskopisch ausgezéhlt.

3.3 Aussaat der Mikroglia

Je nach Versuch wurden die Mikroglia in den fiir die jeweiligen Versuche unterschiedlichen
Zellkulturplatten und Zelldichten ausgesidt und bis zur Zellidherenz fiir ca. 24 Stunden im
Inkubator gehalten.

MTT-Test: 100.000 Zellen pro Ansatz (96er Mikrotiterplatte mit Flachboden)
qPCR und ELISA:  1.000.000 Zellen pro Ansatz (12er Zellkulturplatte)
Westernblot: 1.000.000 Zellen pro Ansatz (12er Zellkulturplatte

Coomassie-Féarbung: 20.000 Zellen pro Deckglas.

3.4 Stimulation von Mikroglia

Nach einer eintdgigen Wachstumsphase im Inkubator wurden die Zellen in frischem

Kulturmedium mit folgenden Stimulationsansitzen stimuliert:

1. Kontrolle: unstimuliert

LPS [5 ng/ml]

7,8-DHF [0,01 uM]

7,8-DHF [0,01 uM] + LPS [5 ng/ml]
7,8-DHF [50 uM]

7,8-DHF [50uM] + LPS [5 ng/ml]

A

Fiir alle Ansitze, die 7,8-DHF enthielten, erfolgte eine 30-miniitige Vorinkubation mit dieser
Substanz in der jeweiligen Konzentration in 1 ml Zellkulturmedium. Die Kontrollansétze
erhielten das &dquivalente Volumen an Kulturmedium. Die Stimulationsdauer war

versuchsabhingig und wird im Ergebnisteil genannt.

3.5 MTT-Test

Der MTT-Test dient der Uberpriifung experimenteller Wirkstoffe, wie in dieser Arbeit 7,8-

DHEF, auf eine eventuelle Toxizitét.

Nach 24-stiindiger Stimulation der Mikroglia erfolgte das Absaugen der Zelliiberstinde. Zu
jedem Ansatz wurden 100 pl Mikroglia Kulturmedium und 25 pl MTT-Losung pipettiert. In

der darauthin folgenden 2-stiindigen Inkubationszeit im Inkubator wurde in den
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Mitochondrien der lebenden Zellen das gelbe, wasserlosliche MTT zu blauen
Formazankristallen reduziert. AnschlieBend wurde 100 pl Solubilisierungslésung zu den
Ansidtzen hinzugefiigt und die Ansdtze erneut fiir 2 Stunden inkubiert. Durch die
Solubilisierungslosung wurden die Mikroglia lysiert und die Formazankristalle wurden
freigesetzt. Nach Durchmischung jedes Ansatzes mit einem Zellspatel wurden die
Formazankristalle vollstandig aufgelost. Danach erfolgte die photometrische Messung der

Absorption bei einer Wellenldnge von 540 nm.

3.6 Coomassie-Blau-Farbung

Die Coomassie-Blau-Farbung diente dem Sichtbarmachen der morphologischen

Verdnderungen der Mikroglia.

Fiir diesen Versuch wurden die Mikroglia auf Deckglédser ausgesét und stimuliert. Nach der
Inkubationszeit im Inkubator wurden die Ansdtze dreimal mit DPBS gewaschen und
nachfolgend mit 30 pl Glutaraldehyd (2,5%) fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur (RT) fixiert.
Nach weiterem dreimaligem Waschen mit DPBS folgte dann die Inkubation in 50 pl
Firbelosung Comassie-Blau fiir 40 Minuten bei RT. Danach wurde die iiberschiissige
Féarbelosung durch dreimaliges Spiilen mit Dulbecco’s PBS entfernt und die Zellen wurden
mit je 75 pl Entfarbelosung behandelt. Anschlieend erfolgte ein dreimaliges Spiilen mit A.

dest, bevor die Zellen mit Kaisers Glyceringelantine auf Objekttrigern eingedeckt wurden.

3.7 Indirekte Stickstoffmonoxid (NO)-Messung

Stickstoffmonoxid (NO) dient als Indikator der Mikrogliaaktivierung, weist jedoch eine sehr
kurze Halbwertszeit auf. Mithilfe des Griess-Reagenz wurde die Menge an gebildetem Nitrit
(NO,.), welches das stabile Hauptoxidationsprodukt des NO-Stoffwechsels darstellt, indirekt

gemessen.

In eine 96-Mikrotiterplatte mit Flachboden wurden zundchst 100 ul des Kulturiiberstandes
jedes Versuchsansatzes sowie 100 ul Griess-Reagenz pipettiert und fiir 15 Minuten bei RT
inkubiert.

Das Griess-Reagenz besteht aus zwei Komponenten: Sulfanilsdure, die erste Komponente,
bildet mit Nitrit einen Komplex. Dieser Komplex reagiert mit der zweiten Komponente, dem
Naphtylamin, zu einem violetten Azofarbstoff. Dieser Farbumschlag wurde als Nitritnachweis
am Photometer bei einer Wellenldnge von 540 nm und einer Referenzwellenldnge von 650

nm gemessen.
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3.8 Proliferationstest

Mithilfe des Proliferationstestes kann untersucht werden, welchen Einfluss eine Substanz auf

das Zellwachstum ausiibt.

Nach Féarbung der DNA im Zellkern mit Kristallviolett (N-hexamethylpararosanilin) erfolgt
die Messung der Extinktionswerte am Spektralphotometer. Die gemessenen Werte
entsprechen der DNA- und Zellkernmenge und sind ein indirekter Parameter fiir die Zellzahl.
Nach der Aussaat von 200.000 Mikroglia in einer 96er-Zellkulturplatte mit Flachboden
erfolgte die Stimulation fiir 24 Stunden. Danach wurden die Zellen durch die Zugabe von 25
ul Glutardialdehydlosung (10%) pro Ansatz fiir 20 Minuten bei RT sowie leichtes Schiitteln
am Boden der Platte fixiert. Nach dreimaligem Waschen der Platte unter flieBendem,
entsalztem Wasser (VE-Wasser) und anschlieBender Lufttrocknung wurde in jede Vertiefung
je 100 pl Kistallviolett (N-hexamethylpararosanilin) (0,1% in VE-Wasser, pH 4.,5) zur
Fiarbung der DNA pipettiert und die Platte fiir 20 Minuten bei RT geschiittelt. Nach erneutem
Waschen mit VE-Wasser und Lufttrocknen wurde in jede Vertiefung je 100 pl Essigsdure
(10%) pipettiert und die Platte kurz geschiittelt. AnschlieBend wurden die Extinktionen bei
einer Wellenldnge von 595 nm am Spektralphotometer gemessen. Zur Beurteilung der
Ergebnisse wurden folgende Standardwerte mitgefiihrt: 100.000, 200.000, 300.000, 400.000
und 500.000 unstimulierte Mikroglia, wobei anhand der gemessenen Extinktionen eine
Standardreihe erstellt wurde und die Versuchsergebnisse hierzu in Bezug gesetzt wurden.

Von allen Versuchen wurden 5-fach Replikate angesetzt.

3.9 Relative quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die qPCR dient der Amplifikation von Nukleinsduren sowie der Quantifizierung der
synthetisierten cDNA. Dazu sind als vorangehende Arbeitsschritte die RNA-Isolierung sowie
die Umschreibung der RNA in komplementire DNA (cDNA) notwendig.

3.9.1 RNA-Isolierung

Die zellulire RNA wurde mithilfe der Einzelschrittmethode nach Chomczynski und Sacchi
mit Trizol isoliert (Chomczynski und Sacchi, 1987). Die Methode basiert auf den
unterschiedlichen Loslichkeiten von RNA, DNA und Proteinen in einer zweiphasigen
Emulsion. Trizol besteht aus Guanidiniumthiocyanat, welches zu einer Zelllyse fiihrt, und

Phenol, in dem sich DNA und Proteine 16sen.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chomczynski%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2440339
http://de.wikipedia.org/wiki/Guanidiniumthiocyanat
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Die RNA-Isolierung begann mit der Zelllyse. Hierfiir wurde der Zellkulturiiberstand der
Versuchsansitze abgesaugt und die Mikroglia zweimal mit Dulbecco’s PBS gewaschen. Nach
der Zugabe von 1 ml Trizol pro Ansatz folgte die mechanische Zellabldsung mit einem
sterilen Zellschaber. Das Lysat wurde nachfolgend in Eppendorf-Reaktionsgefdfe iiberfiihrt
und fiir 5 Minuten bei RT inkubiert.

Im Anschluss wurden je 200 pl Chloroform hinzugegeben, fiir 15 Sekunden per Hand
geschiittelt und 2-3 Minuten bei RT inkubiert. Bei der anschlieBenden 15-miniitigen
Zentrifugation (12.000 x g, 6 C) erfolgte eine Phasentrennung in drei Phasen: In eine untere
Phenol-Chloroformphase (DNA und Proteine), eine Interphase (DNA und Proteine) und eine
obere, farblose, wissrige Phase (RNA). Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und 1 pl Glykogen (70 mg/ml) hinzu pipettiert. Es folgte die
Prézipitation der RNA durch Zugabe von 500 pl Isopropylalkohol. Nach einer Inkubation fiir
10 Minuten bei RT wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 12.000 x g bei 6 C zentrifugiert.
Die RNA befand sich nun als gelartiges Pellet am Boden und an der Seite des Eppendortf-
ReaktionsgefiBes. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das RNA-Pellet mit 1 ml
Ethanol durch anschlieende Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 7.600 x g gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet angetrocknet, in 20 pl RNase freiem A. dest geldst
und fiir 10 Minuten bei 57 C inkubiert. Die anschlielende Quantifizierung der RNA erfolgte
photometrisch. Dazu wurden je 2 ul der Proben auf eine ,,Take 3 Multi Volume Plate*
pipettiert.

Die Reinheit der RNA sollte bei 1,7-2,0 liegen.

Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bis zur cDNA-Synthese bei -70 C.

3.9.2 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird mRNA durch eine Reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben (Reverse Transkription). Die cDNA ist eine grundlegende Komponente der in

der qPCR stattfindenden Amplifikation von DNA.

Fiir die Herstellung der cDNA wurde ein hoher Reinheitsgrad der isolierten RNA bendétigt,
aufgrund dessen wurde zuvor ein zusitzlicher Verdau mit einer DNase durchgefiihrt, die

eventuelle Unreinheiten durch genomische DNA beseitigte.

Fiir den DNA-Verdau wurde zunichst ein Reaktionsansatz angesetzt, der aus 8 ul Probe (1 pg
RNA in 8 pl A. dest), 1 ul DNase Puffer sowie 1 ul RQ1-RNase free-DNase bestand. Es

folgte die Inkubation bei 37 C fiir 15 Minuten im Thermocycler, wonach die Proben auf Eis
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gestellt wurden. Der DNA-Verdau wurde durch Zugabe von 1 pl Stopplésung (EDTA 25
mM) wihrend einer 10-miniitigen Inkubation bei 65 C gestoppt.

Die sich anschlieBende Reverse Transkription wurde nach Anleitung des cDNA-Synthese-
Kits ausgefiihrt. Den Proben wurde je 1 ul des Random Hexamer Primer-Gemisches
hinzugefiigt, anschlieBend erfolgte eine 5-miniitige Inkubation bei 70 C im Thermocycler.
Das Primergemisch besteht aus sechs verschiedenen einzelstringigen Nukleotidsequenzen,
die mit den dazu passenden komplementéren Basenpaaren der mRNA hybridisieren und somit

den Startpunkt fiir die Reverse Transkriptase bilden.

Zu jeder Probe wurden 4 pl 5 x Reaktionspuffer, 2 pl ANTP-Mix (10 mM) und 1 pl A. dest
hinzugegeben und die Proben wurden 5 Minuten bei 25 C inkubiert. AbschlieBend wurde
direkt in jede Probe 1 ul der Reversen Transkriptase pipettiert. Im Thermocycler wurden die
Proben anschlieend fiir 10 Minuten bei 25 C (Primer-Annealing), fiir 60 Minuten bei 42 C
(Reverse Transkription) und fiir 10 Minuten bei 70 C (Enzyminaktivierung) inkubiert.

