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1. Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen
Neurodegenerative Erkrankungen sind meist sporadisch auftretende Prozesse, die durch einen
progredienten Verlust von Nervenzellen gekennzeichnet und von Entziindungsreaktionen begleitet

sind.

Entzlindungsreaktionen finden im Verlauf von vielen neurodegenerativen Erkrankungen statt. Es gibt
eine Vielzahl an Faktoren, die eine Schadigung von Nervenzellen hervorrufen konnen, wobei
bestimmte Toxine oder genetische Mutationen spezifisch flir die jeweilige neurodegenerative
Erkrankung sind. Friiher wurde die stattfindende Entziindungsreaktion als passive Antwort auf eine
Schadigung der Nervenzellen angesehen. Mittlerweile verdichten sich die Hinweise, dass die
Entziindungsreaktion aktiv eine Schadigung bzw. Untergang der Neurone hervorrufen kann. Obwohl
der Pathomechanismus der unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen verschieden ist, ist

allen Erkrankungen die stattfindende Entziindungsreaktion gemeinsam (Guzman-Matinez et al. 2019).

Der Morbus Alzheimer (AD) ist eine chronische neurodegenerative Erkrankung des ZNS, die durch das
klinische Erscheinungsbild eines progredienten Gedachtnisverlustes und kognitive Dysfunktion
gekennzeichnet ist (Tiwari et al. 2019). AD ist mit etwa 60% die haufigste Demenzform im héheren
Lebensalter und mit einer Pravalenz von 5% die vierthaufigste Alterserkrankung (Niu et al. 2017). Die
Pravalenz steigt mit zunehmenden Lebensjahren an, so dass 20% der (iber 85-jahrigen betroffen sind.
Aufgrund der Tatsache, dass das Alter, neben einer genetischen Pradisposition, der grof3te Risikofaktor
flr das Auftreten von AD ist, geht man bei steigender Lebenserwartung der Menschen davon aus, dass
sich die Anzahl an AD-Patienten zukinftig drastisch erhohen wird. Als Kardinalsymptom gilt das
allmahliche  Auftreten von  Gedachtnisstorungen  gefolgt von  Konzentrations- und
Wortfindungsstorungen sowie zeitliche und rdumliche Desorientierung. Histopathologische Grundlage
der Symptomatik ist eine Abnahme der Hirnmasse sowie ein progressiver Neuronenverlust (Schneider

et al. 2009).

Der Morbus Parkinson (PD) ist heutzutage, neben Alzheimer Demenz, die zweithdufigste
neurodegenerative Erkrankung mit einer Pravalenz von etwa 0,3% in der Gesamtbevélkerungsschicht

Bei den liber 60-jahrigen steigt die Pravalenz auf 1% (De Lau und Breteler, 2006).

Die Parkinsonkrankheit ist charakterisiert durch die klinischen Kardinalsymptome bestehend aus
Ruhetremor, Muskelsteifigkeit (Rigor) und Bewegungsarmut (Akinese) (Kandel et al. 1995). Des
Weiteren kdonnen auch Stérungen des Halte- und Stellreflexes (Bloem et al. 1992) sowie nicht-

motorischen Symptome wie Demenz und Depression beobachtet werden (Weintraub et al. 2011). Die
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motorischen Symptome sind Ausdruck einer progredienten und selektiven Degeneration der
dopaminergen Neurone in der Substantia nigra pars compacta. Trotz intensiver Forschung ist die
Atiologie des Morbus Parkinson noch nicht vollstindig aufgeklart. Allerdings deuten viele Daten
daraufhin, dass die sporadische Form der Parkinsonkrankheit auf ein Zusammenspiel von genetischer

Pradisposition, Alterserscheinungen und Umweltfaktoren zurtickzufiihren ist (Olanow, 2007).

Die Ursache fiir den Untergang dopaminerger Neurone im Rahmen des Morbus Parkinson ist noch
nicht abschlieRend geklart. Es wird postuliert, dass aufgrund der Interaktion zwischen a-Synuclein und

endogenem Dopamin neurotoxische Effekte resultieren (Mor et al. 2019).

a-Synuclein ist ein kleines, l6sliches Protein, was physiologischerweise in den Synapsen von
Nervenzellen vorkommt, wo es an der Ausschittung von Dopamin beteiligt ist (George 2002;
Abeliovich et al. 2000). Des Weiteren ist a-Synuclein auch der Hauptbestandteil der Lewy-Kérperchen,
die beim Morbus Parkinson, der Lewy-Korperchen-Demenz und anderen neurodegenerativen
Erkrankungen auftreten. Der Mechanismus, der zur Bildung von Lewy-Koérperchen und zur Aggregation
von a-Synuclein fuhrt, ist noch nicht abschlieRend geklart (Kumar et al. 2017). Allerdings konnte gezeigt
werden, dass das a-Synuclein fiir das neuroinflammatorische Geschehen verantwortlich ist, indem es
Mikroglia aktiviert und es zur Uberschielenden Ausschittung proinflammatorischer Mediatoren

kommt (Teismann et al. 2003, Wilms et al. 2009).

Die Multiple Sklerose (MS), die auch als Enzephalomyelitis disseminata bezeichnet wird, ist eine
chronisch-entziindliche Entmarkungserkrankung des ZNS mit einem mittleren Erkrankungsbeginn um
das 30. Lebensjahr. Die Préavalenz liegt in Nordamerika und Europa bei > 100/100 000 Einwohnern
(Leray et al. 2016).

Die klinischen Symptome der MS umfassen ein weites Spektrum und sind sehr heterogen. Als haufige
Primarsymptome findet man Paresen, Stérungen der Hirnnerven, Sensibilitatsstorungen und

Kleinhirnsymptome wie Ataxie und Tremor (Goldenberg 2012).

Wichtige histopathologische Kennzeichen der MS sind lokal begrenzte Entmarkungsherde (Plaques)

sowie gliose Vernarbungen (Sklerose) in der weiRen Hirnsubstanz (Lassmann et al. 2007).

Aktivierte T-Zellen nehmen eine zentrale Stellung in der Pathogenese von MS ein. Diese wandern tber
die Blut-Hirn-Schranke aus der Peripherie ins ZNS ein, wo es dann zu einem komplexen Zusammenspiel
zwischen T- und B-Zellen sowie Makrophagen und Dendritischen Zellen mit den ZNS-stindigen
Oligodendrozyten, Mikrogliazellen und Astrozyten kommt. Als Folge kommt es dann zur Zerstérung

des Myelins und zu axonalen Schaden der Neurone (Meinl et al. 2006).



1.2 Mikroglia
Mikroglia wurden 1919 erstmalig von Rio-Hortega beschrieben als eine Zellpopulation, die sich von

den klassischen Gliazellen und Neuronen unterscheidet (Rezaie und Male, 2002).

Mikrogliazellen gehéren zum mononukledren phagozytotischen System im ZNS und machen etwa 10
— 15 % der gesamten Zellpopulation im Parenchym aus. Mikrogliazellen teilen viele Eigenschaften mit
Makrophagen, so dass Mikrogliazellen als Teil des angeborenen Immunsystems vor allem an der
frihen Erkennung und Abwehr gegen eindringende Mikroorganismen beteiligt sind noch bevor

Lymphozyten aus der Peripherie einwandern kénnen.

Die Herkunft der Mikrogliazellen wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. Neue Daten weisen darauf
hin, dass Mikrogliazellen von mesenchymalen Zellen abstammen und wahrend der fetalen Periode und
den frihen postnatalen Tagen in das ZNS einwandern (Chan et al. 2007). Diese Zellen stammen von
monozytaren Vorldufern ab, die aus dem Blut in das ZNS wandern (Ling et al. 1980). Am Ende der

Entwicklung besiedeln Mikrogliazellen alle Regionen des ZNS inklusive der Retina.

Basierend auf funktionalen und morphologischen Charakteristika im gesunden und pathologischen
ZNS werden Mikrogliazellen in verschiedene Aktivierungsstadien untergliedert. Im gesunden ZNS und
unter physiologischen Bedingungen weisen Mikrogliazellen eine ramifizierte Morphologie auf und
dienen der Uberwachung des ZNS sowie der Abwehr. Diese ramifizierte Morphologie wird mit einem
,ruhenden” Funktionszustand der Mikrogliazellen assoziiert. Diese Zellen weisen beispielsweise keine
phagozytotische Aktivitat auf. Jedoch werden Mikrogliazellen durch pathologische Veranderungen des
Mikromilieus, wie es beispielsweise bei Infektion, Trauma, Ischdmie oder neurodegenerativen
Prozessen der Fall ist, aktiviert. Die Aktivierung induziert Veranderungen in der Zellform, der
Genexpression und im funktionellen Verhalten (Kreutzberg, 1996; Streit 2002). Ortsstdndige
Mikrogliazellen nehmen ein kompaktes amoéboides Erscheinungsbild an, werden beweglich und
wandern entlang chemotaktischer Konzentrationsgradiente zum Ort der Lasion. Des Weiteren kommt
es zu Veranderungen in der Expression von Oberflachenrezeptoren, die sowohl fiir die Zell-Zell- sowie
der Zell-Matrix-Interaktion eine grol3e Rolle spielen und zur Freisetzung proinflammmatorischer und

immunregulatorischer Molekiile.

Aktivierte Mikrogliazellen werden weiter, wie periphere Makrophagen auch, in den inflammatorischen
M1- und den alternativ aktivierten M2-Phanotyp klassifiziert. M1 Mikrogliazellen sind assoziiert mit
der Produktion und der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-q, IL-6, IL-23, IL-1,
IL-12, NO und Chemokinen (Loane und Byrnes, 2010). Im Gegensatz dazu exprimieren Mikrogliazellen
mit dem immunsuppressivem Phanotyp M2 antiinflammatorische Molekiile wie IL-10, IL-4, IL-13 oder

TGF-B und zeigen eine gesteigerte Phagozytoseaktivitdit und Gewebereparatur (Gray et al. 2020).



Weiterhin wird angenommen, dass M1 Mikroglia vornehmlich am Ort der Verletzung anzufinden sind,
wahrend Mikrogliazellen vom M2-Phanotyp erst spater dazukommen und an den Reparaturprozessen
beteiligt sind. Um Zelltrimmer und geschadigte Zellen zu beseitigen, weisen Mikrogliazellen vom M2
Phanotyp eine erhdohte phagozytotische Aktivitdt auf. Diese Einteilung in den M1- und den M2-
Phanotyp ist ein stark vereinfachtes Modell, da Mikrogliazellen sowohl Gene des M1- als auch des M2-

Phanotyps gleichzeitig exprimieren kdnnen (Tang und Le, 2016).

M1 Microglia M2 Microglia
IL-1B
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Abb. 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Aktivierungsformen von Mikrogliazellen.

(Quelle: Gray et al. 2020)

Obwohl Mikrogliazellen primar neuroprotektive Eigenschaften besitzen und die mikrogliale Aktivitat
selbstlimitierend ist, konnen diese, im Falle einer chronischen Aktivierung, zur Schadigung von
neuronalen Zellen beitragen. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass im Rahmen
neurodegenerativer Erkrankungen das Gleichgewicht auf den klassisch aktivierten M1-Mikrogliazellen

liegt mit der Folge der liberwiegenden Bildung neurotoxischer Substanzen (Le und Tang, 2016).