Danach wurden die Proben bei -20 C fiir hochstens 6 Monate bis zur Verwendung gelagert.

3.9.3 gPCR

Die qPCR diente der Untersuchung des Einflusses von 7,8-DHF auf die Regulation der

Genexpression pro-inflammatorischer Mediatoren.

Zunichst wurde die cDNA mit A. dest im Verhéltnis 1:20 verdiinnt und jeweils 4 pl der
verdiinnten Proben in eine 96-PCR-Mikrotiterplatte pipettiert. Dann folgte die Zugabe von 16
ul Master Mix je Probe.

Master Mix pro Versuchsansatz :

10 pl TagMan®-Universal-Master Mix

5 ul RNase-freies A. dest

1 ul TagMan®Assay on Demand (Primer+Sonden)

Die qPCR wurde im Thermocycler ,,ABI 7500 fast“ durchgefiihrt. In der Phase der
Denaturierung erfolgte durch ein 15-sekiindiges Erhitzen auf 95 C eine Auftrennung der
Einzelstrdnge. In der darauf folgenden Annealing-Phase wurde die Temperatur fiir 60
Sekunden auf 50-60 C abgekiihlt und die Primer hybridisierten an die komplementére
Sequenzen der DNA. In der Extensions-Phase lagerte sich die Tag-Polymerase bei 72 C an
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die Primer an und synthetisierte einen neuen DNA-Strang in 3°-5°‘-Richtung. Dieser

dreiphasige Zyklus wurde 40-fach wiederholt.

Die relative Quantifizierung erfolgt mithilfe der AACT-Methode (Livak und Schmittgen,
2002), dabei wurde der CT-Wert einer Probe mit dem CT-Wert des internen Standards 18s-
rRNA (housekeeping gene) verglichen (ACT) und auf den CT-Wert des zu untersuchenden

exprimierten Gens bezogen.

3.10 Western-Blot-Analyse

Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen in einem Proteingemisch.

Dabei wird ein Proteingemisch mithilfe der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-Page) in einem Trigergel entsprechend der
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld aufgetrennt. Das SDS ist dafiir zustindig,
die Eigenladung des Proteins zu maskieren, damit eine Auftrennung der Proteine nach
Molekulargewicht stattfinden kann. Nach Beendigung des Laufes sind die Proteine der Grol3e

nach in Banden sortiert.

Darauthin findet das sogenannte Blotting statt, bei dem die Proteine vom Gel auf eine

Tragermembran (PVDF-Membran) iibertragen werden.

Die Immundetektion der gesuchten Proteine auf dieser Membran erfolgte mittels eines
spezifischen Primirantikorpers und eines HRP-konjugierten Sekundérantikdrpers (Horse-
radish-peroxidase, Meerrettichperoxidase). HRP tiberfiihrt das anschlieBend zugefiihrte
Luminol in die oxidierte Form und die dabei entstehende Lumineszenz kann detektiert

werden.

3.10.1 Isolierung von Gesamtproteinen

Nach der Entfernung des Mediums von den Stimulationsansdtzen wurden die Zellen zweimal
mit kaltem Dulbecco’s PBS gespiilt und 100 pl Lysispuffer zugegeben. Mithilfe eines sterilen
Zellschabers wurden die lysierten Mikroglia mechanisch vom Boden abgeldst. Nach der
Homogenisierung durch ein mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurde das Zelllysat
(Gesamtprotein) in Eppendorf-Reaktionsgefil3e tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die isolierten

Proteinmengen bestimmt.
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3.10.2 Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung erfolgte mit einem BCA™XKit. Dafiir wurden von jeder Probe in
Doppelbestimmung 10 pl je Vertiefung einer 96-Mikrotiterplatte pipettiert. Im néichsten
Schritt wurde das Arbeitsreagenz aus 50 Volumenanteilen der Reagenz A und 1
Volumenanteil der Reagenz B des BCA™Kits angesetzt und jeweils 200 pl zu jedem Ansatz
hinzu gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde daraufthin in den GENios Tecan eingesetzt, in dem
die Absorption bei einer Wellenldnge von 540 nm gemessen wurde. Mithilfe mitgefiihrter

Standards wurden die Messwerte anschlieBend quantifiziert.

3.10.3 Herstellung des Gels

Nach griindlicher Reinigung der Glasplatten mit 70% Alkohol und dem Einbau in die
entsprechende Halterung wurde die Losung fiir das Trenngel (10%) angesetzt und bis zum

griinen Rand des Rahmens eingefiillt und mit Propanol iiberschichtet.

Nach 15 Minuten war das Trenngel polymerisiert und das Propanol wurde abgesaugt. Dann
wurde die Sammelgel-Losung (4,5%) auf das Trenngel gegossen und ein Taschenkamm
eingesetzt. Nach weiteren 15 Minuten wurde der Taschenkamm entfernt. Das Gel wurde

ausgespannt und in die mit Laufpuffer befiillte Lautkammer eingebaut.

3.10.4 Elektrophorese

Als Vorbereitung fiir die SDS-Page wurden 5 pg des Proteins mit dem SDS-Probenpuffer auf
ein Verhiltnis von 2:1 aufgefiillt und fiir 5 Minuten bei 99 C denaturiert In die erste Tasche
des Sammelgels wurde 6 pul eines Proteinmarkers pipettiert, in die darauffolgenden Taschen je
20 pl der Protein-Proben. Es wurden immer gleichzeitig 2 Gele in die Elektrophoresekammer
eingespannt. Nach dem Aufsetzen des Deckels und der Auswahl des Laufprogramms (2 Gele,

200 V, 340 mA, ca. 45 Minuten) wurde der Lauf gestartet.

3.10.5 Blotting

Nach der SDS-Page erfolgte das Blotting Die hierfiir bendtigte PVDF Membran wurde vorher

1 Minute in Methanol aktiviert und 15 Minuten in Transferpuffer eingeweicht.

Die PVDF-Membran wurde auf zwei zuvor in Transferpuffer eingeweichte Whatman-Pappen
auf die Kathodenplatte gelegt. Auf die PVDF-Membran wurde das Gel platziert und mit zwei

weiteren eingeweichten Whatman-Pappen bedeckt. Nach dem Verstreichen von Luftblasen
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wurde die mit Transferpuffer angefeuchtete Anodenplatte aufgelegt und der Blottingvorgang
im Trans-Blot Turbo gestartet (2 Gele, 25 V, 340 mA, 30 Minuten).

3.10.6 Immundetektion

Die Detektion der gesuchten Proteine auf der Membran erfolgte mittels spezifischer
Antikorper. Zundchst wurde die Membran fiir 1 Stunde in 5% Magermilch inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Danach wurde die Membran
mit 5 ml Primédrantikoérperlosung (anti-pp38 oder anti-pERK1/2 (1:1.000 in TBS-T)) in 50 ml-
Rohrchen iiber Nacht bei 4 C inkubiert.

Durch das darauf folgende dreimalige Spiilen mit TBS-T fiir jeweils 15 Minuten wurden

schwicher haftende oder nicht gebundene Antikérper von der Membran entfernt.

Es folgte eine Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Sekundirantikdrper (Goat-anti-rabbit
IgG-HRP (1:20.000 in 2% Magermilch in TBS-T)) fiir 1 Stunde bei RT auf dem
Rotationsschiittler. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir je 15 Minuten mit TBS-T
gespiilt. Zur Detektion der Proteine wurde eine Losung aus 150 pl der Solution A und 150 pl
der Solution B des SuperSignal West Femto-Kits™ angesetzt und auf die Membran pipettiert.
Nach 1 Minute Inkubation bei RT wurde die Membran in eine Klarsichtfolie gelegt und die
detektierten Proteinbanden mit Hilfe des Chemifluoreszenzdetektors Fusion SL Vilber
Lourmat sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der detektierten Proteinbanden erfolgte mit

der zum Detektor gehdrenden Software ,,FusionCapt Advance*.

Um die Antikorper von der Membran zu 16sen, wurden diese fiir 15 Minuten bei RT auf dem
Rotationsschiittler mit 0,2 M NaOH inkubiert. Darauffolgend wurde die Membran mit TBS-T
gesplilt und erneut mit 5 ml Priméarantikorperlésung (p38 (1:1.000 in TBS-T) oder ERK2
(1:500 in TBS-T)) in 50 ml-Rohrchen iiber Nacht bei 4 C inkubiert. Es folgte wie oben
beschrieben die Inkubation mit einem Sekundirantikorper (Goat-anti-rabbit-IgG-HRP oder
Donkey-anti-mouse-IgG-HRP (1:2.000 in 2% Magermilch in TBS-T)) fiir 1 Stunde bei RT,
ein dreimaligesWaschen mit TBS-T, das Aufbringen der Detektionsldsung fiir I Minute sowie

das Sichtbarmachen und Quantifizieren der gesuchten Proteinbanden.

3.11 ELISA

Der enzymgekoppelte Adsorptiostest ELISA (Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay) ist ein

spezieller Proteinnachweis und wurde in dieser Doktorarbeit als Sandwich-ELISA zur
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Quantifizierung von IL-6 und TNF-o im Kulturmedium der Ansdtze verwendet. Die

Durchfiihrung erfolgte mit gebrauchsfertigen Kits nach Herstellerangaben.

Zunéchst erfolgte die Beschichtung einer 96-ELISA-Platten mit 100 ul Fangantikorper je
Vertiefung (anti-TNF-o oder anti-IL-6 (1:250 in DPBS)) bei 4 C iiber Nacht. Nach
anschlieBendem fiinfmaligem Waschen mit dem Waschpuffer wurde unspezifische
Bindungsstellen mit 200 pl Assay Diluent (DPBS + 10% FKS) 1 Stunde bei RT blockiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurde der Zellkulturiiberstandes mit Assay Diluent
verdiinnt (Proben mit LPS 1:50, Proben ohne LPS 1:2) und jeweils 100 pl der verdiinnten
Losung in Dreifachansatz in jede Vertiefungen der Mikrotiterplatte pippetiert. Gleichzeitig
wurde eine Standard-Konzentrationsreihe in Doppelbestimmung mitgefiihrt. Nach der nun
folgenden 2-stiindigen Inkubation (TNF-a-ELISA bei RT, IL-6-ELISA bei 37 C) folgte ein
erneuter Waschschritt. AnschlieBend wurden die an den Fangantikdrper gebundenen Zytokine
mittels eines biotynelierten Detektionsantikérper (1:250) 1 Stunde unter den beschriebenen
Bedingungen inkubiert. Die Entfernung der iiberschiissigen Detektionsantikorper fand durch
einen erneuten Waschschritt statt. Im nun folgenden Schritt wurden 100 ul des Meerrettich-
Peroxidase-(HRP)-konjugiertem Streptavidin (1:250) in jede Vertiefung pipettiert und fiir 30
Minuten bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurde durch Zugabe von 100
pul TMB-Substrat die Indikatorreaktion gestartet, bei der Wasserstoffperoxid (H,O,) mit
Tetramethylbenzidin (TMB) in einer HRP-gekoppelten Reaktion zu blauem Farbstoff
reagierte. Nach 20 Minuten wurde als Stopplosung 50 pl Schwefelsdure (H,SOs, 2N) in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben. Die Messung der Absorption erfolgte

photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenzwellenldnge 550 nm).
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4  Ergebnisse

Da aus der Literatur bekannt ist, dass 7,8-DHF konzentrationsabhédngig wirkt, wurde in den
Vorversuchen fiir diese Arbeit der Einfluss von 7,8-DHF auf primdre Mikroglia in einem
Konzentrationsbereich von 0,01 pM bis 50 uM untersucht. Es zeigte sich, dass 7,8-DHF
sowohl in den niedrigsten als auch in den hdchsten Konzentrationen die beste Wirkung
aufwies, wobei die Ergebnisse mit 0,1 uM, 1 uM und 10 pM stark schwankten und keine
aussagekriftigen Schlussfolgerungen zulieBen. Aus diesem Grund wurde fiir die
nachfolgenden Versuche 7,8-DHF sowohl in einer niedrigeren Konzentration von 0,01 uM als

auch in einer hoheren Konzentration von 50 uM eingesetzt.