1.2.1 Aktivierung von Mikrogliazellen durch LPS

Die Aktivierung von Mikroglia durch den bakteriellen Zellwandbestandteil Lipopolysaccharid (LPS)
wurde in der Literatur erstmals 1988 beschrieben (Hetier et al. 1988). Wie alle myeloiden Zellen, so
antworten Mikrogliazellen auf die Aktivierung durch LPS mit der Freisetzung von Zytokinen,

Chemokinen, NO und Proteasen sowie mit Proliferation, Migration und Phagozytose.

Zur Erkennung von Pathogenen exprimieren Mikrogliazellen Toll-like Rezeptoren (TLR), die die
Expression der inflammatorischen Antwort regulieren. LPS wird vom TLR4 erkannt und ist

verantwortlich fiir neuronale Schaden bei chronischer Stimulation (Lehnardt et al. 2003).

1.2.2 Eigenschaften aktivierter Mikrogliazellen

Migration (Chemokine)

Eine sehr friihe Antwort von Mikrogliazellen auf einen aktivierenden Stimulus ist die Migration an den
Ort der Verletzung oder der Entziindung. Verletzungen oder Entziindungsreaktion im ZNS fiihren zur
Freisetzung von einer Vielzahl an chemotaktisch aktiven Faktoren, die grofStenteils zur Familie der

Chemokine zédhlen (Bachelerie et al. 2014).

Chemokine bilden eine wachsende Familie kleiner basischer Proteine (6-14 kDa), die unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen eine wichtige Rolle bei der Zellmigration spielen.
Seit der ersten Beschreibung im Jahre 1987 von IL-8 als Neutrophilenattraktans nimmt die Liste der
Chemokine kontinuierlich zu, so dass mittlerweile mehr als 50 Chemokine in der Literatur beschrieben

sind (Sokol und Luster, 2015).

Chemokine besitzen spezifische Cysteinreste in ihrer Aminosduresequenz. Anhand der Lokalisation von
vier konservierten Cysteinresten in der aminoterminalen Region werden die Chemokine strukturell in
vier Klassen unterteilt: in a CXC, B CC, y Cund 6 CX3C (Premack und Schall, 1996; Baggiolini et al. 1997
Bazan et al. 1997). Hierbei gibt das C die Anzahl der Cysteinreste an und X die Anzahl der Aminosauren,

die zwischen den ersten Cysteinresten liegen (Zlotnik und Yoshie, 2000).

Eine andere Einteilung erfolgt anhand der physiologischen Eigenschaften der Chemokine. Demnach
unterscheidet man zwischen inflammatorischen (induzierbaren) und homeostatischen
(konstitutiven) Chemokinen. Chemokine, die sowohl inflammatorische als auch homeostatische
Eigenschaften aufweisen, werden als Chemokine mit , dualer Funktion bezeichnet (Moser und

Willimann, 2004).



Urspringlich wurde angenommen, dass Chemokine nur eine Rolle bei der Migration und Reifung sowie
der Rekrutierung von Immunzellen spielen. Neuere Daten weisen darauf hin, dass Chemokine eine
Fllle an Funktionen aufweisen. So sind diese beispielsweise beteiligt an der Kontrolle der Zelladhasion,
der Regulation von Apoptose und Phagozytose als auch in mehreren Signalkaskaden involviert (Lopez-

Cotarelo et al. 2017).

Die Wirkung der Chemokine wird durch heptahelikale G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt, die
aufgrund ihrer Chemokinbindungseigenschaft in vier Gruppen unterteilt werden: CXC-, CC-, CX3C- und

C-Rezeptoren.

Chemokine sind in ihrer Wirkung redundant. Das bedeutet, dass ein Chemokin an mehrere
Chemokinrezeptoren binden kann und mehrere Chemokine kénnen denselben Chemokinrezeptor
aktivieren. Beispielsweise binden die Chemokine CCL2, CCL7, CCL12 und CCL13 an den
Chemokinrezeptor CCR2 und umgekehrt bindet das Chemokin CCL2 noch an die Rezeptoren CCR1 und
CCR3 (Mantovani, 1999).

Chemokine kdnnen entweder konstitutiv oder induziert exprimiert werden. Konstitutiv exprimierte
Chemokine sind Uberwiegend an der Entwicklung und Differenzierung des Gehirns sowie an der

Migration und Proliferation von Neuronen und Gliazellen beteiligt.

Induzierbare Chemokine werden als Antwort auf entziindliche oder pathologische Prozesse gebildet

und bewirken dadurch die Migration von Zellen an den Ort des Geschehens

Neuere Daten deuten immer mehr darauf hin, dass Chemokine, die bei Entzlindungsprozessen
ausgeschiittet werden, mit neurodegenerativen Prozessen assoziiert sind. Bei fast allen
neurodegenerativen Erkrankungen wurde neben der Aktivierung von Gliazellen auch eine
Verschiebung der Chemokinexpression beschrieben. In den letzten Jahren hat sich zunehmend
herauskristallisiert, dass Chemokine eine wichtige Rolle in der Pathogenese von neurodegenerativen
Erkrankungen, wie beispielsweise AD oder MS, spielen und sie Einfluss auf die Aktivierung von

Mikrogliazellen nehmen (Gebicke-Haerter et al. 2001, Trebst et al. 2008).



Tabelle 1: Chemokine von Mikrogliazellen

Chemokin Name Rezeptor Referenz
CCL2 MCP-1 CCR2 Galasso et al. 2000; Simpson et al. 2000
CCL3 MIP-1a CCR1/5 Simpson et al. 2000; Power und Proudfoot 2001
ccL4 MIP-18 CCR1/5/8 Simpson et al. 2000; Power und Proudfoot 2001
CCL5 RANTES CCR1/3/5 Albright et al. 1999
CCL19 MIP-3f3 CCR7 Columba-Cabezas et al. 2003
CCL22 MDC CCR4 Columba-Cabezas et al. 2002
CXCL1 GROa/KC CXCR2 Janabi et al. 1999
CXCL8 IL-8 CXCR1/2 Flynn et al. 2003
CXCL10 IP-10 CXCR3 Flynn et al. 2003
CX3CL1 Fractalkine  CXsCR1 Bacon und Harrison 2000
Phagozytose

Mikrogliazellen sind die dominanten Phagozyten im ZNS, indem sie Mikroben umschlieen und
Proteinfragmente auf ihrer Oberflaiche den patroullierenden T-Zellen prasentieren. Mikrogliazellen
phagozytieren dariiber hinaus auch pathologische Ablagerungen wie die AB-Plaques bei AD. Neben der
Entfernung von Mikroben und pathologischen Proteinablagerungen spielt die Phagozytoseeigenschaft

der Mikrogliazellen eine grol3e Rolle bei der Beseitigung von Zelltrimmern und apoptotischen Zellen.

Wie Mikrogliazellen zu phagozytierende Zellelemente erkennen, ist noch nicht abschlieBend geklart.
Die Interaktion von Phosphatidylserin auf apoptotischen Zellen mit den Mikrogliarezeptoren
Vitronectin und CD36 ist ein Weg, um Phagozytose zu induzieren (Witting et al. 2000; Stolzing und
Grune; 2004). Ein anderer Mechanismus fiir die Induktion von Phagozytose ist die Aktivierung des
Rezeptors TREM-2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 2). Die Aktivierung von TREM-2
induziert Phagozytose bei gleichzeitiger Hemmung der Zytokinfreisetzung. Genetische Studien haben
gezeigt, dass bestimmte TREM-2 Varianten mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind. So
sind bestimmte TREM-2-Mutationen mit einem erhdhten Risiko verbunden an AD zu erkranken (Zheng

et al. 2018).



Zytokinsekretion

Eine weitere Gruppe wichtiger Signalmolekiile bildet die Klasse der Zytokine. Zytokine sind kleine
Peptide, die im ZNS hauptsachlich von aktivierten Mikrogliazellen sekretiert werden und vor allem eine

regulatorische Funktion bei Entziindungsprozessen haben.

Mehrere Faktoren sind in der Lage, die Expression von Zytokinen in Mikrogliazellen zu induzieren. Zu
den exogenen Faktoren zdhlen virale Hillproteine, bakterielle Zellwandbestandteile wie LPS und LTA
(Lipoteichonsdure), bakterielle DNA und extrazelluldre Proteinaggregate wie das AB-Peptid bei AD oder
das Prionprotein. Auch endogene Faktoren wie PAF (platelet-activating factor) Lipide, Serumproteine,
Komplementfaktoren, ATP oder erhéhte Kaliumkonzentrationen kénnen Mikrogliazellen aktivieren

und so die Sekretion von Zytokinen induzieren (Colonna und Butovsky, 2017).

Tabelle 2: Zytokine von Mikrogliazellen

Zytokin Zytokinrezeptor Referenz

IL-1a/b IL-1R Pinteaux et al. 2002

IL-3 IL-3R Appel et al. 1995

IL-4 IL-4R Park et al. 2005

IL-5 IL-5R Lee et al. 2002

IL-6 IL-6R Lee et al. 2002

IL-8 IL-8R Lee et al. 2002

IL-10 IL-10R Lee et al. 2002

IL-12 IL-12R Lee et al. 2002

IL-13 IL-13R Lee et al. 2002

IL-15 IL-15R Lee et al. 2002

IL-16 Liebrich et al. 2007
IL-17 Kawanokuchi et al. 2008
IL-18 IL-18R Andre et al. 2003

IL-23 IL-23R Sonobe et al. 2008

IL-27 Sonobe et al. 2005
TNF-a TNFR Kuno et al. 2005

TGF-B TGFR De Groot et al. 1999
IFN-y IFN-yR Kawanokuchi et al. 2006

IL-1 und IL-6 sind zwei proinflammatorische Zytokine, die von Mikrogliazellen sekretiert werden und

eine wichtige Rolle wahrend der Initiation der Neuroinflammation spielen. IL-1 und IL-6 induzieren die
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Expression von Adhasionsmolekiilen und Chemokinen, die fir die Einwanderung der Leukozyten

essentiell sind (Saud et al. 2005).

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin mit pro- und antiinflammatorischen Eigenschaften und ist weitesgehend

fur die zellvermittelte humorale Immunreaktion verantwortlich.

Auf der anderen Seite sekretieren Mikrogliazellen auch antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und
TGF-B, die die Expression von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und ROS

herunterregulieren.

1.2.3 Mikrogliazellen und neurodegenerative Erkrankungen

Alzheimer Erkrankung (AD)

Die Alzheimer Erkrankung (Alzheimer’s disease AD) ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung,
die zur Demenz fiihrt. Der Verlust der Nervenzellen beginnt im temporalen sowie parietalen Teil des
zerebralen Cortex und breitet sich mit fortschreitender Erkrankung Richtung Hippocampus und
Amygdala aus (Braak und Braak 1994). Als Folge der Degeneration kommt es zur Einschrankung der

Sprachfahigkeit, zu Gedachtnisverlust und schlieBlich zu Wahnvorstellungen.