4.1 Einfluss von 7,8-DHF auf das Uberleben von Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die Uberlebensrate von Mikroglia wurde mittels eines MTT-
Testes nach 24 Stunden sowohl in Einzel-, als auch in kombinierter Stimulation mit LPS
untersucht und grafisch dargestellt (Abb. 4.1), wobei die Messwerte in % der Kontrollen
angegeben wurden. Im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen, bei denen die
Uberlebensrate gleich 100% gesetzt wurde, hatte eine Einzelstimulation mit 7,8-DHF bei
einer Konzentration von 0,01 pM nahezu keinen Einfluss auf das Zelliiberleben. Im
Gegensatz dazu reduzierte sich die Zellliberlebensrate in der hoheren Konzentration von 50
uM 7,8-DHF geringfiigig. Bei einer simultanen Stimulation von 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-
DHEF und LPS stieg die Zelliiberlebensrate an.

Abschlieflend lisst sich feststellen, dass 7,8-DHF in den verwendeten Konzentrationen keine

zytotoxischen Eigenschaften aufwies.
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Abb. 4.1: Einfluss von 7,8-DHF auf das Zelliiberleben der Mikroglia. Nach 24-stiindiger Stimulation wurde
ein MTT-Test durchgefiihrt. Die Abbildung 4.1 zeigt, dass die Uberlebensrate der Mikroglia bei einer
Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF bei 97,7% lag. Wurden die Mikroglia hingegen simultan mit 0,01 pM 7,8-
DHF und LPS stimuliert, stieg die Zelliiberlebensrate auf 124,3% an. Bei einer hdheren Konzentration von 50
uM 7,8-DHF sank die Zelliiberlebensrate bei einzelner Stimulation mit 7,8-DHF auf 85,6%, wohingegen die

Uberlebensrate der Zellen bei einer simultanen Stimulation mit 7,8-DHF und LPS auf 106,2% anstieg.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert = SEM (n > 3).
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4.2 Einfluss von 7,8-DHF auf die Morphologie primarer Mikroglia

Wie bereits in der Einleitung beschrieben (> 1.2.1), kann sich der morphologische Subtyp der

Mikroglia je nach Art der externen Stimuli verdndern.

In dieser Arbeit wurde deshalb auch der Einfluss von 7,8-DHF auf die Morphologie primérer
Mikroglia untersucht. Dafiir wurden auf Deckglédser ausgeséite Mikroglia sowohl einzeln mit
0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF als auch in Kombination mit 5 ng/ml LPS fiir 6 Stunden
stimuliert, fixiert und mit Coomassie-Blau gefarbt. AnschlieBend erfolgte eine
lichtmikroskopische Auswertung, welche die Abbildung 4.2 zeigt. Die unstimulierten
Kontrollzellen (Abb. 4.2 A) zeigten einen ramifizierten Subtyp mit kleinem Soma und vielen
verzweigten Zellfortsdtzen. Nach einer Stimulation mit LPS erfolgte eine morphologische
Transformation zu einem amoboiddhnlichen Subtyp mit einem vergroBerten Soma sowie
zuriickgezogenen Fortsdtzen (Abb. 4.2 B). Mikroglia, die mit 0,01 uM 7,8-DHF stimuliert
wurden, wiesen wie die unstimulierten Zellen einen ramifizierten Subtyp auf (Abb. 4.2 C).
Auch die hohere Konzentration von 50 puM 7,8-DHF (Abb. 4.2 E) bewirkte keine
morphologische Transformation zum amoboiden, aktivierten Typ. Wurden die Mikroglia
hingegen simultan mit 7,8-DHF und LPS stimuliert (Abb. 4.2. D+F), waren sowohl aktivierte,
amdboiddhnliche als auch ruhende, ramifizierte Subtypen der Mikroglia vorzufinden. Dieses
ist ein Hinweis darauf, dass 7,8-DHF unter entziindlichen Bedingungen (LPS-Stimulation) die
Entwicklung eines ruhenden, ramifizierten Zelltyps begiinstigt. Diese Entwicklung scheint
eine Konzentrationsabhidngigkeit aufzuweisen, da bei einer Konzentration von 50 uM 7,8-
DHF mehr ramifizierte, ruhende Mikroglia nachzuweisen waren (Abb. 4.2 F) als bei einer

Konzentration von 0,01 uM (Abb. 4.2 D).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass 7,8-DHF konzentrationsabhéngig einen Teil
der durch einen entziindlichen Stimulus (LPS) aktivierten Mikroglia morphologisch in einen

ruhenden, ramifizierten Subtyp iiberfiihrte.
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Abb. 4.2: Einfluss von 7,8-DHF auf die Morphologie primérer Mikroglia. Fir die morphologische
Untersuchung der Mikroglia wurden alle Préparate nach einer 6-stiindigen Stimulation mit Coomassie-Blau
gefdrbt und unter dem Lichtmikroskop fotografiert. Abb. 4.2 A zeigt unstimulierte, ramifizierte Mikroglia (Ko)
mit einem kleinem Soma und vielen Fortsdtzen. Abb. 4.2 B zeigt die mit LPS stimulierten Mikroglia mit einem
aktivierten, amodboiddhnlichen Subtyp mit groem Zellsoma sowie retrahierten Fortsitzen. Nach einer
Einzelstimulation mit 7,8-DHF (Abb. 4.2 C+E), verdnderte sich die Morphologie der Mikroglia im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle nicht, wohingegen durch eine simultane Stimulation mit 7,8-DHF und LPS (Abb.
4.2 D+F) ein Teil der durch den entziindlichen Stimulus aktivierten Mikroglia in einen ruhenden, ramifizierten
Subtyp tberfiihrt wurde. Bei einer Konzentration von 50 uM 7,8-DHF (Abb. 4.1 F) wurden mehr ruhende,
ramifizierte Mikroglia detektiert als bei einer Konzentration von 0,01 uM 7,8-DHF (Abb. 4.2 D).
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4.3 Einfluss von 7,8-DHF auf die Radikalbildung

Als ein wesentlicher dtiologischer Faktor in der Pathogenese des Morbus Parkinsons gilt
oxidativer Stress (>1.3.3.), welcher durch eine {iberschielende Produktion von ROS sowie
RNS entsteht und infolgedessen zu einer nigrostriatalen Neurodegeneration fithren kann.

Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss von 7,8-DHF auf die NO-Freisetzung durch
Mikroglia und eine mogliche Regulation dieser durch das induzierbare NO-synthetisierende

Enzym iNOS untersucht.

4.3.1 Einfluss von 7,8-DHF auf die NO-Freisetzung durch Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die NO-Freisetzung wurde durch indirekte Messung in den
Uberstéinden der fiir 24 Stunden stimulierten Mikroglia ermittelt und ist in der Abbildung 4.3.
grafisch dargestellt, wobei die Messwerte in % der LPS-stimulierten Mikroglia angegeben
sind. Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte zu keiner
Verianderung der NO-Freisetzung im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen,
wohingegen LPS eine starken Erhohung von NO im Zellkulturiiberstand bewirkte. Eine
kombinierte Stimulation mit 7,8-DHF und LPS fiihrte zu einer signifikanten Senkung der NO-
Freisetzung. So reduzierte 0,01 uM 7,8-DHF in LPS-stimulierten Mikroglia NO signifikant
auf 92,8% (Abb. 4.3 A), wohingegen 50 uM 7,8-DHF die NO-Freisetzung signifikant auf
72,01% senkte. (Abb. 4.3. B). Somit ldsst sich feststellen, dass 7,8-DHF
konzentrationsabhidngig die LPS-induzierte Aktivitit von Mikroglia herabregulierte.
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Abb. 4.3: Einfluss von 7,8-DHF auf die NO-Freisetzung von Mikroglia nach 24 Stunden. Die NO-Messung
in den Versuchsansitzen erfolgte nach 24-stiindiger Stimulation indirekt mittels Griess-Reagenz. Infolge einer
Stimulation mit LPS war die NO-Produktion im Vergleich zu den unstimulierten Zellen in der Kontrolle stark
erhoht und wurde in dieser Abbildung gleich 100% gesetzt. Durch eine simultane Stimulation mit 7,8-DHF und
LPS wurde die NO-Freisetzung in Abhédngigkeit von der 7,8-DHF-Konzentration signifikant reduziert, bei 0,01
uM 7,8-DHF auf 92,8% (Abb. 4.3 A) sowie bei 50 uM 7,8-DHF auf 72,01% (Abb. 4.3 B). Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert + SEM (n= 5, ***p < 0,001, **p <0,01).
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4.3.2 Einfluss von 7,8-DHF auf die mRNA-Expressionsrate der iINOS

Mikroglia setzen infolge eines inflammatorischen Stimulus durch eine verstirkte Expression

von iNOS vermehrt NO frei (>4.3.1).

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die iNOS-mRNA-Synthese wurde mittels qPCR nach 3
Stunden (Abb. 4.4 A+B), 6 Stunden (Abb. 4.4 C+D) und 24 Stunden (Abb. 4.4 E+F) ermittelt
und grafisch dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia
angegeben wurden. Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der iNOS-mRNA-Synthese im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die iNOS-mRNA stark
heraufregulierte (Abb. 4.4 A-F). Nach einer 3-stiindigen kombinierten Stimulation mit 0,01
uM 7.8-DHF und LPS wurde die iNOS-mRNA-Synthese signifikant auf 123,5% gesteigert
(Abb. 4.4 A), wahrend eine kombinierte Stimulation mit 50 uM 7,8-DHF und LPS diese
signifikant auf 51,8% herabregulierte (Abb. 4.4 B). Nach 6 Stunden hatte die kombinierte
Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF und LPS keinen Einfluss auf die iNOS-mRNA-
Expressionsrate (Abb. 4.4 C), hingegen regulierte 50 uM 7,8-DHF diese in den LPS-
aktivierten Mikroglia auf 113,2% herauf. Nach 24-stiindiger kombinierter Stimulation mit
7,8-DHF und LPS bewirkte das 0,01 uM-konzentrierte 7,8-DHF eine signifikante Reduktion
der iNOS-mRNA-Expressionsrate auf 79,7% (Abb. 4.4 E). Im Gegensatz dazu fiihrte 50 uM
7,8-DHF in den LPS-aktivierten Mikroglia zu einer signifikanten Steigerung der
Expressionsrate auf 271% (Abb. 4.4 F).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass 7,8-DHF sowohl einen
konzentrationsabhidngigen als auch einen zeitabhingigen Einfluss auf die LPS-induzierte
iINOS-mRNA-Expressionsrate aufwies. Nach 3-stiindiger kombinierter Stimulation konnte
das hoher konzentrierte 7,8-DHF (50 uM) die Expressionsrate signifikant reduzieren, nach 24
Stunden war hingegen das 0,01 uM konzentrierte 7,8-DHF in der anti-inflammatorischen
Wirkung iiberlegen. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den gemessenen Werten der NO-
Freisetzung bei der jeweiligen Konzentration, da eine Konzentration von 50 uM 7,8-DHF die
iINOS-mRNA-Expressionsrate signifikant steigerte, die NO-Freisetzung jedoch signifikant

gesenkt wurde.
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iNOS-mRNA-Synthese nach 3 Stunden
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Abb. 4.4: Einfluss von 7,8-DHF auf die iINOS-mRNA-Expression nach 3, 6 und 24 Stunden. Nach der
Isolierung der mRNA und einer Umschreibung in cDNA wurde die iNOS-mRNA-Expressionsrate mithilfe der
qPCR relativ quantifiziert. In einer Konzentration von 0,01 uM fiihrte 7,8-DHF nach 3-stiindiger Stimulation in
den LPS-stimulierten Mikroglia zu einem signifikanten Anstieg der iINOS-mRNA-Expressionsrate auf 123,5%
im Vergleich zu den mit LPS stimulierten Zellen (Abb. 4.4 A). Nach 24-stiindiger kombinierter Stimulation mit
0,01 pM und LPS wurde die iNOS-mRNA-Expressionsrate signifikant auf 79,7% gesenkt (Abb. 4.4 E).
Hingegen bewirkte 7,8-DHF in einer Konzentration von 50 uM bereits nach 3-stiindiger kombinierter
Stimulation mit LPS eine signifikante Reduktion der iNOS-mRNA-Expressionsrate auf 51,8% (Abb. 4.4 B). Mit
steigender Stimulationsdauer von 50 pM 7,8-DHF und LPS stieg die iNOS-mRNA-Expressionsrate im
Vergleich zu den mit LPS-stimulierten Zellen an (Abb. 4.4 D+F). Die Werte sind prozentual als Mittelwert £+
SEM angegeben (n > 3, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05).
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4.4 Einfluss von 7,8-DHF auf die LPS-induzierte Produktion pro-

inflammatorischer Zytokine

Eine unkontrollierte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine moduliert die neuronale
Zelldegeneration und ist somit ein weiterer &tiologischer Faktor beim Morbus Parkinson
(>1.2.2). Aufgrund dessen wurde im Folgenden die Wirkung von 7,8-DHF auf die mRNA-

Expressionsrate verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine untersucht.

4.4.1 Einfluss von 7,8-DHF auf die TNF-a-mRNA-Synthese in Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die TNF-o-mRNA-Synthese wurde mittels qPCR nach 3
Stunden (Abb. 4.5 A+B), 6 Stunden (Abb. 4.5 C+D) und 24 Stunden (Abb. 4.5 E+F) ermittelt
und grafisch dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia
angegeben wurden. Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der TNF-a-mRNA-Synthese im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die TNF-a-mRNA stark
heraufregulierte (Abb. 4.5 A-F). Nach einer 3-stiindigen kombinierten Stimulation mit 0,01
uM  7.,8-DHF und LPS wurde die TNF-a-mRNA-Synthese signifikant auf 142,3%
heraufreguliert (Abb. 4.5 A). Auch 50 uM 7,8-DHF steigerte die Expressionsrate in den mit
LPS-stimulierten Mikroglia signifikant auf 213% (Abb. 4.5 B). Nach 6-stiindiger
kombinierter Stimulation mit 7,8-DHF und LPS bewirkte das 0,01 uM-konzentrierte 7,8-DHF
einen signifikanten Anstieg der TNF-a-mRNA-Expressionsrate auf 131% (Abb. 4.5 C),
ebenso fiihrte 50 uM 7,8-DHF zu einer signifikanten Steigerung der Expressionsrate auf
264% (Abb. 4.5 D). Nach 24-stiindiger kombinierter Stimulation mit 7,8-DHF und LPS
reduzierte das 0,01 pM-konzentrierte 7,8-DHF die TNF-o-mRNA-Expressionsrate auf
93,14% (Abb. 4.5 E). Im Gegensatz dazu fiihrte 50 uM 7,8-DHF in den mit LPS-stimulierten
Mikroglia zu einem signifikanten Anstieg der Expressionsrate auf 197% (Abb. 4.5 F).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass 7,8-DHF einen konzentrations- und
zeitabhiangigen Einfluss auf die TNF-o-mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten
Mikroglia aufwies. 7,8-DHF regulierte in einer Konzentrationen von 0,01 uM nach 3 und 6
Stunden sowie in einer Konzentration von 50 pM nach allen Stimulationszeiten die
Expressionsrate in den LPS-stimulierten Mikroglia herauf. Im Gegensatz dazu konnte die
TNF-0-mRNA-Expressionsrate nach 24-stiindiger Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF in den

LPS-aktivierten Mikroglia tendenziell gesenkt werden.
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Abb. 4.5: Einfluss von 7,8-DHF auf die TNF-a-mRNA-Expression nach 3, 6 und 24 Stunden. Nach der
Isolierung der mRNA und einer Umschreibung in cDNA wurde die TNF-a-mRNA-Expressionsrate mithilfe der
qPCR relativ quantifiziert. In einer Konzentration von 0,01 uM fiihrte 7,8-DHF nach 3-stiindiger Stimulation in
den LPS-stimulierten Mikroglia zu einem signifikanten Anstieg der TNF-a-mRNA-Expressionsrate auf 142,3%
(Abb. 4.5 A). Nach 24 Stunden kombinierter Stimulation von 0,01 pM 7,8-DHF und LPS sank die TNF-o-
mRNA-Expressionsrate geringfligig auf 93,14% (Abb. 4.5 E). In einer Konzentration von 50 uM fiihrte 7,8-DHF
nach 3-, 6- und 24-stiindiger Stimulation zu einem signifikanten Anstieg der TNF-o-mRNA-Expressionsrate in
LPS-stimulierten Mikroglia (Abb. 4.5 B+D+F). Die Werte sind prozentual als Mittelwert = SEM angegeben (n >
3, *¥**p < 0,001, **p < 0,01, *p <0,05).
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4.4.2 Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-18-mRNA-Synthese in Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-1B-mRNA-Synthese wurde mittels qPCR nach 3
Stunden (Abb. 4.6 A+B), 6 Stunden (Abb. 4.6 C+D) und 24 Stunden (Abb. 4.6 E+F) ermittelt
und grafisch dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia
angegeben wurden. Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der IL-1B-mRNA-Synthese im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die IL-1B-mRNA stark
heraufregulierte (Abb. 4.6 A-F). Nach einer 3-stiindigen kombinierten Stimulation mit 0,01
uM  7,8-DHF und LPS wurde die IL-1B-mRNA-Synthese signifikant auf 128,2%
heraufreguliert (Abb. 4.6 A). Auch 50 pM 7,8-DHF regelte die Expressionsrate in LPS-
stimulierten Mikroglia signifikant auf 113,2% hoch (Abb. 4.6 B). Nach 6 Stunden wurde die
Expressionsrate bei einer kombinierten Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF und LPS
signifikant auf 116% gesteigert, ebenso wie bei 50 uM 7,8-DHF und LPS auf 128,2% (Abb.
4.6 C+D). Nach 24-stiindiger kombinierten Stimulation mit 7,8-DHF und LPS bewirkte das
0,01 uM-konzentrierte 7,8-DHF eine signifikante Reduktion der IL-1B-mRNA-
Expressionsrate auf 58,9% (Abb. 4.6 E). Im Gegensatz dazu fiihrten 50 uM 7,8-DHF in den
LPS-stimulierten Mikroglia zu einer signifikanten Steigerung der Expressionsrate auf 312%

(Abb. 4.6 F).

AbschlieBend ist festzustellen, dass 7,8-DHF sowohl einen konzentrationsabhingigen als
auch einen zeitabhidngigen Einfluss auf die IL-1B-mRNA-Expressionsrate aufweist. 7,8-DHF
regulierte in Konzentrationen von 0,01 uM nach 3 und 6 Stunden kombinierter Stimulation
mit LPS sowie 50 uM nach allen Stimulationszeiten die Expressionsrate herauf, wohingegen
eine 24-stiindigen Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF und LPS die IL-1B-mRNA-

Expressionsrate signifikant reduzierte.
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Abb. 4.6: Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-1p-mRNA-Expression nach 3, 6 und 24 Stunden. Nach der
Isolierung der mRNA und einer Umschreibung in cDNA wurde die IL-1B-mRNA-Expressionsrate mithilfe der
gPCR relativ quantifiziert. In einer Konzentration von 0,01 uM fiihrte 7,8-DHF nach 3 Stunden sowie nach 6
Stunden in den LPS-stimulierten Mikroglia zu einem signifikanten Anstieg der IL-1B-mRNA-Expressionsrate
(Abb. 4.6 A+C). Nach 24-stiindiger kombinierter Stimulation mit 0,01 uM und LPS sank die Expressionsrate
signifikant auf 58,9% (Abb. 4.6 E). In einer Konzentration von 50 uM bewirkte 7,8-DHF in LPS-stimulierten
Mikroglia einen Anstieg der mRNA-Expressionsrate von IL-1p, der mit Zunahme der Stimulationszeit von Abb.
4.6 B+D+F anstieg. Die Werte sind prozentual als Mittelwert £ SEM angegeben (n > 3, ***p < 0,001, **p <
0,01).
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4.4.3 Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6 mMRNA-Synthese von Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6-mRNA-Synthese wurde mittels qPCR nach 3 Stunden
(Abb. 4.7 A+B), 6 Stunden (Abb. 4.7 C+D) und 24 Stunden (Abb. 4.7 E+F) ermittelt und
grafisch dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia angegeben
wurden. Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 puM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte zu keinem
der untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der IL-6-mRNA-Synthese im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die IL-6-mRNA stark heraufregulierte
(Abb. 4.7 A-F). Nach einer 3-stiindigen kombinierten Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF und
LPS wurde die IL-6-mRNA-Synthese signifikant auf 113% hochreguliert (Abb. 4.7 A). Im
Gegensatz dazu konnte 50 uM 7,8-DHF die Expressionsrate in LPS-stimulierten Mikroglia
signifikant auf 54,2% reduzieren (Abb. 4.7 B). Nach 6-stiindiger kombinierter Stimulation mit
7,8-DHF und LPS bewirkte das 0,01 pM-konzentrierte 7,8-DHF nahezu keine Verdnderung
der IL-6-mRNA-Expressionsrate, wohingegen 50 uM 7,8-DHF die Expressionsrate
signifikant auf 158% hochregulierte (Abb. 4.7 C+D). Nach 24-stiindiger kombinierten
Stimulation mit 7,8-DHF und LPS fiihrte das 0,01 pM-konzentrierte 7,8-DHF zu einer
signifikante Reduktion der IL-6-mRNA-Expressionsrate auf 67% (Abb. 4.7 E). Auch in einer
Konzentration von 50 uM 7,8-DHF kam es infolge einer kombinierten Stimulation mit LPS

zu einer signifikanten Steigerung der Expressionsrate auf 407% (Abb. 4.7 F).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass 7,8-DHF einen konzentrations- und zeitabhingigen
Einfluss auf die IL-6-mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten Mikroglia ausiibt. Nach
einer 3-stiindigen Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF und LPS wurde die IL-6-mRNA-
Synthese signifikant heraufreguliert, nach 24 Stunden hingegen konnte die Expressionsrate
signifikant reduziert werden. Im Gegensatz dazu regulierte 50 uM 7,8-DHF nach 6- und 24-
stiindiger Stimulation mit LPS die IL-6-mRNA-Expression herauf, nach 3-stiindiger
kombinierter Stimulation mit 50 uM und LPS konnte die Expressionsrate jedoch reduziert

werden.
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Abb. 4.7: Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6-mRNA-Expressionsrate nach 3, 6 und 24 Stunden. Nach der
Isolierung der mRNA und einer Umschreibung in cDNA wurde die IL-6-mRNA-Expressionsrate mithilfe der
qPCR relativ quantifiziert. In einer Konzentration von 0,01 pM 7,8-DHF bewirkte eine 3-stiindige kombinierte
Stimulation mit LPS einen signifikanten Anstieg der IL-6-mRNA-Expressionsrate auf 113% (Abb. 4.7 A),
wohingegen nach 6 Stunden 0,01 uM 7,8-DHF in den LPS-stimulierten Mikroglia keinen Einfluss ausiibte (Abb.
4.7 C). Nach 24 Stunden kombinierter Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF und LPS sank die IL-6-mRNA-
Expressionsrate signifikant auf 67% (Abb. 4.7 E). In einer Konzentration von 50 uM 7,8-DHF wurde die
Expressionsrate nach 3 Stunden kombinierter Stimulation mit LPS signifikant auf 52,3% gesenkt (Abb. 4.7 B).
Nach 6-stiindiger Stimulation und 24-stiindiger Stimulation mit 50 pM und LPS kam es hingegen zu einem
signifikanten Anstieg der Expressionsrate (Abb. 4.7 D+F). Die Werte sind prozentual als Mittelwert + SEM

angegeben (n > 3, ***p < (0,001, **p < 0,01, *p <0,05).
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4.5 Einfluss von 7,8-DHF auf die mRNA-Expression von COX-2

Infolge eines inflammatorischen Stimulus wird COX-2 vermehrt in Monozyten und
Makrophagen exprimiert und fiihrt nach der Aktivierung zur Herstellung von Prostaglandin
H2, welches als Vorstufe der an der glialen Entziindungsreaktion beteiligten bioaktiven

Lipide wie Prostaglandin E2 fungiert (>1.2.2).