Die Diagnose AD geht mit drei histopathologischen Befunden einher: 1. neurotische Plaques aus B-
Amyloidaggregaten, 2. neurofibrillidgre Biindel bestehend aus dem hyperphosphorylierten Mikrotubuli-

assoziiertem Protein Tau und 3. Neuroinflammation induziert durch (Mikro-)gliose

Zum Verstandnis der Alzheimerpathologie entwickelten Hardy und Selkoe die ,Amyloid-Hypothese”.
Laut dieser Hypothese stellt die gestorte Prozessierung des Amyloid-Precursor Proteins (APP) den
zentralen Pathomechanismus dar. Aufgrund der gestérten Prozessierung kommt es zur Bildung von
Amyloid-B Fragmenten, die sich zu extrazelluliren Amyloidplaques formieren. Die Bildung der
neurofibrillidren Bilindel erfolgt Gber eine weitere Kaskade und ist Inhalt der Taupathologie. Die
neurofibrillidren Blindel bestehen lUberwiegend aus dem hyperphosphorylierten Zytoskelettprotein
Tau, welches helikal gewundene Fragmente in den Nervenzellen bildet. Normalerweise ist das
Tauprotein ein Zytoskelett-assoziiertes Protein, das an der Erhaltung der Zellstruktur und den
intrazellularen Transportvorgangen beteiligt ist. Bei AD kommt es zu einer Hyperphosphorylierung des
Tauproteins und somit zu einer Abschwachung der Interaktion zwischen dem Tauprotein und dem
Zytoskelett, so dass das hyperphosphorylierte Tauprotein abdissoziiert und neurofibrilliare Bindel

entstehen.



Des Weiteren beschrieb McGeer et al. (1987), dass vermehrt aktivierte Mikrogliazellen in den ApB-
Plaques in postmortem Gehirnen von AD Patienten zu finden sind. Urspriinglich wurde die
Ansammlung der Mikrogliazellen in den AB-Plaques als passive Antwort auf den Zelltod der Neurone
angesehen. Es konnte gezeigt werden, dass die Antwort der Mikrogliazellen auf die AB-Plaques
entscheidend fiir das Uberleben der Neurone ist (Combs et al. 2000). AD war die erste
neurodegenerative Erkrankung an der gezeigt werden konnte, dass Neurotoxizitat mit der Aktivierung
von Mikrogliazellen assoziiert ist, so dass mittlerweile das Bild von der passiven Rolle der
Mikrogliazellen revidiert wurde und diese nun als aktive Mediatoren von Neurodegeneration
akzeptiert sind. Die AB-Plaques rekrutieren und aktivieren Mikrogliazellen, so dass diese neurotoxische

Molekiile sekretieren wie bspw. NO, TNF-a. und Superoxide (Minter et al. 2016).

Parkinsonerkrankung (PD)

Parkinson ist charakterisiert durch den Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra und
der projizierenden Bahnen im Striatum (Olanow und Tatton 1999). In der Substantia nigra von PD
Patienten wurden erhéhte Konzentrationen von IFN-y, TNF-a und IL-1 gefunden. Eine Quelle dieser
proinflammatorischer Zytokine stellen aktivierte Mikrogliazellen dar. Die Aktivierung von
Mikrogliazellen ist eines der friihen Ereignisse im Pathomechanismus von PD und es wurde gezeigt,
dass Mikrogliazellen dopaminerge Neurone in der SN phagozytieren. Die Aktivierung von
Mikrogliazellen in PD erfolgt hauptsachlich durch drei Faktoren, die von geschadigten Neuronen
freigesetzt werden: MMP-3, a-Synuclein und Neuromelanin. MMP-3 induziert die Bildung von
Superoxiden und TNFa (Kim und Joh 2006), wohingegen a-Synuclein die Bildung von ROS sowie
neuroregulatorischen Proteinen induziert. Neuromelanin hat chemotaktische Funktion und verstarkt

die Sekretion von TNF-a, IL-6, und NO in Mikrogliazellen (Wilms et al. 2007).

Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist haufigste Entzindungs-vermittelte demyelisierende Erkrankung. MS ist eine
Erkrankung, die sich meist in der 2. — 3. Lebensdekade manifestiert. Bei 10% der Patienten kommt es
im Verlauf der Erkrankung zur Verschlimmerung der Symptome unterbrochen von Perioden der
Remission. Die ersten klinischen Symptome beginnen mit Schwindel, Midigkeit, Optikusneuritis und
Schwache in den unteren Extremitdten bis hin zu Ataxie, Paraparese und Spasmen. Die mit MS
assoziierte Neurodegeneration aulert sich als Lasion in der weiRen Substanz des ZNS. Dabei kommt

es zur Schadigung der Myelinscheiden durch autoreaktive T-Zellen. Die Ursache von MS ist immer noch
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nicht abschlieBend geklart, allerdings gibt es eine klare Entziindungskomponente. Eine erhohte
Mikrogliaaktivitat konnte bei MS Patienten um Lasionen nachgewiesen werden (Banati et al. 2000).
Die aktivierten Mikrogliazellen weisen eine erhéhte Expression von COX-2 sowie von iNOS auf (Rose et
al. 2004). Heutzutage nimmt man an, dass Mikrogliazellen sowohl an der Initiation als auch an dem

Fortschreiten von MS eine wichtige Rolle spielen.

1.2.4 Mikroglia als therapeutisches Ziel

Die durch Mikrogliazellen vermittelte Neuroinflammation und die damit verbundene neuronale
Dysfunktion spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von neurodegenerativen
Erkrankungen, so dass die Hemmung der UberschieBenden proinflammatorischen Antwort durch
Mikroglia einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen
bietet. Beispielsweise konnte in Tiermodellen fiir PD gezeigt werden, dass anti-inflammatorische
Reagenzien die Degeneration von nigrostrialen dopmaninergen Neurone reduzieren kénnen. Des
Weiteren wurde in einer klinischen Studie beobachtet, dass die Inzidenz der idiopathischer PD bei
Patienten, die nicht-steroidale anti-inflammatorische Medikamente erhielten, um fast 50% geringer
war als in der Kontrollgruppe (Lu et al. 2010). Diese Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass
Substanzen mit einem anti-inflammatorischen Effekt vielversprechende Kandidaten in der Therapie

von neurodegenerativen Erkrankungen sind.

1.3 Triptolid als potentielles Medikament fiir die Behandlung von
neurodegenerativen Erkrankungen

Es wird momentan angenommen, dass eine dysregulierte Antwort des Neuroimmunsystems
hauptverantwortlich fiir das Fortschreiten von neurodegenerativen Erkrankungen ist. Basierend auf
diesem Konzept wird nach Wirkstoffen gesucht, die die liberschieBende Antwort und die damit
assoziierte Produktion von neurotoxischen Molekiilen wie proinflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen supprimieren, wohingegen die die nitzliche Aktivierung von Mikrogliazellen erhalten

bleibt.

Triptolid ist ein Extrakt aus der chinesischen Kletterpflanze Wilfords Dreifligelfrucht (Tripterygium
wilfordii). Das Extrakt, bestehend aus mehr als 300 Inhaltsstoffen, verwenden chinesische Heilkundige
traditionell fiir die Therapie von Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Arthritis und bei Fieber.
Triptolid wurde aus dem Extrakt als bioaktive Substanz 1972 isoliert und ist hauptverantwortlich fir

die glucocorticoidahnliche, immunsuppressive und entziindungshemmende Wirkung des Extrakts.
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Triptolid, auch PG490 genannt, ist ein Diterpen mit drei Epoxidgruppen und ist aufgrund seiner
geringen molekularen GrofRe und lipophilen Eigenschaften gut ZNS-gangig, was es zu einer potentiellen

neuroprotektiven Substanz macht.

Triptolide

Abb. 2: Chemische Struktur von Triptolid (Wang et al. 2016).

Mehrere Studien konnten zeigen, dass Triptolid immunsuppressive Wirkungen hat, indem es die
Proliferation von T-Lymphozyten und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie
beispielsweise TNF-a,, IL-1, IL-2, IL-6 und IL-8 reduziert (Lu et al. 2010). Weiterhin wurde gezeigt, dass
Triptolid einen dhnlichen Effekt auf die Freisetzung von Zytokinen, wie TNFa und IL-1, durch LPS-
stimulierte Mikrogliazellen hat. Neben der Reduktion der Zytokinfreisetzung wurde gezeigt, dass
Triptolid ebenfalls die Expression der proinflammatorischen Enzyme iNOS und COX-2 inhibiert (Zhou

et al. 2003).

Der Wirkungsmechanismus von Triptolid wurde bisher noch nicht hinreichend untersucht. In der
Literatur sind mehrere mogliche Mechanismen beschrieben. Triptolide kénnen die Bindung der
Transkriptionsfaktoren NFAT und NFkB reduzieren (Yinjun et al. 2005), kovalent an ein unspezifisches
nukledres 90 kDa Protein binden (McCallum et al. 2007) oder direkt den Ca*-Influx durch die Bindung

an den Polycystin-2-like Ca?*-Kanal modulieren (Leuenroth et al. 2007).

1.3.1 Pharmakokinetik und Nebenwirkungen von Triptolid

Tritpolide werden bei oraler Applikation hauptsachlich im Intestinum absorbiert und relativ langsam
(to,s = 59,5 Stunden) renal eliminiert. Da Triptolide einer nichtlinearen Pharmakokinetik gehorchen,

kann es bei Applikation von zu hohen Dosen zu einer kumulativen Intoxikation kommen.

Flr Tritpolide wurden mehrere dosisabhangige Nebenwirkungen beschrieben. Tritpolide kénnen

toxisch auf die Leber (Entwicklung einer Fettleber), auf den gastrointestinalen Trakt (Anorexie, Nausea
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und Diarrhd), auf die Nieren (Niereninsuffizienz) und auf das kardiale System (Myokardschadden)
wirken. Des Weiteren kommt es bei einer Langzeitanwendung von Triptoliden zu einer reversiblen

Infertilitat bei Mannern und Amenorrho bei Frauen (Shu et al. 1987).

1.4 Fragestellung

Aufgrund der immunsuppressiven Eigenschaften sowie der guten ZNS-Gangigkeit soll in dieser Arbeit
Uberprift werden, ob die Substanz Triptolid die durch LPS-induzierte inflammatorische Antwort in

einem Modellsystem vermindern und dadurch die neuronale Schadigung verringern kann.

Es soll die Wirkung von Triptolid auf die inflammatorische Antwort in einem in vitro Modell mit

kultivierten und LPS-aktivierten Ratten-Mikrogliazellen untersucht werden.

Da nicht nur proinflammatorische Zytokine eine Rolle im Pathomechanismus neurodegenerativer
Erkrankungen spielen, sondern auch das Chemokinsystem und deren verandertes Chemokin- und
Chemokinrezeptormuster einen Einfluss auf neuroinflammtorische Geschehen hat, soll ebenfalls in
diesem Modell der Einfluss von Triptolid auf ausgewdhlte Chemokine und die Chemokinrezeptoren

CCR5 und CXCR4 untersucht werden.

Da auch eine verdnderte Phagozytosekativitdt von Mikrogliazellen im Rahmen neurodegenerativer
Erkrankungen spielt, soll der Einfluss von Triptolid auf die Genexpression von Phagozytoserezeptoren

und auf die Phagozytoseaktivitdt von Mikrogliazellen hin untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Definitionen

Dalton

Dalton

Enzymaktivitat

Allgemeine Definition

Kilobasen

Definition

Mol

Molmasse M

Definition

2.1.2 Gerate

Durchflusszytometer

ELISA-Reader

Heizblock

Kochplatte

Kihlzentrifuge

Lichtmikroskop
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Ein Dalton (Da) entspricht der Masse eines Wasserstoffatoms.

1Da=1,66018 x 10 g

Eine Enzymeinheit (1U) ist die Enzymmenge, die

1 umol Substrat pro Minute bei Raumtemperatur umsetzt.

1 kb = 1000 Basenpaare

Definition Stoffmenge, die aus so vielen Teilchen besteht

wie Atome in 12 g >C enthalten sind.

Die Teilchenzahl pro Mol betrigt: 6,221415 x 102 mol™.

Masse von einem Mol eines Stoffes [g/mol].

FACScalibur; Becton Dickinson
Spectramax 340; Molecular Devices
Thermomixer 5436; Eppendorf

IKA Labortechnik

Megafuge 1R; Heraeus

Leica DMIL



Mikrowelle

Multipipette

pH-Meter

Pipettierhilfe

Prazisionswaage

Potter

Quarzkivette

Rotator

Schittelinkubator

Sequenzierer

Sonifizierer

Standzentrifuge

Spannungsquelle

Sterilbank

Thermocycler

Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge

UV/VIS-Spektrometer

UV-Transilluminator

Vortexer

Wasserbad

Zellkulturinkubator

Zellzentrifuge

Neubauer-Zahlkammer

Bosch

Micronic Systems (25 —200 pl)

Calimatic Knick GmbH

Pipetboy; Integra Biosciences

BC210S; Sartorius GmbH

Sartorius GmbH

Quarzkiivette SUPRASIL (Schichtdicke 1 cm);Hellma

Bachofer

Multitron HAT; INFORS AG Bottmingen

ABI PRISM 310 Genetic Analyser; Applied Biosystems

Branson Sonifier 250; Heinemann

Megafuge; Heraeus

Power Supply EPS 2000; Pharmacia Biotech

3F150-11 GS, Tecnoflow; Integra Biosciences

PCR-Sprint: Hybaid Ltd. Grobritannien

Centrifuge 5415 R; Eppendorf

Sorvall RC 5C Plus

Ultrospec 3000; Amersham-Pharmacia Europe GmbH

AGS Angewandte Gentechnologie Systeme GmbH

Minishaker MS1; IKA-Works, Inc.

GFL

Water-Jacketed Incubator 3250; Labotect

Labofuge 400; Heraeus Instruments

Neubauer
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2.1.3 Chemikalien

Standardlaborchemikalien wurden von den Firmen Gibco (Detroit, USA), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Serotech (Berlin) und Sigma-Aldrich (Minchen) meist in hochster
Qualitatsstufe bezogen. Chemikalien und Reagenzien weiterer Hersteller sind gesondert bei den

entsprechenden Methoden vermerkt.

2.1.4 Verbrauchsmaterial
Sterile Einwegmaterialien fir die Zellkultur und allgemeine Plastikwaren wurden von den Firmen
Amersham, Eppendorf, Falcon, Greiner, Nunc und Sarstedt bezogen, falls nicht anders an

entsprechenden Stellen gesondert vermerkt wurde.

2.1.5 Versuchstiere

Fiir die Gewinnung primarer Zellkulturen wurden Albinolaborratten des Inzuchtstammes Wistar aus
hauseigener Zucht verwendet. Diese wurden unter Standardbedingungen im Tierstall der Universitat
Kiel gehalten: Raumtemperatur, 12 stiindiger Hell-/Dunkelrhythmus, Rattenzuchtfutter, Wasser ad
libitum. Eine Tierversuchsgenehmigung des Ministeriums fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt

und landliche Raume des Landes Schleswig-Holstein lag vor (V312-7224.121-13).

2.1.6 Gebrauchsfertige Reagenzien

Medien, Losungen und Zusatze fir die Zellkultur

DMEM Sigma

Dulbecco’s PBS Cambrex BioScience
Fetales Kalberserum (FCS) Gibco
Natriumpyruvat c.c.pro GmbH
Penicillin/Streptomycin Cambrex BioScience

(100U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)
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Medien fir die Zellkultur

DMEM-Kulturmedium DMEM

10%

100
100

Puffer und Losungen

Losungen fir eukaryotische Zellkultur

Trypanblau PBS

0,05%
0,02%

Losungen fir die Durchflusszytometrie

FACS-Puffer PBS

2%

0,01%

(v/v)

mM
u/ml
ug/ml

(w/v)
(w/v)

(v/v)
mM

(w/v)

FCS

Natriumpyruvat
Penicillin

Streptomycin

Trypanblau
Azid

FCS
EDTA
NaN3
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2.1.7 Oligonukleotide fiir die RT-PCR

Die verwendeten Oligonukleotide wurden alle von der Firma eurofins mwg operon bezogen.

Tab. 3: Primer fiir die RT-PCR

Primer Sequenz 5‘ - 3’

iNOS CTA TTC CCA GCC CAA CAACACAGGA
IL-1B AGC CAA CAAGTG GTATTCTCCATG A
IL-6 CGA GCC CAC CAG GAA CGA AAGTC
TNF-a ACCCTCACACTCAGATCATCTTCTC
IL-23 AGG TCT CAA GGA CAA CAG CCA

CcCL2 ATG CAG GTC TCT GTC ACG CT

CcCL3 ATG AAG GTC TCC ACC ACT

CCL5 CGA AGG GAA CCG CCA AGT GTG

CCL7 CCA AGA GGA ATC TCA AGA GTT ACA G
CXCL10 AGT GCT GCT GTCGTT CTCTG

CXCR4 AGT GGC TGA CCT CCT CTT TGT

CCR5 CACCCTGTTTCG CTG TAG GAA TG
FcyR1 TGG ATC ATA CTG GTG CGA GGT A
GAP-DH GTG CTG AGT ATG TCG TGG AGT CT

2.1.8 Lésungen fiir ELISA

coating-Puffer 0,1 M Natriumcarbonat pH 9,5
Verdinnungslosung PBS + 10% FCS

Waschpuffer PBS + 0,05% Tween 20
Stopplésung 0.1 M H,S0,

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Isolierung von RNA aus Zellen

Die Isolierung von RNA aus Zellen ermoéglicht die Analyse der momentanen Zelltatigkeit, da nur RNA
von Genen vorliegt, die gerade transkribiert und fiir die Zellfunktion bendétigt werden. Fir die
Isolierung von mRNA wurden die Mikrogliazellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro 12-Napf-

Mikrotiterplatte ausgesat und entsprechend stimuliert.

Die Isolierung der mRNA erfolgte nach dem single step-Prinzip von Chomzynski und Sacchi (1987) unter

Verwendung von 1 ml des Reagenz TRIzol, welches Guanidiniumthiozyanat und Phenol enthalt. Das
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Guanidiniumthiozyanat lysiert die Zellen und inaktiviert gleichzeitig RNA-abbauende Enzyme, die
RNasen. DNA und Proteine l6sen sich in Phenol. Nach Zugabe von 200 upl Chloroform und
anschlieRender Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Phasentrennung mittels
Zentrifugation fir 15 Minuten bei 12 000 x g und 4°Cin eine obere, RNA-haltige wéassrige Phase, in eine
DNA-haltige Interphase und in eine proteinhaltige untere Phase. Nach Abnahme der oberen Phase
wird die darin enthaltene RNA durch Zugabe von 1 ul Glykogen (70 mg/ml) und 500 pl Isopropanol
durch Inkubation fir 15 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieRender Zentrifugation fir 10
Minuten bei 12 000 x g und 4°C gefallt. Die isolierte RNA wird zweimal durch Zugabe von 500 ul Ethanol
und Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 7 500 x g und 4°C gewaschen und abschliefend in RNase-freies

Wasser aufgenommen und bei -80°C gelagert.

Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgt photometrisch, indem die optische Dichte bei der
Wellenldnge A =260 nm (OD2s0) und A = 280 nm (OD,so)gemessen wird. Das Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren (DNA und RNA) liegt bei A = 260 nm, wohingegen Proteine bei A = 280 nm absorbieren.
Die Reinheit der RNA-Isolierung wird durch den Quotienten aus OD2g und OD;so ermittelt, wobei ein

Quotient von 2 fiir eine reine RNA-Isolierung spricht.

Eine von ODago = 1 entspricht 40 pg/ml RNA, kann man die RNA-Konzentration nach folgender Formel

berechnen:

Konzentration [pg/ml] = ODa2go x 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor.

cDNA-Synthese

Bei der Herstellung von cDNA findet eine reverse Transkription (RT) der mRNA mittels einer RNA-
abhangigen DNA-Polymerase statt. Als Startpunkt der Reaktion dienen sogenannte random hexamer
primers, einer Mischung einzelstrangiger Nukleotidsequenzen mit einer zufalligen Basenabfolge, die

sich komplementar an die entsprechenden mRNA-Sequenzen anlagern.

Vor Beginn der cDNA-Synthese wird die isolierte mRNA einem DNase-Verdau unterzogen. Dazu wurde
1 ug RNA mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 7 pl gebracht und zusammen mit 1 pl 10 x
Reaktionspuffer und 1 pl DNase (10 000 U) fur 15 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
anschlieRend durch Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA und Inkubation fir 15 Minuten bei 65°C abgestoppt.
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Im Anschluss an den DNase-Verdau wurde zu dem Ansatz 1 ul random hexamer primer (200 ng)
gegeben und fiir 5 Minuten bei 70°C inkubiert, um die RNA zu denaturieren und danach auf Eis gekihlt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 4 pl Reaktionspuffer (5-fach), 2 ul dNTPs (10 nM) und 1 ul RNase-
freiem Wasser. Dieser Ansatz wurde fiir 5 Minuten bei 25°Cinkubiert, um den Primern eine Anlagerung
an die mRNA zu ermoglichen. Danach erfolgte die Zugabe der Reversen Transkriptase und eine
Inkubation fiir 10 Minuten bei 25°C und 60 Minuten bei 42°C. Die Inaktivierung der Reversen
Transkriptase erfolgte in einem finalen Schritt, indem die Temperatur fiir 10 Minuten auf 70°C erhoht

wurde.

Quantitative Echtzeit-PCR (real-time PCR)

Die real-time PCR basiert auf dem gleichen Prinzip wie die konventionelle PCR und wurde 1992 das
erste Mal von Higuchi beschrieben. Im Gegensatz zur konventionellen PCR wird die Entstehung der
Amplifikate in Echtzeit gemessen. Dafiir macht man sich zunutze, dass bestimmte Farbstoffe sich in
doppelstrangige DNA interkalieren und nach Anregung mit UV-Licht fluoresziert. Die DNA-Menge kann

somit anhand des emittierten Lichtsignals quantifiziert werden.

Die hier durchgefiihrte real-time PCR basiert auf der Verwendung von SYBR Green, einem
interkalierenden Farbstoff, der nach Anregung bei 470 nm mit einer Wellenlange von 585 nm
Fluoreszenzsignale emittiert, das am Ende der Elongationsphase gemessen wird. Die PCR-Reaktion
erfolgte in einem Endvolumen von 25 pl mit einem Reaktionsmix bestehend aus: 4 pl cDNA (1:5
verdiinnt), 12.5 pl SYBR Green, 1.5 pl sense-Primer (10 uM), 1.5 pl antisense-Primer (10 uM) und 5.5

ul Wasser.