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die COX-2-mRNA-Synthese wurde mittels qPCR nach 3
Stunden (Abb. 4.8 A+B), 6 Stunden (Abb. 4.8 C+D) und 24 Stunden (Abb. 4.8 E+F) ermittelt
und grafisch dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia
angegeben wurden. Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der COX-2-mRNA-Synthese im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die COX-2-mRNA stark
herauf regulierte (Abb. 4.8 A-F). Nach einer 3-stiindigen kombinierten Stimulation mit 7,8-
DHF und LPS wurde die COX-2-mRNA-Synthese heraufreguliert. Bei einer Konzentration
von 0,01 uM 7,8-DHF stieg diese in den LPS-stimulierten Mikroglia signifikant auf 133,5%
(Abb. 4.8 A), wohingegen bei einer kombinierten Stimulation mit 50 uM 7,8-DHF und LPS
ein tendenzieller Anstieg auf 106% gemessen wurde (Abb. 4.8 B). Nach 6-stiindiger
kombinierter Stimulation mit 7,8-DHF und LPS bewirkte das 0,01 uM-konzentrierte 7,8-DHF
nahezu keine Verdnderung der COX-2-mRNA-Expressionsrate (Abb. 4.8 C), wohingegen 50
uM 7,8-DHF die Expressionsrate in den LPS-stimulierten Mikroglia signifikant auf 120,8%
hochregulierte (Abb. 4.8 D). Nach 24-stiindiger kombinierten Stimulation mit 7,8-DHF und
LPS reduzierte das 0,01 pM-konzentrierte 7,8-DHF die COX-2-mRNA-Expressionsrate
signifikant auf 55% (Abb. 4.8 E). Im Gegensatz dazu steigerte 50 uM 7,8-DHF nach
kombinierter Stimulation mit LPS die Expressionsrate auf 110% (Abb. 4.8 F).

Die Ergebnisse zeigen somit, dass 7,8-DHF einen konzentrations- und zeitabhingigen
Einfluss auf die COX-2-mRNA-Expressionsrate in LPS-stimulierten Mikroglia ausiibt. In
Konzentrationen von 0,01 uM 7,8-DHF nach 3 und 6 Stunden Stimulation mit LPS sowie 50
uM 7,8-DHF und LPS nach allen Stimulationszeiten regulierte 7,8-DHF die Expressionsrate
herauf, wohingegen nach einer 24-stiindigen Stimulation der Zellen mit 0,01 uM 7,8-DHF

und LPS die Expressionsrate von COX-2 signifikant reduziert werden konnte.
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Abb. 4.8: Einfluss von 7,8-DHF auf die COX-2-mRNA-Expressionsrate nach 3, 6 und 24 Stunden. Nach
der Isolierung der mRNA und einer Umschreibung in cDNA wurde die COX-2-mRNA-Expressionsrate mithilfe
der qPCR relativ quantifiziert. In einer Konzentration von 0,01 uM fiihrte 7,8-DHF nach 3-stiindiger
kombinierter Stimulation mit LPS zu einem signifikanten Anstieg der COX-2-mRNA-Expressionsrate auf
133,5% (Abb. 4.8 A), wohingegen eine 6-stiindige kombinierte Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF und LPS
keinen Einfluss auf die COX-2-mRNA-Expressionsrate zeigte. Im Gegensatz dazu lag nach 24 Stunden
kombinierter Stimulation mit 0,01 pM und LPS eine signifikante Reduktion der COX-2-mRNA-Expressionsrate
auf 55% vor (Abb. 4.8 E). In einer Konzentration von 50 pM bewirkte 7,8-DHF in LPS-stimulierten Mikroglia
bei allen drei Stimulationszeiten einen Anstieg der COX-2-Expressionsrate (Abb. 4.8 B+D+F). Die Werte sind
prozentual als Mittelwert + SEM angegeben (n > 3, ***p < 0,001, **p <0,01).
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4.6 Einfluss von 7,8-DHF auf die Proteinsynthese pro-

inflammatorischer Zytokine

4.6.1 Einfluss von 7,8-DHF auf die TNF-a-Freisetzung durch Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die TNF-a-Freisetzung aus Mikroglia wurde mittels ELISA
nach 6 Stunden (Abb. 4.9 A+B) und 24 Stunden (Abb. 4.9 C+D) ermittelt und grafisch
dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia angegeben wurden.
Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der TNF-a-Proteinfreisetzung im Vergleich zu
den wunstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die Proteinfreisetzung stark
heraufregulierte (Abb. 4.9 A-F). Nach 6-stlindiger kombinierter Stimulation mit 7,8-DHF und
LPS fiihrte das 0,01 pM-konzentrierte 7,8-DHF zu einer signifikanten Reduktion der
Proteinfreisetzung auf 85,7% (Abb. 4.9 A), wohingegen 50 puM 7.,8-DHF die
Proteinfreisetzung in den LPS-stimulierten Mikroglia auf 138% hochregulierte (Abb. 4.9 B).
Nach 24-stiindiger kombinierten Stimulation mit LPS iibte 0,01 uM 7,8-DHF keinen Einfluss
auf die Proteinfreisetzung aus (Abb. 4.9 C), hingegen stieg die Proteinfreisetzung bei einer
Konzentration von 50 uM 7,8-DHF signifikant auf 232% an (Abb. 4.9 D).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass 7,8-DHF sowohl einen konzentrationsabhéngigen als
auch einen zeitabhéngigen Einfluss auf die TNF-a-Proteinfreisetzung zeigt. Eine kombinierte
Stimulation mit LPS und 7,8-DHF in Konzentrationen von 0,01 puM nach 24 Stunden
Stimulation sowie 50 uM nach allen Stimulationszeiten regulierte die Proteinfreisetzung
herauf. Nach einer 6-stiindigen Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF und LPS konnte hingegen

eine signifikante Senkung der TNF-a-Proteinfreisetzung erreicht werden.
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Abb. 4.9: Einfluss von 7,8-DHf auf die TNF-a-Freisetzung nach 6 und 24 Stunden. Die TNF-a-Freisetzung
wurde durch ELISA ermittelt. In einer Konzentration von 0,01 pM verringerte 7,8-DHF nach 6-stiindiger
kombinierter Stimulation mit LPS signifikant die TNF-a-Freisetzung auf 85,7% (Abb. 4.9 A). Nach 24-stiindiger
kombinierter Stimulation mit 0,01 uM und LPS wurde die Proteinexpressionsrate nicht beeinflusst (Abb. 4.9 C).
50 uM 7,8-DHF bewirkte nach 6 Stunden in den LPS-aktivierten Mikroglia einen Anstieg der TNF-a-
Freisetzung im Vergleich zu den mit LPS-stimulierten Zellen auf 138%, wobei die Proteinfreisetzung nach 24
Stunden kombinierter Stimulation mit 50 uM 7,8-DHF und LPS noch weiter auf 232% anstieg (Abb. 4.9 B+D).
Die Werte sind prozentual als Mittelwert = SEM angegeben (n > 3, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05).
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4.6.2 Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6-Freisetzung durch Mikroglia

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6-Freisetzung aus Mikroglia wurde mittels ELISA nach
6 Stunden (Abb. 4.10 A+B) und 24 Stunden (Abb. 4.10 C+D) ermittelt und grafisch
dargestellt, wobei die Messwerte relativ in % LPS-stimulierter Mikroglia angegeben wurden.
Eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM bzw. 50 uM 7,8-DHF fiihrte zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte zu einer Verdnderung der IL-6-Proteinfreisetzung im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollzellen, wohingegen LPS die Proteinfreisetzung stark herauf
regulierte (Abb. 4.10 A-F). Nach kombinierter Stimulation mit 7,8-DHF und LPS konnte die
Proteinexpressionsrate reduziert werden. Nach 6 Stunden wurde die IL-6-Freisetzung bei
einer Konzentration von 0,01 uM 7,8-DHF in den LPS-stimulierten Mikroglia signifikant auf
72,7% gesenkt (Abb. 4.10 A), wurde die 7,8-DHF-Konzentration auf 50 uM erhoht, konnte
die Expressionsrate nach kombinierter Stimulation mit LPS signifikant auf 35% gesenkt
werden (Abb. 4.10 B). Nach 24-stiindiger kombinierter Stimulation mit 7,8-DHF und LPS
verringerte sich die IL-6-Freisetzung bei einer Konzentration von 0,01 uM 7,8-DHF auf 76%
(Abb. 4.10 C) und bei 50 uM 7,8-DHF konnte ebenfalls eine Reduktion der
Proteinfreisetzung auf 73% erreicht werden (Abb. 4.10 D).

Abschlieflend ldsst sich festhalten, dass 7,8-DHF in beiden Konzentrationen und

Stimulationszeiten die IL-6-Proteinfreisetzung signifikant senkte.
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Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6-Proteinfreisetzung nach 6 Stunden
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Abb. 4.10: Einfluss von 7,8-DHF auf die IL-6-Freisetzung nach 6 und 24 Stunden. Die IL-6-Freisetzung
wurde durch ELISA ermittelt. In einer Konzentration von 0,01 uM verringerte 7,8-DHF nach 6-stiindiger
kombinierter Stimulation mit LPS die IL-6-Freisetzung signifikant auf 72,7% (Abb. 4.10 A). Nach 24-stiindiger
kombinierter Stimulation mit 0,01 pM und LPS wurde die Proteinexpressionsrate ebenfalls auf 76% reduziert
(Abb. 4.10 C). 50 uM 7,8-DHF bewirkte nach 6 Stunden in den LPS-aktivierten Mikroglia eine Senkung der
TNF-a-Freisetzung im Vergleich zu den mit LPS-stimulierten Zellen auf 35% (Abb. 4.10 B). Auch nach 24-
stiindiger kombinierter Stimulation mit 50 uM 7,8-DHF und LPS reduzierte sich die IL-6-Proteinfreisetzung auf
73% (Abb. 4.10 D). Die Werte sind prozentual als Mittelwert + SEM angegeben (n > 3, ***p < 0,001, **p <
0,01, *p < 0,05).
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4.7 Einfluss von 7,8-DHF auf die Aktivierung von MAP-Kinasen in

primaren Mikroglia

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskaden (MAPK-Kaskaden) sind intrazelluldre
Signaltransduktionswege, bei denen sich verschiedene MAPK durch Phosphorylierung
nacheinander aktivieren, um nachfolgend als aktivierte Proteine Transkriptionsfaktoren zu
aktivieren oder als solche zu fungieren. So kann eine Aktivierung der extrazelluldr Signal-
regulierten Kinasen-Kaskade 1/2 (ERK1/2) sowie der p38-Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
38 (p38) die Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokinen regulieren und somit sowohl

Wachstums- und Differenzierungsprozesse in Zellen als auch deren Apoptose beeinflussen.