Die Vervielfaltigung und Auswertung erfolgte im ABIPrism-7500 fast real-time-Thermocycler unter
folgenden Amplifikationsbedingungen. Nach einer dreiminitigen Denaturierung der DNA bei 94°C
folgten 45 Zyklen mit einer Denaturierungsphase bei 94°C fiir 20 Sekunden, die Primeranlagerung bei
65°C fiir 30 Sekunden, einer Extensionsphase bei 72°C fiir 30 Sekunden und einer anschlieBenden
Fluoreszenzmessung fir 15 Sekunden. AbschlieBend erfolgte der terminale Schritt bei 72°C fir 5

Minuten.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

Isolierung von Mikrogliazellen
Isolierung und Kultur primarer Mikroglia

Primare Mikrogliazellen wurden am 2. postnatalen Tag aus den Rattengehirnen isoliert. Die Isolierung
der Mikrogliazellen wurde mit leichten Modifikationen nach der Methode von Guliano und Baker

(Guliano und Baker, 1986) durchgefihrt.

Am postnatalen Tag 2 wurden die Gehirne aus der Schadelhdhle entfernt, in sterilem PBS gespiilt und
die GroBhirnhemispheren von Meningen sowie BlutgefdRen befreit. AnschlieRend erfolgte die
enzymatische Dissoziation. Daflir wurden die Gehirne fir 15 min bei 37°C in Dissoziationslésung
inkubiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt und anschliefend erfolgte die mechanische
Dissoziation mittels einer feuerpolierten Pasteurpipette. Danach wurden die Zellen durch ein 20 um

Nylonfilter gegeben und etwa 5 x 10° Zellen in 8 ml Kulturmedium aufgenommen und kultiviert.
Kultivierung von Mikrogliazellen

Mikrogliazellen wurden in Zellkulturflaschen im entsprechenden Medium unter Zusatz von 10%
fetalem Kalberserum (engl.: fetal calf serum, FCS), 1 mM Natriumpyruvat und 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin propagiert. Die Kultivierung erfolgte im Inkubator in einer Wasserdampf-

gesattigten Atmosphare bei 37°C und 7,5% CO,-Sattigung.

Bei den in Suspension auf dem adharenten Astrozytenrasen wachsende Mikrogliazellen wurde, je nach
Zelldichte, alle 2 bis 3 Tage das Medium gewechselt. Hierzu wurden die Mikrogliazellen durch Klopfen
gegen die Kulturflasche angelost und aus der Kulturflasche mit dem Medium in 12 ml-
Zentrifugenrohrchen (iberfiihrt und bei 500 x g fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und entsprechend in die

Kulturflaschen gegeben.

Bestimmung der Lebendzellzahl

Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mikroskopisch in einer Neubauer-Zahlkammer durch
Ausschlussfarbung mit dem Azofarbstoff Trypanblau. Trypanblau kann durch Zellmembranen ins
Innere der Zellen diffundieren. Lebende Zellen transportieren den Farbstoff aktiv aus dem Zellinneren

heraus, wahrend tote Zellen angefarbt werden.
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Ein Teil einer homogenen Zellsuspension wurde mit Trypanblau-Losung und 10 pl dieser Verdiinnung
in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die Anzahl der Zellen in den acht GroRquadraten der
Neubauer-Kammer wurde durch Auszdhlung unter dem Lichtmikroskop ermittelt und daraus der
Mittelwert gebildet. Die relative Zellzahl errechnete sich aus der Multiplikation des Mittelwertes mit
dem Kammer- und dem Verdinnungsfaktor. Der Kammerfaktor betragt 10* bei der Verwendung einer

Zahlkammer mit einer Héhe von 0,1 mm und einer GroRquadratfliche von 1 mm?.

Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellzahl in 8 GroRquadraten x 10* x Verdiinnungsfaktor

Stimulation von Mikrogliazellen

Nachdem die ausgesaten Mikroglia fir 24 Stunden im Inkubator kultiviert wurden, wurden die Zellen
flir die Versuche verwendet. Alle Versuchsansatze, die Triptolid enthielten, wurden mit dieser Substanz
30 Minuten vor der LPS-Stimulation vorinkubiert. Die Stimulation erfolgte im Inkubator bei 37°C und
8,4 % CO,. Es wurden jeweils vier Ansatze untersucht und diese entsprechend der Experimente

entweder fir weitere sechs oder 24 Stunden inkubiert.
1. Kontrolle: unstimulierte Zellen

2. LPS [10 ng/ml]

3. Triptolid [10 nM]

4. Triptolid [10 nM] + LPS [10 ng/ml]

Durchflusszytometrische Untersuchung

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension auf der
Grundlage von Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften dar.

Zur Analyse werden die Zellen in einer Einzelzellsuspension durch einen Flussigkeitsstrom fokussiert
und mit einem Argonlaser, der Licht mit einer Wellenlange von A = 488 nm emittiert, bestrahlt. Durch
die Interaktion der Zelle mit dem einfallenden Lichtstrahl wird die Richtung des anregenden Lichts
verandert. Das in einem geringen Winkel (3 — 10°) zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht wird als
Vorwartsstreulicht (engl.: forward scatter; FSC) bezeichnet. Es gibt Auskunft Gber die GroRe der Zelle.

Licht, das im rechten Winkel (90°) zum einfallenden Lichtstrahl gestreut wird, heiRt Seitwartsstreulicht
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(engl.: side scatter; SSC) und ist abhangig von der Granularitat der Zelle. Mit diesen beiden Parametern
kénnen unterschiedliche Populationen in einer heterogenen Zellsuspension identifiziert werden.

Fir die weitere Charakterisierung der Zellen werden Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, deren
Exzisionsmaximum bei 488 nm liegt und die (iber ein charakteristisches Emissionsspektrum verfiigen.
Haufig werden die Farbstoffe Fluorescin-isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) verwendet, deren
Fluoreszenzstrahlung um 520 nm (FITC) und 575 nm (PE) liegt. Diese Farbstoffe sind an Antikorper
gekoppelt, die entweder direkt an Oberflachenstrukturen auf der Zelle binden oder sekundar an
primdre Antikorper. Mittels Fluoreszenzfarbstoff-markierter Antikorper lasst sich die relative
Expression einer Oberflachenstruktur innerhalb einer Zellpopulation bestimmen.

Die gemessenen Daten von Streulicht und Fluoreszenzstrahlung kdnnen unterschiedlich dargestellt
werde. Die Einparameterdarstellung beschreibt die Verteilung eines Parameters innerhalb einer
Population. In einem Haufigkeitsdiagramm (Histogramm) wird die Anzahl der Zellen gegen das
gemessene Signal aufgetragen. In einem Zweiparameterpunktediagramm (Punktplot) wird die Relation
zweier verschiedener Zelleigenschaften zueinander dargestellt.

Alle Farbe-, Inkubations- und Waschschritte erfolgten in einer 96-Napf-Rundbodenplatte (Costar) bei
4°C. Die zu analysierenden Zellen wurden mit einer Konzentration von 1 — 2 x 10° Zellen pro Ansatz in
eine 96-Napf-Rundbodenplatte Uberfiihrt und zwei Waschschritten unterworfen. Das Waschen
umfasste das Zentrifugieren der Zellen (500 x g, 3 min, 4°C), das Abkippen des Uberstandes und das
Resuspendieren der Zellen in 200 ul FACS-Puffer.

Die Messung erfolgte an einem FACSCalibur Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson, die

Datenauswertung an der dazugehorigen CellQuest Software.

ELISA

ELISA (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay) ist eine immunologische Methode, mit der
spezifisch verschiedene Molekiile nachgewiesen und quantifiziert werden koénnen. Es gibt
verschiedene Varianten der ELISA-Technik. Die hier verwendete Technik entspricht dem sogenannten

sandwich-ELISA.

Dafir wurde der capture-Antikorper in coating-Puffer gegen das nachzuweisende Protein auf dem
Boden der 96-Napf-Mikrotiterplatte UGber Nacht bei 4°C immobilisiert. Nach Abséattigung freier
Bindungsstellen durch Inkubation mit 10% FCS in PBS bei Raumtemperatur wurde die Platte dreimal
mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit den Zellkulturiiberstdnden von stimulierten
Mikrogliazellen fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach erneutem flinfmaligem Waschen wurde der
Detektionsantikérper hinzugegeben und fir 1 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und danach

erneut fiinfmal gewaschen. Im Anschluss wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit HRP-
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konjugiertem Strepatavidin inkubiert. Nichtgebundenes Streptavidin-HRP wurde durch siebenmaliges
Waschen entfernt und TMB Substrat hinzugegeben. Nach 30 minitiger Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Stoppldsung hinzugegeben, und es erfolgte die quantitative

Auswertung am ELISA-reader.

Phagozytose

Die Mikrogliazellen wurden mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen pro Ansatz in einer 6-Napf-
Mikrotiterplatte ausgesat und iber Nacht bei 37°Cim Inkubator kultiviert. Vor Versuchsbeginn wurden
die Zellen dreimal mit serumfreien Medium gewaschen und vor der Stimulation fiir 2 Stunden in 0,5
ml serumfreien Medium inkubiert. Sofort nach der Stimulation wurden 1 x 10° beads pro Ansatz (10
pl/Ansatz) hinzugegeben und fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
dreimal mit eiskaltem FACS-Puffer gewaschen, mit dem Zellschaber abgel6st und bei fiir 5 Minuten bei

500 x g bei 4°C zentrifugiert.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter der Zuhilfenahme des Programms R (Version 3.5.3). Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM (Standardabweichung des Mittelwerts) dargestellt. Es wurden
ANOVA- und ggf. Tukey-Tests durchgefiihrt inklusive Varianzanalyse mittels Levene. Es wurde ein 5%-

Signifikanz-Niveau (a < 0,05) festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von Triptolid auf die Expression proinflammtorischer Mediatoren

Da eine Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen mit chronischen neuroinflammatorischen
Prozessen assoziiert sind und mit der Aktivierung von Mikrogliazellen einhergehen, wurde fiir die
Untersuchung des Einflusses von Triptolid auf das Verhalten von Mikrogliazellen das in vitro LPS-
Modell verwendet. Mikrogliazellen aus Primarkulturen wurden mittels LPS (10 ng/ml) aktiviert und
nachfolgend wurde zunachst die Expression ausgewahlter Aktivierungsmarker sowie Zytokine und

Chemokine mittels RT-PCR zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

Neben Veranderungen in der Zytokin- und Chemokinsekretion sowie der Expression der
Chemokinrezeptoren ist eine veranderte Phagozytoseaktivitdt ein weiteres gemeinsames Merkmal
neurodegenerativer Erkrankungen, so dass wir den Einfluss von Triptolid auf die Expression eines

Phagozytoserezeptors und auf die Phagozytoseaktivitadt hin untersucht haben.

3.1.1 EinfluB von Triptolid auf die INOS mRNA-Expression in Mikrogliazellen
Als Indikator fir die Aktivierung von Mikrogliazellen wird die NO-Produktion herangezogen. Da NO in
aktivierten Mikrogliazellen durch die iNOS gebildet wird, kann indirekt Gber die INOS-mRNA-Expression

auf den Aktivierungszustand der Mikrogliazellen geschlossen werden.