Der Einfluss von 7,8-DHF auf die Aktivierung von MAPK in Mikroglia wurde in dieser
Arbeit mittels Western Blot-Analysen untersucht und grafisch dargestellt (Abb. 4.11). Nach
einer 30-miniitigen Stimulation zeigte sich eine starke Zunahme der Bandenintensitét in den
LPS-aktivierten Mikroglia im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen, die aus einer
starken Heraufregulation der Menge an phosphoryliertem ERK1/2 (pERK1/2) (Abb. 4.11 A)
als auch an phosphoryliertem p38 (pp38) (Abb. 4.11 B) resultierte und somit mit einer
Aktivierung dieser Signalkaskaden in Zusammenhang gebracht werden konnten. Diese
Effekte wurden durch eine simultane Stimulation mit 7,8-DHF und LPS deutlich reduziert.
Hingegen wies eine alleinige Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF oder 50 uM 7,8-DHF keine

Verianderung im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen auf.
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Abb. 4.11: Einfluss von 7,8-DHF auf die ERK1/2- und p38-Phosphorylierung in Mikroglia nach 30-
mindtiger Stimulation als représentativer Blot. Die Menge an pERK1/2 (A) und pp38 (B) im Verhéltnis zu
den jeweils unphosphorylierten Kinasen (ERK2 bzw. p38) wurde durch eine Western Blot-Analyse bestimmt
und aufgrund der unterschiedlichen Bandenintensitdten verglichen. Eine Stimulation der Mikroglia mit LPS
fithrte zu einem starken Anstieg von pERK1/2 sowie von pp38 verglichen mit den unstimulierten Kontrollen.
Erfolgte hingegen eine simultane Stimulation mit LPS und 7,8-DHF, reduzierte sich der Anteil an pERK1/2 und
pp38 im Vergleich zu den LPS-stimulierten Mikroglia.
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Um diese Aussagen statistisch zu bestétigen, wurden die Blots densitometrisch ausgewertet.
Dafiir wurde zunédchst der Quotient aus der Bandenintensitit der phosphorylierten und
unphosphorylierten Proteine gebildet und die Ergebnisse relativ in % LPS-stimulierter
Mikroglia angegeben. Abbildung 4.12 A zeigt, dass eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01
uM 7,8-DHF keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von ERK1/2 im Vergleich zu den
unstimulierten Kontrollzellen ausiibte, wohingegen eine Stimulation der Mikroglia mit LPS
eine signifikante Heraufregulation dieser bewirkte. Nach einer simultanen Stimulation der
Mikroglia mit LPS und 0,01 uM 7,8-DHF wurde die LPS-induzierte verstirkte ERK1/2-
Phosphorylierung hingegen auf 66,1% herunterreguliert. Dieser Effekt verstdrkte sich bei
einer Stimulation von LPS-aktivierten Mikroglia mit 50 uM 7,8-DHF, sodass die ERK1/2-
Phosphorylierung auf 57,8% sank (Abb. 4.12 B).
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Abb. 4.12: Densitometrische Auswertung des Einflusses von 7,8-DHF auf die ERK1/2-Phosphorylierung
in Mikroglia nach 30-minttiger Stimulation. Eine Stimulation mit 7,8-DHF in Konzentrationen von 0,01 pM
sowie 50 uM hatte keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von ERK1/2 im Vergleich zu den unstimulierten
Kontrollzellen, wohingegen eine Stimulation der Mikroglia mit LPS einen starken Anstieg von pERKI1/2
bewirkte (A und B). Erfolgte hingegen eine simultane Stimulation mit LPS und 7,8-DHF, wurde pERK1/2 im
Vergleich zu den mit LPS stimulierten Zellen herabreguliert, wobei die hohere Konzentration von 50 uM 7,8-
DHF eine grofere Reduktion von pERKI1/2 bewirkte. Die Werte sind prozentual als Mittelwert + SEM
angegeben (n > 3, ***p < (0,001, **p < 0,01, *p <0,05).
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Abbildung 4.13 zeigt, dass eine Stimulation der Mikroglia mit 0,01 uM und 50 uM 7,8-DHF
keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von p38 im Vergleich zu den unstimulierten
Kontrollzellen ausiibte, wohingegen eine Stimulation der Mikroglia mit LPS eine signifikante
Heraufregulation dieser bewirkte. Nach einer simultanen Stimulation der Mikroglia mit LPS
und 0,01 uM 7,8-DHF wurde die LPS-induzierte verstirkte p38-Phosphorylierung hingegen
auf 84,6% herunterreguliert (Abb. 4.13 A). Dieser Effekt verstirkte sich bei einer Stimulation
von LPS-aktivierten Mikroglia mit 50 uM 7,8-DHF, sodass die p38-Phosphorylierung auf
78,32% sank (Abb. 4.13 B).
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Abb. 4.13: Densitometrische Auswertung des Einflusses von 7,8-DHF auf die p38-Phosphorylierung in
Mikroglia nach 30-mindtiger Stimulation. Eine Stimulation mit 7,8-DHF in Konzentrationen von 0,01 uM
sowie 50 uM hatte keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von p38 im Vergleich zu den unstimulierten
Kontrollzellen, wohingegen eine Stimulation der Mikroglia mit LPS zu einem starken Anstieg von pp38 fiihrte
(A und B). Erfolgte hingegen eine simultane Stimulation mit LPS und 7,8-DHF, wurde pp38 im Vergleich zu
den mit LPS stimulierten Zellen herabreguliert, wobei eine hohere Konzentration von 50 uM 7,8-DHF eine
groflere Reduktion von pp38 bewirkte (Abb. 4.13 B). Die Werte sind prozentual als Mittelwert + SEM
angegeben (n > 3, ***p < (0,001, **p < 0,01, *p <0,05).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass 7,8-DHF konzentrationsabhéngig in LPS-aktivierten

Mikroglia sowohl die Aktivierung des ERK1/2- als auch des p38-Signalweges beeinflusste.
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5 Diskussion

Morbus Parkinson weist als ein Charakteristikum eine chronische Neuroinflammation im
Gehirn auf (McGeer und McGeer, 2008), deren Rolle in neurodegenerativen Krankheiten
kontrovers diskutiert wird (Marchetti und Abbracchio, 2005). Zum Einen kann die
Neuroinflammation eine Neuroprotektion bewirken, indem Mikroglia zytotoxische Molekiile
wie Superoxide, NO oder freie Radikale sezernieren und diese Pathogene, virusinfizierte
Zellen oder Tumorzellen abtdten. Zudem phagozytieren die Mikroglia Zelldebris und
produzieren neurotrophische Faktoren (Gao et al., 2003). Zum Anderen konnen Mikroglia
durch eine exzessive Produktion pro-inflammatorischer Zytokine ortsansédssige Neurone
abtoten und somit die Inflammationsreaktion potenzieren (Raghavendra et al., 2004). Die
bisherige angewandte medikamentose Therapie bei Morbus Parkinson zielt auf eine
Unterbindung der pro-inflammatorischen Antwort ab (Tansey und Goldberg, 2010), wodurch
die neuroprotektive Wirkung der Neuroinflammation ebenfalls gchemmt wird. Dies hat zur
Folge, dass der Zelldebris nicht weggerdumt wird und als Trigger der Inflammation zu
weiteren Zellschiden fiihrt (Lauber et al., 2004). Auf lange Sicht ist die aktuelle Behandlung
somit nicht die effektivste Strategie (Marchetti und Abbracchio, 2005), da die niitzlichen
Effekte der pro-inflammatorischen Antwort ebenfalls unterbunden werden. Das Ziel einer
zukiinftigen medikamentdsen Therapie sollte demnach eine Balance zwischen der
vorteilhaften und schddlichen Wirkung der Neuroinflammation sein, indem die
Immunantwort durch eine Immunmodulation zugunsten der Neuroprotektion bzw. —
regeneration verschoben wird (Polazzi und Monti, 2010) und somit vermehrt ein

neuroprotektiver Phanotyp der Mikroglia aquisiert wird (Polazzi und Contestabile, 2002).

Zu diesem Zweck wurde in dieser Arbeit 7,8-DHF auf eine mogliche anti-inflammatorische
Wirkung auf Mikroglia im Sinne einer Neuromodulation untersucht und somit die Eignung
als zukiinftiges Therapeutikum bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson

iiberpriift.

5.1 7,8-DHF

7,8-DHF, auch bekannt als Vitamin P, fordert in zahlreichen Untersuchungen das neuronale
Uberleben von dopaminergen Neuronen bei Morbus Parkinson (Jang et al., 2010; Sconce et
al., 2015), Motoneuronen (Tsai et al., 2013) sowie primédren kortikalen Neurone bei Morbus

Alzheimer (Castello et al., 2014; Zhang et al., 2014) und weist somit sowohl in vivo als auch
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in vitro neuroprotektive Eigenschaften auf (Du und Hill, 2015). Zudem fordert es die

Neurogenese (Briones und Woods, 2013) und dampft die Entwicklung eines depressiven

Phénotyps (Zhang, J. C. et al., 2015).

7,8-DHF ist der Gruppe der fettloslichen Vitamine zugehorig und weist dementsprechend eine
Licht- und Sauerstoffempfindlichkeit auf. Diese Instabilitdt des Wirkstoffes 7,8-DHF ist auf
eine Catechol-Gruppe zuriick zu fiithren, durch die der Wirkstoff fiir eine Beseitigung im
zirkulatorischen System infolge von Oxidation, Glucuronidierung, Sulfatierung und
Methylierung anfillig wird (Liu et al., 2012). Infolgedessen kommt es zu einer First-Pass
Metabolisierung in der Leber oder im Gastrointestinaltrakt (Wong et al., 2008), welches eine
geringe orale Bioverfiigbarkeit von 5% zur Folge hat (Zhang et al., 2014). Die Catechol-
Gruppe wird allerdings auch als TrkB-Agonist fiir die Bindung an den TrkB-Rezeptor
bendtigt (Liu et al., 2010). Aufgrund der geringen Wasserloslichkeit und Instabilitdt ist eine
pharmakologische Applikation von 7,8-DHF limitiert (Koirala et al., 2014). Die
Arbeitsgruppen von Liu et al. versucht daher, das pharmakologische Profil von 7,8-DHF
durch eine Modifikation der 7,8-Dihydroxygruppe mit Phosphaten, Carbamaten oder Estern

zu verbessern und somit die orale Bioverfiigbarkeit zu erhéhen (Liu et al., 2016).

Die zunéchst schwankenden Ergebnisse der Vorversuche fiir diese Arbeit konnten deshalb auf
obig genannten Eigenschaften von 7,8-DHF zuriickgefiihrt werden und es erwies sich als
essenziell, dass der Wirkstoff 7,8-DHF zum Einen dunkel gelagert und zum Anderen immer

frisch vor Versuchsbeginn angesetzt wurde.

5.2 Zytotoxizitat von 7,8-DHF

Aus der Literatur ist bekannt, dass 7,8-DHF in verschiedenen Wirkspektren wirkt (Jang et al.,
2010; Chen et al., 2011).

Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von 0,01 puM sowie 50 pM wiesen im
MTT-Test keine zytotoxischen Eigenschaften auf (Abb. 4.2). Erst in einer hoheren
Konzentration von 100 puM sank in den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Vorversuchen die
Uberlebensrate der Mikroglia auf 65%, welches in der Tendenz auch in den Versuchen von
Chen et al. und Tsai et al. bestitigt wurde (Chen et al., 2011; Tsai et al., 2013). Dies deutet
darauf hin, dass die Zytotoxizitdt von 7,8-DHF eine Konzentrationsabhéngigkeit aufweist,
d.h. je hoher die Konzentration von 7,8-DHF, desto geringer fallt die Zelliiberlebensrate aus.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Versuchen von Choi et al. (Choi et al., 2015).
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5.3 Stimulation der Mikroglia

Als anerkannter inflammatorischer Stimulus der Mikroglia fungierte in dieser Arbeit LPS, ein
Endotoxin aus der Wand gramnegativer Bakterien (Martich et al., 1993), welches bereits in
vielen Tiermodellen von inflammationsvermittelten neurodegenerativen Erkrankungen
eingesetzt wurde (Carvey et al., 2003; Gao et al., 2003; Wang et al., 2004). LPS bindet als
Komplex mit dem LPS-bindenden Protein und CD14 an den membrangebundenen Rezeptor
TLR4 auf Mikroglia (Lehnardt et al., 2003) und aktiviert somit die Mikroglia (Qin et al.,
2005). Infolgedessen kommt es iiber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB zu
einer vermehrten Genexpression der pro-inflammatorischen Zytokine (Srinivasan et al.,
2004). Die Reduktion der LPS-stimulierten pro-inflammatorischen Mediatoren ist somit ein

Malfstab fiir das anti-inflammatorische Potenzial einer Substanz (Innamorato et al., 2008).