Mittels RT-PCR wurde die iNOS-Expressionsrate nach sechs und nach 24 Stunden ermittelt und in
Relation zu LPS-aktivierten Mikrogliazellen (100%) grafisch dargestellt (Abb. 3). Es konnte gezeigt
werden, dass Triptolid keinen Einflul® auf die mRNA-Expression von iNOS hat und somit nicht zu einer
vermehrten Mikrogliaaktivierung beitragt, jedoch die LPS-induzierte Stimulation signifikant reduzieren

kann.

25



120
6h Hkk % 120

24h *kk *%

100 100
& g
£ 80 =

3 S 30
v [7]
g o

% 60 T g 60 _

$ 2
& 5

g 4 © 40
Z o
=4

20 20

0 0

Kontrolle Triptolid LPS LPS + Triptolid Kontrolle Triptolid LPS LPS + Triptolid

Abb. 3: Triptolid reduziert die mRNA-Expression von iNOS in LPS-aktivierten Mikrogliazellen nach 6
und nach 24 Stunden. Unstimulierte (Kontrolle) und stimulierte (LPS) Mikrogliazellen (6 und 24 Stunden)

wurden lysiert, RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression von iNOS analysiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte in % bezogen auf die LPS-Stimulation (100%) + SEM (n =3); ** p < 0,01, *** p < 0,001.

3.1.2 EinfluB von Triptolid auf die Expression proinflammatorischer Zytokine in

Mikrogliazellen

Der Einflul von Triptolid auf die Expression proinflammatorischer Zytokine in Mikrogliazellen wurde
anhand von IL-1B, IL-6, TNF-a und IL-23 zu zwei verschiedenen Zeitpunkten mittels Real-time PCR
untersucht. Die Ergebnisse aus den Versuchen nach 6-stiindiger Inkubation sind in Abb. 4 dargestellt.
Als Kontrolle dienten jeweils unstimulierte und mit Triptolid behandelte Zellen. Es lief$ sich kein Einfluss
von Triptolid auf die basale Expressionsrate von IL-1B, IL-6, TNF-a oder IL-23 nach sechs Stunden
nachweisen. Durch LPS wurde die Expression der proinflammatorischen Zytokine induziert. Bei
gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit LPS und Triptolid zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Expressionsrate von IL-1B, IL-6 und TNF-a. Die LPS-induzierte Expression von IL-23 konnte nicht durch
die Koinkubation mit Triptolid reduziert werden. Im Gegenteil zeigte sich eine verstarkte IL-23
Expressionsrate in Mikrogliazellen bei simultaner Inkubation der Zellen mit LPS und Triptolid,
wohingegen eine alleinige Inkubation mit Triptolid keine Anderung der Expressionsrate zu

unstimulierten Zellen zeigte.
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Abb. 4: Triptolid reduziert die mRNA-Expression proinflammatorischer Zytokine in LPS-aktivierten
Mikrogliazellen nach sechs Stunden. Unstimulierte (Kontrolle) und stimulierte (LPS) Mikrogliazellen wurden

lysiert, RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression von IL-6, IL-18, TNF-a und IL-23 analysiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte in % bezogen auf die LPS-Stimulation (100%) + SEM (n = 3). *** p < 0,001.

Der Einfluss von Triptolid auf die Expressionsrate der proinflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und
TNF-a wurde auch nach 24 Stunden analysiert. Es zeigte sich, dass Triptolid in LPS-stimulierten

Mikrogliazellen die Expressionsrate von IL-1B, IL-6 und TNF-a nicht reduzieren konnte (Abb. 5).
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Abb. 5: Triptolid hat keinen inhibitorischen Einfluss auf die mRNA-Expression proinflammatorischer
Zytokine in LPS-aktivierten Mikrogliazellen nach 24 Stunden. Unstimulierte (Kontrolle) und stimulierte
(LPS) Mikrogliazellen wurden lysiert, RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression von IL-16, IL-6 und TNF-a
analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte in % bezogen auf die LPS-Stimulation (100%) + SEM (n = 3). **p <
0,01, *** p < 0,001.

Zusammenfassend zeigen diese Versuche, dass durch LPS die mRNA-Expressionsrate der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1B und TNF-a sowie IL-23 signifikant gesteigert wird und dass

Triptolid die LPS-induzierte mRNA-Expression dieser Zytokine, mit Ausnahme von IL-23, in Mikroglia

nach sechs Stunden signifikant reduziert.

3.1.3 EinfluB von Triptolid auf die IL-6 Freisetzung durch Mikrogliazellen

Neben der mRNA-Expression wurde auch die Expression exemplarisch fir das Zytokin IL-6 auf
Proteinebene mittels ELISA untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit
Triptolid die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins durch Mikrogliazellen nach sechs Stunden
signifikant reduziert wurden (Abb. 6). Triptolid reduzierte im Mittel die IL-6-Freisetzung nach LPS-

Stimulation von 32 ng/ml auf 14 ng/ml.
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Abb. 6: Triptolid beeinflusst die Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 nach LPS-
Stimulation in primdren Mikrogliazellen auf Proteinebene (ELISA). Unstimulierte und stimulierte
Mikrogliazellen (sechs Stunden) wurden auf die Sekretion von IL-6 in den Zellkulturiiberstand hin untersucht.

Dargestellt ist der Mittelwert in % der LPS aktivierten Mikrogliazellen + SEM (n = 3). **p < 0,01, *** p < 0,001.

3.2 Triptolid beeinflusst die Expression von Chemokinen in Mikrogliazellen
Neben proinflammtorischen Zytokinen spielen die Chemokine eine weitere wichtige Rolle im
Pathomechanismus der Neuroinflammation. Exemplarisch wurden in dieser Arbeit die Chemokine

CCL2, CCL3, CCL5, CCL7 und CXCL10 untersucht.

Die Stimulation mit LPS flihrte in den Mikrogliazellen zu einer vermehrten Genexpression der
Chemokine CCL2, CCL3, CCL5, CCL7 und CXCL10, wohingegen Triptolid alleine keinen Effekt auf die
Chemokinexpression der hier untersuchten Chemokine hat (Abb. 7). Bei Koinkubation von LPS und
Triptolid wurde die LPS-induzierte Expression der Chemokine in den Mikrogliazellen nach sechs
Stunden signifikant reduziert. Den starksten Effekt hat Triptolid auf die LPS-induzierte CCL2-Expression

in Mikrogliazellen, wo diese von 100% auf 26% reduziert werden konnte.
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Abb. 7: Triptolid reguliert die Expression von Chemokinen nach LPS-Stimulation in primaren
Mikrogliazellen nach sechs Stunden herunter. Unstimulierte und stimulierte Mikrogliazellen (sechs
Stunden) wurden lysiert, RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression ausgewdhlter Chemokine analysiert.

Dargestellt ist der Mittelwert in % der LPS aktivierten Mikrogliazellen + SEM (n = 3). * p< 0,5, **p < 0,01, ***p <
0,001.
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Der Effekt von Triptolid auf die Inhibition der LPS-induzierten Expression der Chemokine wurde auch
nach 24 Stunden untersucht. Es zeigte sich, dass auch nach 24 Stunden die Expression der Chemokine
CCL2, CCL3, CCL5, CCL7 und CXCL10 in den LPS-aktivierten Mikrogliazellen héher war als in den
unstimulierten Kontrollzellen. Triptolid hatte nur einen signifikanten Effekt auf die CXCL10-Expression
von aktivierten Mikrogliazellen. Auch die CCL2- und die CCL3-Expression wurden durch Triptolid

reduziert. Allerdings waren diese Effekte nicht signifikant (Abb. 8).
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Abbildung 8: Triptolid beeinflusst die Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine
nach LPS-Stimulation in primaren Mikrogliazellen. Unstimulierte und stimulierte Mikrogliazellen (24
Stunden) wurden lysiert, RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression ausgewdhlter Chemokine analysiert.
Dargestellt ist der Mittelwert in % der LPS aktivierten Mikrogliazellen + SEM (n = 3). * p < 0,05, *** p < 0,001.

3.3 Triptolid beeinflusst die Expression von Chemokinrezeptoren in
Mikrogliazellen

Neben den Chemokinen wurden auch der EinfluB von Triptolid auf die Expression von zwei
ausgewahlten Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 untersucht. Die Expression des Rezeptors CXCR4
wurde durch die LPS-Behandlung in den Mikroglia nicht signifikant herunterreguliert. Dieser Effekt
wurde durch die Zugabe von Triptolid sowohl nach 6 als auch nach 24 Stunden verstarkt. Durch die
Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS wurde die Expression des Chemokinrezeptors CCR5 tendenziell
und nicht signifikant erhéht. Nach 24 Stunden wurde weniger CCR5 Expression in den Mikroglia nach
Stimulation detektiert als in den Kontrollzellen. In beiden Fallen war die CCR5 Expression auf mRNA-
Ebene in den Mikrogliazellen geringer, wenn diese mit Triptolid inkubiert wurden. Diese Effekte waren

allerdings nicht signifikant (Abb. 9).
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Abb. 9: Triptolid beeinflusst die Expression von Chemokinrezeptoren nach LPS-Stimulation in
primaren Mikrogliazellen. Unstimulierte und stimulierten Mikrogliazellen (sechs Stunden und 24 Stunden)
wurden lysiert, RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression ausgewdhlter Chemokinrezeptoren analysiert.
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3.4 Einfluss von Triptolid auf die Phagozytoseaktivitit von Mikrogliazellen

Die Phagozytoseaktivitdit von Mikrogliazellen wurde mittels PE-markierter Latexkligelchen im
Durchflusszytometer analysiert. Die Mikrogliazellen wurden mit Triptolid vor der LPS-Stimulation
vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Latexkiigelchen dazugegeben und nach 1 Stunde die Aufnahme
der markierten Latexktigelchen durch die Mikrogliazellen durchflusszytometrisch analysiert. Nach LPS-
Stimulation verringert sich die Phagozytoseaktivitdt der Mikrogliazellen. Durch Vorinkubation der
Mikrogliazellen mit Triptolid wurde die durch LPS-induzierte Hemmung der Phagozytose tendenziell

wieder aufgehoben (Abb. 10A).

Des Weiteren wurde die Expression von Rezeptoren, die am Phagozytoseprozess beteiligt sind,
untersucht. Unstimulierte und mit Triptolid vorinkubierte Mikrogliazellen exprimieren konstitutiv den
Fcy-Rezeptor 1 und die Expression wird sechs Stunden nach LPS-Stimulation mit oder ohne
Vorinkubation mit Triptolid stark herunterreguliert. 24 Stunden nach LPS-Stimulation war die
Expression des Fcy-Rezeptors 1 im Gegensatz zu den unstimulierten Zellen stark erhéht. Durch die
Vorinkubation mit Triptolid wurde die Expression des Rezeptors nicht signifikant vermindert (Abb.

10B).
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Abb. 10: Triptolid beeinflusst die Phagozytoseaktivitdt von stimulierten Mikrogliazellen nicht
signifikant. A) Die Phagozytoseaktivitét von Mikrogliazellen wurde im Durchflusszytometer unter Verwendung
von PE-markierten Latexkiigelchen analysiert. Die Graphen repréisentieren den prozentualen Mittelwert der
Bindung bzw. Phagozytose der fluoreszenzmarkierten Latexkiigelchen (n = 3). B) Primdre Mikrogliazellen
wurden 30 Minuten vor LPS-Stimulation (10 ug/ml) mit Triptolid (10nM) vorbehandelt und die Expression des
Fcy-Rezeptors 1 wurde nach 6 und 24 Stunden mittels RT-PCR analysiert (n = 3).
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4. Diskussion
Triptolid ist ein bioaktiver Inhaltsstoff aus der traditionellen chinesischen Kletterpflanze Wilfords
Dreifligelfrucht Tripterygium wilfordii Hook F. Es ist schon seit einiger Zeit fiir seine immunsuppressive,

anti-inflammatorische und anti-proliferative Wirkung bekannt (Brinker et al. 2007; Shui G et al. 2010).

In dieser Arbeit wurde in einem Modellsystem getestet, ob Triptolide als mogliches Therapeutikum fir

inflammatorisch getriggerte Erkrankungen des ZNS in Frage kommen kdnnten.

Die in vitro Stimulation von Ratten-Mikrogliazellen mit dem Inflammagen LPS induziert die Produktion
neurotoxischer Substanzen wie beispielsweise TNF-q, IL-1B, Stickoxid (NO) und Superoxide, was zum
Untergang von neuronalen Zellen fihrt. Aufgrund seiner immunsuppressiven und anti-
inflammatorischen Wirkung wurde in dieser Arbeit getestet, ob Triptolid die inflammatorische Antwort
von Ratten-Mikrogliazellen inhibieren kann und ob Triptolid einen EinfluR auf die Sekretion und
Expression von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Chemokinrezeptoren sowie auf die

Phagozytoseaktivitat hat.

Stickoxid (NO) ist eine neurotoxische Substanz sowie ein Mediator der Neuroinflammation und wird
vermehrt bei neurodegenerativen Erkrankungen gebildet (Zhao, 2019). In post-mortem
Untersuchungen an M. Parkinson-Patienten wurde eine vermehrte iNOS-Expression in Mikrogliazellen
nachgewiesen und dass die Hemmung dieser Synthase das Sterben dopaminerger Neurone reduziert
(Hunot et al. 1996). Auch wurde in Alzheimer-Modellen an Mausen gezeigt, dass eine Hemmung der

Synthase zu einer verminderten Aggregation von AB-Proteinen flihrt (Kummer et al. 2011).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die iNOS-Genexpressionsrate in LPS-aktivierten
Mikrogliazellen induziert wird und diese durch Zugabe von Triptolid signifikant reduziert wird. Diese
Ergebnisse sind konform mit den Untersuchungen von Zhou et al. (2003), in denen auch eine reduzierte

iNOS-Expression nach Zugabe von Triptolid nachgewiesen werden konnte.

Die massive Freisetzung proinflammatorischer Zytokine stellt einen wesentlichen Pathomechanismus
neurodegenerativer Erkrankungen dar (Tang und Le, 2016). Deswegen wurde in dieser Arbeit ebenfalls

der Einfluss von Triptolid auf ausgewahlte proinflammatorische Zytokine untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass Triptolid die LPS-induzierte Expression der Zytokine IL-1p und TNF-a
signifikant reduziert. Diese Ergebnisse stehen ebenfalls im Einklang mit den Ergebnissen von Zhou et

al. (2003).

Ein weiteres wichtiges Zytokin ist das IL-6. IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, das eine Schlisselrolle in der
Regulation der immunologischen Antwort und der Entziindungsreaktionen einnimmt. Es wurde

beschrieben, dass IL-6 sowohl als proinflammatorisches Zytokin wirken kann, indem es durch Induktion
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der Chemokinsynthese und Hochregulation von Adhdsionsmolekiilen Leukozyten aus der Peripherie in
den Liquor rekrutiert als auch unter bestimmten Umstanden anti-inflammatorisch wirkt, indem es die
TNF-a-Expression inhibiert. IL-6 wird auch im ZNS von Patienten mit Multipler Sklerose und Morbus
Alzheimer in erhohten Konzentrationen nachgewiesen (Rothaug et al. 2016). Allerdings liegen auch
gegensatzliche Daten vor, bei denen keine erhéhten IL-6-Konzentrationen im ZNS von Patienten mit
Morbus Alzheimer gefunden worden sind (Marz et al. 1997). IL-6 wird im ZNS sowohl von Astrozyten
als auch Mikrogliazellen und Neuronen gebildet (Mérz et al. 1998, Suzumura et al. 1996). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Triptolid auf die Mikrogliazellen untersucht und es konnte
zum ersten Mal gezeigt werden, dass Triptolid die Expression von IL-6 nicht nur auf mRNA-Ebene
sondern auch auf Proteinebene signifikant reduziert (Abb. 6). Da Astrozyten als Hauptquelle der IL-6
Produktion im ZNS beschrieben wurden, sollte in weiterfiihrenden Arbeiten zusatzlich der Effekt von

Triptolid auf die IL-6-Expression von Astrozyten untersucht werden.

Neben den proinflammatorischen Zytokinen IL-1B, TNF-a und IL-6 gibt es noch ein weiteres Zytokin IL-
23, das von Mikrogliazellen im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen exprimiert wird. So wurde
bei Patienten mit Multipler Sklerose eine erhéhte Expression von IL-23 im ZNS gefunden, die auf
Mikrogliazellen zuriickzufihren ist (Li et al. 2007). Auch wurde fiir den Morbus Alzheimer beschrieben,
dass die genetische Deletion von IL-23 in einem Mausmodell zu einer Reduktion von AB-Plaques fiihrt
(vom Berg et al. 2012). Hier wurde der Einfluss von Triptolid auf die IL-23-Expression in Mikrogliazellen
untersucht. Durch LPS konnte die IL-23-Expression in den Mikrogliazellen induziert, jedoch nicht durch
Triptolid inhibiert oder reduziert werden (Abb. 4). Deswegen wurde auf die Untersuchung nach 24

Stunden verzichtet.

Neben der Bildung von proinflammatorischen Zytokinen ist die Migration der Zellen zu dem Ort der
Schadigung ein weiterer zentraler Mechanismus in der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen. Die Zellmigration wird vornehmlich durch die Expression von Chemokinen und deren

Rezeptoren bestimmt.

Da Studien gezeigt haben, dass Mikrogliazellen, die aus Hirnautopsien von AD Patienten isoliert
worden sind, nach Zugabe von AP eine dosisabhadngige Expression der Chemokine CCL2 und CCL3
bewirken (Sokolova et al. 2009, Tripathy et al. 2010), wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
Mikrogliazellen CCL2 und CCL3 exprimieren und welchen Einfluss Triptolid auf die LPS-induzierte

Chemokinexpression hat.

CCL2, auch bekannt als MCP-1, wird vornehmlich von Astrozyten exprimiert und induziert in
Mikrogliazellen eine proinflammatorische Zytokinexpression sowie die Ausreifung des M1-Phanotyps

(He et al. 2016). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass aktivierte Mikrogliazellen selbst CCL2
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exprimieren und somit eventuell selber in einem Autoregulationsprozess zur Aktivierung und zur
Attraktion anderer Mikrogliazellen zum Ort des Geschehens beitragen. Da wir zeigen konnten, dass
Triptolid die CCL2-Expression in Mikrogliazellen reduzieren kann, konnte dies dazu beitragen die
Selbstaktivierung und M1-Polarisation sowie die Migration zu limitieren. Da bereits gezeigt werden
konnte, dass eine Inhibition der CCL2-Expression in Astrozyten zu einer verminderten Aktivierung von
Mikrogliazellen flhrt, sollte zukilinftig der Effekt von Triptolid, insbesondere auch auf Astrozyten,

untersucht werden.

CCL3 (MIP-1a) ist ein weiteres Mitglied der Chemokinfamilie, welches eine Rolle am
Entziindungsgeschehen unter neuropathologischen Bedingungen spielt und sowohl von Neuronen als
auch von Mikrogliazellen gebildet wird. Es wirkt als chemotaktisches Molekil iber die Rezeptoren
CCR1, CCR4 und CCR5 (Passos et al. 2009) und ist an der Rekrutierung der Zellen an den Ort des
neuroinflammatorischen Geschehens beteiligt. Es wird angenommen, dass CCL3 eine wichtige Rolle
bei der Neurodegeneration bei AD Patienten spielt. Zum einen gehen erhohte CCL3-
Serumkonzentrationen bei AD Patienten mit Personlichkeitsstérungen und Stimmungsschwankungen
einher (Geppert et al. 2010) und zum anderen wird berichtet, dass ein CCL3-Polymorphismus mit AD
assoziiert ist (Flex et al. 2014). Des Weiteren zeigen Mikrogliazellen aus AD Patienten, dass diese nach
Af-Exposition vermehrt CCL3 exprimieren (Smits et al. 2002). In diese Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Triptolid signifikant die Genexpression von CCL3 in LPS-aktivierten Mikrogliazellen nach sechs

Stunden reduzieren kann und somit als Modulator der Chemokinexpression in Frage kommt.

Ein weiteres Mitglied der MCP-Familie wie CCL2 (MCP-1) ist CCL7 (MCP-3), ein Chemokin, das
hauptsachlich fur die Rekrutierung von Leukozyten verantwortlich ist. CCL7 ist wie CCL2 bei mehreren
ZNS-Erkrankungen, die mit einer Gberschiefenden Entziindungsreaktion assoziiert sind, hochreguliert.
CCL7 leitet wie CCL2 seine biologischen Signale liber die Bindung an den CCR2-Rezeptor weiter (Bose
und Cho, 2013). Eine Minderung der Genexpression von CCL2 und CCL7, wie wir es in dieser Arbeit
durch Triptolid in Mikrogliazellen zeigen konnten, bietet einen Angriffspunkt fiir die Modulation der

CCL2/CCL7-CCR2-Achse im neuroinflammatorischen Geschehen.

Auch CCL5 ist ein Chemokin, das im ZNS konstitutiv exprimiert wird und eine Rolle in der
Aufrechterhaltung der Homoostase im ZNS spielt. So wurde auch fir CCL5 beschrieben, dass es
Immunzellen an den Ort der Ldsion im ZNS rekrutiert, wodurch es zu einer Verstarkung der
Entziindungsreaktion kommt (Glabinski et al. 1998). Allerdings wurde auch fiir CCL5 im Rahmen
neurodegenerativer Erkrankungen ein gegenteiliger Effekt beschrieben. CCL5 kann auch eine
neuroprotektive Wirkung auf Neuronen ausiiben. Diese dichotome Wirkungsweise kann durch die

Bindung von Chemokinen an unterschiedliche Rezeptoren erklart werden. Ob eine Verminderung der
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CCL5-Genexpression im Rahmen einer Triptolidbehandlung im Rahmen einer neurodegenerativen

Erkrankung hat, missen weitergehende Studien zeigen.

CXCL10 ist ein Chemokin, das Uber die Bindung an CXCR3 vor allem fiir die Rekrutierung von
Leukozyten und insbesondere von aktivierten T-Zellen an den Ort des Entziindungsgeschehens
verantwortlich ist. Interessanterweise kann CXCL10 sowohl einen schadlichen als auch einen
protektiven Einfluss ausiiben, je nach Atiologie und Kontext der Neuroinflammation (Michlmayr und

Lim, 2014).