In dieser Arbeit wurde LPS aus Salmonella typhimurium in einer Konzentration von 5 ng/ml
eingesetzt. Diese Konzentration bewirkte eine starke Aktivierung der Mikroglia, was sowohl
morphologisch (Abb. 4.2) als auch auf mRNA-Ebene (Abb. 4.4-4.8) und Protein-Ebene (Abb.
4.9+4.10) gezeigt werden konnte.

5.4 Einfluss von 7,8-DHF auf die Radikalbildung

NO ist einerseits ein intrazelluldirer Messenger mit biologischen Funktionen wie
Vasodilatation, Neurotransmission, Inflammation und neuronale Erregbarkeit (Tripathy et al.,
2015). NO kann jedoch andererseits bei einer exzessiven Freisetzung mit dem vorhandenen
Sauerstoff zu Peroxynitrit (RNS) reagieren und {ber eine Zellschddigung zu
neurodegenerativen Erkrankungen beitragen (Saha und Pahan, 2006; Brown und Neher,
2010). Entscheidend iiber eine protektive oder toxische Wirkung von NO ist somit die

Konzentration (Laranjinha et al., 2012).

In dieser Arbeit stieg die NO-Konzentration infolge eines Stimulus mit LPS stark an. Wurden
die Mikroglia hingegen fiir 24 Stunden simultan mit 7,8-DHF und LPS stimuliert, konnte die
NO-Konzentration in Abhédngigkeit von der Konzentration des Wirkstoffes signifikant
gesenkt werden, wobei bei einer hoheren Konzentration von 7,8-DHF eine groere Reduktion
erzielt werden konnte (Abb. 4.3 A+B). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Versuchen von Park et al. (Park et al., 2012; Park et al.,, 2014), in denen nach einer
einstiindigen Vorinkubation der murinen Makrophagen mit 50 puM 7,8-DHF die NO-
Konzentration um 60% herunterreguliert wurde (Park et al., 2012). Eine mdogliche Erklarung

dieser Ergebnisse kann sein, dass die Hydroxylgruppen von 7,8-DHF als Elektronendonatoren
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fungieren und somit freie Radikale abfangen kénnen (Woldu und Mai, 2012), wodurch 7,8-
DHF eine starke antioxidative Wirkung aufweist (Chen et al., 2011; Han et al., 2013; Ryu et
al., 2014). Die antioxidative Wirkung von 7,8-DHF scheint nicht nur durch die Konzentration
von 7,8-DHF, sondern auch durch die Dauer der Vorinkubation der Zellen mit dem Wirkstoff

beeinflusst zu werden.

NO ist auch ein Mal fiir die Mikrogliaaktivierung, da das NO-bildende Enzym iNOS in
Abhéngigkeit von der Mikrogliaaktivierung induziert wird. Im Gegensatz zu dem starken
Anstieg der iNOS-mRNA-Expressionsrate nach einer Stimulation mit LPS, war der Einfluss
von 7,8-DHF bei einer simultanen Stimulation mit LPS sowohl Stimulationszeit- als auch
konzentrationsabhidngig. In einer Konzentration von 0,01 uM 7,8-DHF konnte die iNOS-
mRNA-Expressionsrate nach 24-stiindiger simultaner Stimulation mit LPS gesenkt werden,
bei 50 uM 7,8-DHF wurde dieser Effekt nach einer 3-stiindigen simultanen Stimulation
erreicht. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Versuchen von Park et al., bei
denen mit einer hoheren Konzentration von 7,8-DHF nach 24-stiindiger simultaner
Stimulation mit LPS eine stirkere Reduzierung der iNOS-mRNA-Expressionsrate erreicht
werden konnte (Park et al., 2014). Eine mogliche Begriindung dafiir kann sein, dass Park et
al. in ihren Versuchen mit BV2-Mikroglia, also murinen, mit rekombinanten Retroviren
immortalisierten Zelllinien, arbeiteten, wohingegen die Versuche in dieser Arbeit mit
primdren Mikroglia der Generation pl-p3 durchgefiihrt wurden. Zusitzlich stehen diese
Ergebnisse im Kontrast zu der stirker reduzierten NO-Konzentration nach 24 Stunden
Stimulation mit 50 uM 7,8-DHF und LPS im Vergleich zu 0,01 uM 7,8-DHF und LPS.
Dieses kann daran liegen, dass die aufgrund des inflammatorischen Stimulus vermehrt
gebildete iNOS-mRNA wegen eines L-Arginin-Substratmangels nicht mehr zu einem Protein
prozessiert wird und die bereits vorhandene iNOS durch den Substratmangel weniger aktiv ist

(Lee et al., 2003; Kagemann et al., 2007).

5.5 Einfluss von 7,8-DHF auf die Expression pro-inflammatorische

Zytokine

Bei Morbus Parkinson-Patienten ist die Anzahl der aktivierten Mikroglia im Putamen und der
SN erhoht (Rocha et al., 2015). Diese sezernieren pro-inflammatorische Mediatoren wie
TNF-0, IL-1B und IL-6, die bei Astrozyten eine sekundidre inflammatorische Antwort

induzieren und somit zu neuronalem Zellverlust fithren (Saijo et al., 2009).
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TNF-a ist ein kritisches, regulatorisches Zytokin, welches sowohl in homdostatische als auch
pathophysiologische Prozesse des ZNS involviert ist (Montgomery und Bowers, 2011). So
spielt es zum Einen eine Rolle in der physiologischen Entwicklung des ZNS (Zhao et al.,
2001), in der synaptischen Ubertragung und Plastizitit (Steinmetz und Turrigiano, 2010)
sowie in der Reduzierung der Neurogenese (Ekdahl et al., 2003). Zum Anderen weist TNF-a
eine pathologische Rolle in neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson,

Morbus Alzheimer oder Multiple Sklerose auf (Montgomery und Bowers, 2011).

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Einfluss von 7,8-DHF auf die durch einen
inflammatorischen Stimulus (LPS) stark erhohte TNF-a-mRNA-Expressionsrate nach 3, 6
und 24 Stunden untersucht und es konnte gezeigt werden, dass 0,01 pM und 50 uM 7,8-DHF
die TNF-o-mRNA-Expressionsrate in LPS-induzierten Mikroglia noch weiter erhohten.
Einzig nach einer 24-stlindigen Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF wurde kein Einfluss auf die
TNF-a-mRNA-Expressionsrate nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist kontrir zu den
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. So zeigten B. Wang et al., dass 7,8-DHF in H,O,-
stimulierten Endothelzellen die TNF-a-mRNA-Expression signifikant senkte (Wang, B. et al.,
2015). Auch in den Versuchen der Arbeitsgruppe von Park et al. senkte 7,8-DHF
konzentrationsabhéngig die TNF-a-mRNA-Expressionsrate in BV2-Mikroglia (Park et al.,
2014).

Die LPS-induzierte TNF-a-Proteinfreisetzung wurde in dieser Arbeit hingegen nach einer 6-
stiindigen Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF gesenkt, wohingegen nach 24-stiindiger
Stimulation kein Einfluss nachzuweisen war. Somit zeigte sich in diesem Versuchsansatz
erneut die Konzentrationsabhiangigkeit von 7,8-DHF, da 50 uM 7,8-DHF sowohl nach 6-
stlindiger als auch nach 24-stiindiger Stimulation die LPS-induzierte TNF-a-
Proteinfreisetzung weiter erhohte. Dieses Ergebnis steht weitestgehend im Einklang mit den
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen der LPS-induzierten TNF-a-
mRNA-Expression.

Ein weiteres Zytokin, welches von aktivierten Mikroglia und Astrozyten als Antwort auf
diverse Stimuli freigesetzt wird, ist IL-1p (Wang, W. Y. et al., 2015). Neurone weisen eine
besondere Empfianglichkeit fiir die IL-1B-vermittelte Toxizitdt bei einer chronischen
Expression auf (Leal et al., 2013) und gehen daraufhin in der SN zugrunde (Pott Godoy et al.,
2010).
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Die in dieser Arbeit infolge eines inflammatorischen Stimulus mit LPS stark erhohte IL-183-
mRNA-Expressionsrate wurde nur nach einer simultanen, 24-stiindigen Stimulation mit 0,01
uM 7,8-DHF und LPS reduziert. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu den Versuchen von
Park et al. an murinen Makrophagen, bei denen eine 24-stiindige Stimulation mit 7,8-DHF
nach inflammatorischem  Stimulus die IL-1B-mRNA-Expression umso stirker

herunterregulierte, je hoher die Konzentration von 7,8-DHF war (Park et al., 2012).

IL-6 ist ein vielseitiges Zytokin, welches sowohl physiologische Funktionen wie die
Hamatopoese, Akut-Phase-Antwort, Leberregeneration, Knochenumbau, Astrogliogenesis
und neuronale Differenzierung besitzt, als auch in neurodegenerative Erkrankungen wie
Morbus Parkinson, Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn, rheumatoide Arthritis und
Diabetes verwickelt ist (Spooren et al., 2011). Es wird von aktivierten Mikroglia bei Morbus
Parkinson-Patienten sezerniert (Imamura et al., 2003) und es besteht eine reziproke
Beziehung zwischen dem Schweregrad des Morbus Parkinson und der Hohe des IL-6-Levels

(Nagatsu et al., 2000).

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die IL-6-mRNA-Expressionsrate bei einer simultanen
Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF und LPS fiir 24 Stunden sowie 50 uM 7,8-DHF und LPS
nach 3-stiindiger Stimulation gesenkt werden konnte. Da IL-1B und TNF-a die groBten
Aktivatoren der IL-6-Expression sind (Lan et al., 2015) und deren mRNA-Expressionsrate in
den Versuchen dieser Arbeit nach einer 24-stiindigen Stimulation mit 0,01 pM 7,8-DHF
ebenfalls herabreguliert wurden, kann dies als Erkldrungsansatz fiir die Reduktion der IL-6-
mRNA Expressionsrate nach einer simultanen Stimulation mit 0,01 uM 7,8-DHF fiir 24
Stunden fungieren. Die Proteinfreisetzung von IL-6 wurde bei simultaner 6- und 24-stiindiger
Stimulation mit 0,01 pM bzw. 50 uM 7,8-DHF und LPS gesenkt. Ein moglicher Grund
hierfiir kann sein, dass die Prozessierung der mRNA bis zum freigesetzten Protein zeitlich

verzogert ablduft.

Abschlieffend ist festzustellen, dass jedes Zytokin eine andere Kinetik aufweist. Zudem
konnte in dieser Arbeit bei der Diskussion des Einflusses von 7,8-DHF auf pro-
inflammatorische Zytokine festgestellt werden, dass eine Korrelation zwischen der
Dosierung, der Stimulationsdauer, dem Zelltyp und dem Einfluss des Wirkstoffes auf den
jeweiligen Zelltyp besteht. Dieses wurde in den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zu

Flavenoiden bestétigt (Schroeter et al., 2002; Tufion et al., 2009).
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5.6 Einfluss von 7,8-DHF auf die COX-2-Synthese

COX-2 wird konstitutiv in den glutamergen Neuronen des Hippocampus und Kortex
exprimiert, um die synaptische Plastizitdt zu bewahren (Yagami et al., 2015). Allerdings
spielt COX-2 auch eine pathophysiologische Rolle in einigen Erkrankungen wie
beispielsweise Morbus Parkinson (Teismann, 2012), Multipler Sklerose (Palumbo und
Bosetti, 2013) und der amyotrophen Lateralsklerose (Yiangou et al., 2006), da COX-2 unter
inflammatorischen Bedingungen hochreguliert wird. COX-2 katalysiert die Bildung von PGE,
aus Arachidonsdure (Ma und Quirion, 2008). PGE, hingegen aktiviert Mikroglia, welche tiber

die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen den neuronalen Zelltod bewirken.