In unserer Arbeit war CXCL10 das einzige Zytokin, dessen Genexpression sowohl nach sechs Stunden
als auch nach 24 Stunden durch LPS induziert und durch Koinkubation mit Triptolid reduziert werden
konnte. Da eine vermehrte CXCL10-Expression in neurodegenerativen Erkrankungen nachgewiesen
wurde, kann Triptolid durch die Reduktion der CXCL10-Expression modulierend in das

neuroinflammatorische Geschehen eingreifen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Triptolid die Genexpression von CCL2,
CCL3, CCL5, CCL7 und CXCL10 kurzfristig nach sechs Stunden reduzieren kann, jedoch bei der
gewahlten Dosis und einmaliger Gabe keinen Langzeiteffekt hat. Flir einen therapeutischen Einsatz von
Triptolid bei neurodegenerativen Erkrankungen sollte weiterfiihrend untersucht werden, ob die anti-
inflammatorische Wirkung und die Modulation des Chemokinmusters bei héheren Konzentrationen
und mehrmaliger Gabe langer anhalt und ob bei dieser Dosierung noch keine unerwiinschten
Nebenwirkungen auftreten. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob eine Kombination von
therapeutischen Substanzen in Erwadgung zu ziehen ist und wie sich dies auf die Zellen des ZNS

auswirkt.

Da in der Literatur beschrieben worden ist, dass der CCR5/CCL3-Signalweg eine Rolle in der
Pathogenese der Alzheimerdemenz spielt (Martin und Delarasse 2018), haben wir auch den Einfluss
von Triptolid auf die Expression des Rezeptors CCR5 untersucht. Erstaunlicherweise haben wir
feststellen konnen, dass die CCR5-Expression in unserem Modell durch Behandlung der Mikrogliazellen
fir sechs Stunden mit LPS nicht moduliert wird und bei Koinkubation mit LPS und Triptolid lediglich
tendenziell und nicht signifikant reduziert wird. Interessanterweise zeigte sich in unserem Modell, dass
die Expression von CCR5 24 Stunden nach LPS-Simulation geringer ist, als in unstimulierten Zellen.
Diese Beobachtung ist konform mit den Ergebnissen von Lively und Schlichter (2018), die ebenfalls
eine verminderte Expression von CCR5 nach LPS Stimulation von Ratten-Mikrogliazellen beobachten
konnten. Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, dass die Rolle von CCR5 in dem Pathomechanismus
der AD weiterhin kontrovers diskutiert wird, da es unterschiedliche Ergebnisse dazu gibt (Li und Zhu,

2019). In einigen Studien wird gezeigt, dass die CCR5-Expression eine Rolle in der Pathogenese der AD
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spielt (Lee et al. 2009), wohingegen es auch Studien gibt, die keinen Zusammenhang zwischen CCR5
und dem Risiko an AD zu erkranken postulieren (Huerta et al. 2004). In weiterflihrenden Arbeiten sollte
untersucht werden, ob der inhibitorische Effekt von Triptolid auch hier nach Mehrfachgabe und
Dosisanpassung aufrechterhalten werden kann und wie der Einfluss auf die CCR5-Expression in

Mikrogliazellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten ist.

Da CXCR4 der Rezeptor fiir das pleiotrope Chemokin CXCL12 ist, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
Triptolid einen Effekt auf die CXCR4-Expression in Mikrogliazellen hat. Es wurde beschrieben, dass
durch LPS-Aktivierung von Ratten-Mikrogliazellen, die CXCR4-Expression verstarkt wird. Bei genauerer
Betrachtung der Ergebnisse sieht man jedoch, dass die verstarkte CXCR4-Expression in den
Mikrogliazellen nur bei geringen LPS-Konzentrationen erreicht wird. Bei 5 ng/ml LPS als Stimulus, wie
es in dieser Arbeit verwendet wurde, wird keine Modulation der CXCR4-Expression gesehen. Somit
sind unsere Ergebnisse konform mit denen von Lipfert et al. (2013) und auch wenn keine verstarkte
CXCR4-Expression durch die hier gewahlte LPS-Konzentration erzielt werden konnte, so senkt Triptolid
die CXCR4-Expression in Mikrogliazellen bei Koinkubation mit LPS. Dies deutet darauf hin, dass
Triptolid in der Lage ist, die CXCR4-Expression in Ratten-Mikrogliazellen zu modulieren. Ob Triptolid
auch einen Einfluss auf die funktionelle Eigenschaften der CXCR4-exprimierenden Mikrogliazellen hat,

sollte beispielsweise in Migrationsversuchen untersucht werden.

Einen weiteren Pathomechanismus im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen stellt die
Phagozytose dar. Da Mikrogliazellen die Makrophagen des ZNS sind, sind sie hauptverantwortlich fur
die Beseitigung von Abfallstoffen und Zellresten durch Phagozytose. Ob eine gesteigerte Phagozytose

bei neurodegenerativen Erkrankungen von Vorteil ist, wird weiterhin kontrovers diskutiert.

In einigen Studien wird die chronische Inflammation und die Aktivierung der Mikroglia, einhergehend
mit einer erhéhten Phagozytosekapazitat, als weiterer pathognomischer Faktor angesehen (Neniskyte
et al. 2011). Bisher wurde angenommen, dass die Beseitigung der AB-Plaques beim Morbus Alzheimer
vorteilhaft ist, da dadurch die Mikroglia-vermittelte Entzindungsreaktion eingedammt werden kann.
Allerdings wurde in Untersuchungen auch gezeigt, dass eine Immunisierung mit AB zwar die ApB-

Plaques reduziert, aber nicht vor einem Progress der Krankheit schiitzt (Holmes et al. 2008).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Triptolid auf die Expression des Fcy-Rezeptors 1 (CD64)
untersucht. Der Fcy-Rezeptor 1 ist lediglich einer von mehreren Rezeptoren, die an dem Prozess der
Phagozytose beteiligt sind. Die Ergebnisse dazu sind kontradr. Sechs Stunden nach Aktivierung der
Mikrogliazellen wird eine verminderte FcyR1-Expression detektiert, die tendenziell durch die
Koinkubation mit Triptolid weiter reduziert wird. 24 Stunden nach Aktivierung wurde die FcyR1-

Genexpression induziert, auf die Triptolid allerdings keinen modulatorischen Einfluss hat. Auch in dem
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funktionellen Test kam es zu keinen signifikanten Ergebnissen. Tendenziell wird die
Phagozytoseaktivitat der Mikrogliazellen nach LPS-Stiumulation erniedrigt und durch die Behandlung
mit Triptolid wieder verstarkt. Diese nicht eindeutigen Ergebnisse konnten darauf zurickzufiihren sein,
dass in dieser Arbeit die Phagozytoseaktivitdt an Mikrogliazellen des M1-Typs untersucht wurde. Es ist
beschrieben, dass Mikrogliazellen des M2a-Phanotyps eine gesteigerte Phagozytoseaktivitat zeigen
(Tang und Le, 2016). Der M2-Phanotyp kann durch die Behandlung der Zellen mit IL-4 oder IL-13
induziert werden, so dass der Einfluss von Triptolid auf Mikrogliazellen des M2a-Phanotyps in weiteren

Studien untersucht werden sollte.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit in einem in vitro-Modellsystem mit primaren Ratten-
Mikrogliazellen gezeigt, dass Triptolid eine potentiell neuroprotektive Wirkung hat, indem es einen
Einfluss auf die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, Chemokine und deren Rezeptoren
beeinflusst sowie die Phagozytoseaktivitat von Mikrogliazellen moduliert. In weiteren Studien muss
gezeigt werden, ob Triptolid auch in vivo die neuroinflammatorischen Reaktionen protektiv
beeinflussen kann, so dass der Progress der Neurodegeneration verlangsamt oder aufgehalten werden

kann.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Triptolid auf Mikrogliazellen in einem in vitro Modell
untersucht mit der Fragestellung, ob diese Substanz in der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen
eingesetzt werden kann.

Die steigende Pravalenz neurodegenerativer Erkrankungen wie der M. Alzheimer und der M. Parkinson
macht die Erforschung neuer Therapieoptionen notwendig. Neurodegenerativen Erkrankungen ist
gemeinsam, dass diesen eine Dysregulation des lokalen Immunsystems zugrunde liegt, die zu einer
chronischen Inflammation mit Neuronenverlust und damit Progredienz der Erkrankung fiihrt. Eine
Eindammung der Neuroinflammation, an der hauptsachlich Mikrogliazellen beteiligt sind, ist somit ein
vielversprechender Therapieansatz.

Triptolid, eine bioaktive Komponente aus der chinesischen Kletterpflanze Wilfords Dreifliigelfrucht
(Tripterygium wilfordii) wird traditionell in der chinesischen Medizin zur Behandlung von
entziindungsvermittelten Erkrankungen, wie bspw. Arthritis, eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde Triptolid in einem neuroinflammatorischen in vitro Modell untersucht, ob es zu
einer Veranderung der Zytokinsekretion, der Proliferation und Migration sowie der
Phagozytoseaktivitdat kommt, wenn primare Mikrogliazellen aus den Hirnen neugeborener Ratten mit
LPS stimuliert und mit Triptolid koinkubiert wurden.

Es wurde eine signifikante eine Reduktion der Expression von iNOS in LPS-stimulierten Mikroglia nach
Koinkubation mit Triptolid nachgewiesen. Auch die Untersuchungen des Genexpressionsprofils der
proinflammatorischen Zytokine in aktivierten Mikrogliazellen zeigte, dass die Expression der Zytokine
IL-6, IL-1P und TNF-a durch Triptolid signifikant gesenkt wurde. Auf Proteinebene wurde ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Freisetzung von IL-6 in Mikrogliazellen nachgewiesen.

Neben proinflammatorischen  Zytokinen ist auch das Chemokinsystem mit dem
neuroinflammatorischen und neurodegenerativem Geschehen im ZNS assoziiert. Veranderungen im
Chemokinmuster kann eine Grundlage der chronischen Inflammationsreaktion darstellen. In dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass Triptolid modulierend auf das Chemokinsystem wirkt, indem es die
Genexpression der Chemokine CCL2, CCL3, CCL5, CCL7 und CXCL10 in aktivierten Mikrogliazellen
signifikant reduziert. Einen weniger ausgepragten Effekt hat Triptotlid auf die Expression der
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4. Hier reduziert Triptolid lediglich die Genexpression des
Rezeptors CXCR4 im Vergleich zu ruhenden Mikrogliazellen.

Ein weiterer Faktor, der eine Rolle in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen spielt, ist
eine verdanderte Phagozytoseaktivitat von Mikrogliazellen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
Triptolid keinen Einfluss auf die Genexpression des Phagozytoserezeptors FcyR1 in LPS-aktivierten
Mikrogliazellen hat und dass es tendenziell die durch LPS-induzierte verminderte Phagozytoseaktivitat

von Mikrogliazellen wieder aufheben kann.
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Zusammenfassend ist die Neuroinflammation ein komplexer Prozess, der eine zentrale Rolle bei
verschiedenen ZNS-Erkrankungen spielt. Triptolid stellt aufgrund seiner antiinflammatorischen
Wirkungsweise und seinen modulierenden Effekt auf Mikrogliazellen eine vielversprechende Substanz

in der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen dar.
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