In dieser Arbeit konnte, im Vergleich zu der stark erhohten COX-2-mRNA-Expressionsrate
infolge eines Stimulus mit LPS, nur bei einer simultanen 24-stiindigen Stimulation mit 0,01
uM  7,8-DHF und LPS die COX-2-mRNA-Expressionsrate gesenkt werden. Als eine
mogliche Ursache hierfiir kann die Beeinflussung der COX-2 Transkription durch die
vermehrten Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1B angefiihrt
werden (Regulski et al., 2015), welche in den Versuchen dieser Arbeit ebenfalls nur durch
eine simultane, 24-stiindige Stimulation mit LPS und 0,01 uM 7,8-DHF herunterreguliert
wurden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Erkenntnissen der Arbeitsgruppe von
Park et al. nach Versuchen an murinen Makrophagen, bei denen eine Stimulation mit 7,8-
DHF die COX-2-Expression umso stirker reduzierte, je hoher die Konzentration von 7,8-

DHF war (Park et al., 2012).

Zusammenfassend reduzierte 7,8-DHF in einer Konzentration von 0,01 uM in den Versuchen
dieser Arbeit die COX-2-mRNA-Expression nur nach 24-stiindiger Stimulation. Dies muss
fir die Eignung von 7,8-DHF als mdgliches Therapeutikum beim Morbus Parkinson
allerdings nicht von Nachteil sein, da mehrere Studien zu dem Schluss kamen, dass eine
pharmakologische Hemmung von COX-2 die Antwort auf einen neuroinflammatorischen
Stimulus verstiarkt sowie die physiologischen Funktionen des Enzyms unterbindet (Bertolini

et al., 2002; Blais et al., 2005; Aid und Bosetti, 2011).
5.7 Einfluss von 7,8-DHF auf die Aktivierung des MAPK-
Signalweges in primaren Mikroglia

Die MAP-Kinasen-Familie besteht aus Serin-/ Threonin-Proteinkinasen und ist in drei

Untergruppen aufgegliedert: extrazelluldar Signal-regulierte Kinase-Kaskade 1/2 (ERKI1/2),
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c-Jun N terminale-Kinasen (JNK1/2/3) sowie die p38 MAP-Kinasen (p38a/B/y/0) (Borders et
al., 2009). MAP-Kinasen gehoren neben NF-xB zu den wichtigsten Signalmolekiilen in
neuroinflammatorischen Prozessen und spielen eine Schliisselrolle in der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine (Zeng et al., 2014). MAP-Kinasen fungieren als
Signalmechanismus in Eukaryoten, indem sie iiber eine Phosphorylierung ihrer Substrate eine
angemessene Antwort auf Umweltinformationen vermitteln (Meng und Zhang, 2013;
Pitzschke, 2014). Im Gegensatz zu anderen Proteinkinasen spielen die MAP-Kinasen keine
generelle Rolle in sensorischen Funktionen, sondern werden nur infolge eines Stimulus
aktiviert (Crown, 2011). Infolge eines Stimulus wird zunidchst die MAPK-Kinase-Kinase
(MKKK) aktiviert, welche iiber eine Phosphorylierung die MAPK-Kinase (MKK) aktiviert.
Diese wandelt sich nachfolgend in eine MAP-Kinase um und phosphoyliert als terminale
Proteinkinase in der Signalkaskade Substrate wie Transkriptionsfaktoren, -regulatoren oder
Splicing-Faktoren (Opdenakker et al., 2012; Xu et al., 2015). Diese Phosphorylierung der
Substrate zeigt sich im Western Blot durch einen Bandenwechsel (Zhang, T. et al., 2015).

Die ERK-Kaskade spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Proliferation,
Differenzierung und dem Zelliiberleben (Wortzel und Seger, 2011), aber kann ebenfalls
Prozesse beeinflussen wie Apoptose (Cagnol und Chambard, 2010) und onkogenetische
Transformation (Shaul und Seger, 2007). Die ERK-Kaskade wird durch G-Proteine wie Ras
aktiviert, die daraufhin die Raf-Aktivierung initiieren (Wellbrock et al., 2004). Dies
wiederum aktiviert die dual-specificity protein kinases (MEK1 und MEK2), welche durch
eine duale Phosphorylierung ERK1/2 aktivieren (Shaul und Seger, 2007). Die durch die
Phosphorylierung ausgeldste Konformationsinderung bewirkt eine Translokation von
ERK1/2 vom Zytoplasma in den Kern oder in andere Zellorganellen (Wainstein und Seger,
2016). Bisher wurden mehr als 150 Substrate von ERK1/2 gefunden (Yoon und Seger, 2006),
von denen mehr als die Hélfte als Transkriptionsfaktoren im Kern der Zelle vorliegen

(Wainstein und Seger, 2016).

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen zu dem Einfluss von 7,8-DHF auf die
Phosphorylierung von ERK1/2 konnte gezeigt werden, dass 7,8-DHF in Konzentrationen von
0,01 uM und 50 uM in LPS-aktivierten Mikroglia nach 30-miniitiger Stimulation die stark
angestiegene ERK1/2-Phosphorylierung signifikant herunterregulierte, wobei die hohere
Konzentration eine stirkere Reduktion von pERKI1/2 bewirkte. In der Literatur wird der
Einfluss von 7,8-DHF auf die ERKI1/2-Phosphorylierung kontrdr diskutiert. So kam die

Arbeitsgruppe von Jang et al. zu dem Ergebnis, dass 7,8-DHF in den Neuronen des
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Hippocampus die ERK1/2-Phosphorylierung in vitro steigerte (Jang et al., 2010). Park et al.
wiesen hingegen nach, dass 7,8-DHF die Phosphorylierung von ERKI1/2 in murinen
Makrophagen in vitro inhibierte (Park et al., 2012). Im Gegensatz dazu postulierten Wu et al.,
dass 7,8-DHF die ERK1/2-Phosphorylierung in vivo nicht beeinflusste (Wu et al., 2014). Zu
einem dhnlichen Ergebnis kamen Tsai et al., deren Arbeitsgruppe keinen Einfluss von 7,8-
DHF auf die ERK1/2-Phosphorylierung in kultivierten Motoneuronen feststellte (Tsai et al.,
2013). Die Vielfalt an unterschiedlichen Ergebnissen weist darauf hin, dass die
Phosphorylierung von ERK1/2 sowohl von der Konzentration von 7,8-DHF, als auch vom

Zelltyp und vom Versuchsablauf in vivo oder in vitro abhingig ist.

Eine Aktivierung der p38-MAPK korreliert hdufig mit einer neuronalen Degeneration
(Stanciu et al., 2000), da p38 zum Einen als ein Induktor der Apoptose fungiert und zum
Anderen einen zentralen Akteur der Neuroinflammation darstellt (Gurgis et al., 2014). Die
p38-MAPK reguliert die Aktivitdt von mehr als 60 Substraten (Trempolec et al., 2013). Eines
davon ist die Mitogen-activated protein kinase (MAPK)-activated protein kinase 2
(MAPKAPK-2 oder MK2), welche durch eine Regulation der Biosynthese von Zytokinen wie
TNF-0 und IL-6 auf posttranskriptionaler Ebene eine Schliisselrolle in der Neuroinflammation
spielt (Kotlyarov et al., 1999; Ronkina et al., 2010). Die Expression von MK2 ist in Mikroglia
im Vergleich zu Astrozyten und Neuronen erh6ht und wird durch einen Aktivierung dieser
infolge eines entziindlichen Stimulus hochreguliert (Culbert et al., 2006). Durch die Vielzahl
der von p38 aktivierten Substrate weist die p38-MAPK ebenfalls physiologische Funktionen
wie beispielsweise eine Beeinflussung des Zellzyklus, der Zelldifferenzierung und der
Zellmotilitit auf (Cuadrado und Nebreda, 2010). Somit kann eine vollstindige Hemmung der

p38-MAP-Kinase zu unerwiinschten Nebenwirkungen fiithren (Trempolec et al., 2013).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von 7,8-DHF auf die p38-Phosphorylierung untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass 7,8-DHF in Konzentrationen von 0,01 uM und 50 uM in LPS-
aktivierten Mikroglia nach 30-miniitiger Stimulation die stark angestiegene p38-
Phosphorylierung signifikant herunterregulierte, wobei die hohere Konzentration eine starkere
Reduktion von pp38 bewirkte. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen von
Park et al., bei denen 7,8-DHF die Phosphorylierung von p38 in murinen Makrophagen
inhibierte (Park et al., 2012).

Zusammenfassend zeigten die Versuche dieser Arbeit, dass 7,8-DHF in beiden

Konzentrationen sowohl die Phosphorylierung von ERK1/2, als auch von p38 nach einem
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entziindlichen Stimulus herunterregulierte, ohne die Phosphorylierung vollstindig zu

unterbinden und mogliche Nebenwirkungen zu riskieren.
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6 Zusammenfassung

Die Inzidenz von neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson wird mit der
durch den demographischen Wandel in Deutschland bedingten Uberalterung der Gesellschaft
zunehmend ansteigen. Den unter groem Leidensdruck stehenden Betroffenen ist zurzeit nur
eine rein symptomatische Therapie zuginglich, da bisher keine kausale Therapie zur
Vermeidung des Unterganges dopaminerger Neurone in der SN gefunden wurde. Einen
wichtigen Ansatz flir eine mogliche medikamentdse kausale Therapie stellen die Mikroglia
dar, da diese bei einer exzessiven Produktion pro-inflammatorischer Zytokine maligeblich
zum Untergang der Neuronen beitragen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit 7,8-DHF
auf eine mdgliche anti-inflammatorische Wirkung auf Mikroglia untersucht und die Eignung

als zukiinftiges Therapeutikum bei neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert.

7,8-DHF, auch bekannt als Vitamin P, gehort zu der Gruppe der Flavenoide und kommt
natiirlicherweise in Godmania aesculifolia, Tridax procumbens und in den Bléttern der
Primeln vor. 7,8-DHF wirkt anti-oxidativ und anti-inflammatorisch, schiitzt vor Apoptose und
unterstiitzt das neuronale Wachstum. Gegenstand bisheriger Forschungen anderer
Arbeitsgruppen war die konzentrationsabhingige Wirkung von 7,8-DHF auf verschiedene
Zellarten in vitro und in vivo, wobei in dieser Arbeit erstmalig der Einfluss von 7,8-DHF auf
primédre Mikroglia in vitro untersucht wurde. Dafiir wurden primire Mikrogliakulturen aus
den Hirnen postnataler Ratten angelegt und der zeit- und konzentrationsabhédngige Einfluss
von 7,8-DHF auf nicht aktivierte und auf LPS-stimulierte Mikroglia untersucht. 7,8-DHF
wies in den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen keine Zytotoxizitit auf. Zudem
bewirkte es eine Reduktion der Radikalbildung und verminderte die Mikrogliaaktivierung.
Die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-6 und IL-18 wurde durch
7,8-DHF in Abhéngigkeit von der Stimulationszeit und Konzentration signifikant gesenkt,
welches in dieser Arbeit erstmals an primdren Ratten-Mikroglia nachgewiesen werden
konnte. Weiterhin senkte 7,8-DHF die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 sowie p38. Die
Ergebnisse dieser Arbeit belegen das anti-inflammatorische und dadurch neuroprotektive
Potential von 7,8-DHF. Um einen moglichen FEinsatz als Therapeutikum bei Morbus
Parkinson zu erforschen, sollten weiterfiihrende Versuche durchgefiihrt werden,
beispielsweise wie die orale Bioverfiigbarkeit gesteigert werden kann oder welchen Einfluss

7,8-DHF auf Mikroglia in vivo ausiibt.
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