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1 Einleitung

Ginkgo Biloba

Dieses Baumes Blatt, der von Osten
Meinem Garten anvertraut,

Gibt geheimen Sinn zu kosten,
Wie€'s den Wissenden erbaut.

Ist es ein lebendig Wesen,
Das sich in sich selbst getrennt?
Sind es zwel , die sich erlesen,

Dal3 man sie als eines kennt?

Solche Frage zu erwidern

Fand ich wohl den rechten Sinn;

Fuhlst du nicht an meinen Liedern,

Daf3 ich Eins und doppelt bin?
(Goethe, 1815)

Dieses Gedicht iber den Baum Ginkgo biloba, das man im Buch , Suleika des West -
Ostlichen Diwans® findet, schrieb Johann Wolfgang von Goethe, der als passionierter
Botaniker bekannt war, im Jahre 1815 an eine Freundin. Er sah in dem zweilappigen
Blatt des Baumes das Sinnbild der Freundschaft: ,Die Blétter haben das Eigene, dal? in
jingeren ein Einschnitt in dem F&cher kaum angedeutet ist. Dieser Einschnitt aber
nimmt an spéteren Zweigen zu und zwar endlich dergestalt, daf3 es zwei Blétter zu sein
scheinen.” (Goethe an den Grof3herzog Carl August, 10. Méarz 1820) Doch Goethe war
nicht der erste, der sich von dem Ginkgo biloba - Baum, der im 18. Jahrhundert nach
Europa gebracht wurde, fasziniert zeigte.

Die Urspriinge -Ginkgoales genannt- der heute lebenden Art reichen 300 Millionen
Jahre zurtick, nahestehende Vorganger fanden sich bereits vor ca. 150 Millionen Jahren.
Die dltesten heute lebenden Ginkgo - Baume wachsen in China sie sind

schétzungsweise 4000 Jahre alt und dienen meist als Gartenzierde von Palésten oder



heiligen Stétten. Dabei spielt sicherlich eine Rolle, dal3 es ménnliche und weibliche
Ginkgo - Baume gibt. Diese Dialektik - Yin und Yang, Hell und Dunkel, Frau und
Mann- begegnet einem Uberall in der ferndstlichen Kultur. Doch nicht nur als Schmuck
oder Symbol wurde der Ginkgo-Baum gewdirdigt; bereits die erste Pharmakopoeia
»Chen Noung Pen T’'sao“, des chinesischen Imperators Chen Noung (2767-2687 v.
Chr.) beschreibt die heilende Wirkung der Ginkgo - Blétter als Wundauflage oder bel
Asthma bronchiale (Foster, 1996).

Seit fast 40 Jahren wird nun auch in Europa die Wirkung der Ginkgo - Blétter
therapeutisch genutzt, nachdem es Dr. Willmar Schwabe in den 60er Jahren gelungen
war, einen hochgereinigten Extrakt zu gewinnen (Oberpichler-Schwenk and Krieglstein,
1992). Dieser Extrakt enthdlt 24 % Flavonoide, die aus Flavonglykosiden (Kaempherol,
Quercetin und Isorhamnetin mit Glucose oder Rhamnose) und Proanthocyanidinen
bestehen. Die Nicht - Flavonoide - Fraktion, also die Terpenlaktone, setzen sich aus 2.9
% Bilobalid und 3.1 % Ginkgolid A, B, C und J zusammen. AufRerdem finden sich
organische Sduren wie z.B. Knyrensdure und Hydroxyknyrensdure (De Feudis, 1991;
Ahlemeyer and Krieglstein, 1997).

Ginkgolide
R R R®
Ginkgolid A H OH
Ginkgolid B OH OH
Ginkgolid C OH OH OH
Ginkgolid J H OH OH
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Abb. 1: Chemische Strukturen der Ginkgolide und Bilobalid

Hauptséachlich werden die auf 24 % Flavonoide und 6 % Terpenlactone standardisierten
Gesamtextrakte - wie z.B. EGb 761 oder LI 1370 - zur Behandlung von peripheren
Geféftkrankheiten und zerebraler Insuffizienz bei dlteren Patienten eingesetzt (De
Veudis, 1991; Kleinjen and Knipschild, 1992).

Wirkung des Gesamtextraktes

Zahlreiche Studien beschreiben die physiologischen Wirkungen des Gesamtextrakts und
seinen Inhaltsstoffen auf das Gehirn: eine Dilatation der Gehirngefalle (Chatterjee,
1985), der Atmungskettenschutz in den Mitochondrien (Spinnewyn et al,1986), eine
antiddematdse Wirkung (Le Poncin-Lafitte,1980; Etienne et al.,1984) , eine Steigerung
des Glucoseumsatzes (Beck and Krieglstein, 1987) und der Hypoxietoleranz
(Oberpichler et al, 1988) wurden beobachtet.

Erst in neuester Zeit wurde die Frage aufgeworfen, ob die Wirkung dieser Substanzen

auf einer Protektion vor Nekrose oder vor Apoptose beruht.

Apoptose

In multizellul&ren Organismen wird die Homdoostase durch die Balance zwischen
Zellteilung bzw. Zellproliferation und Zelltod aufrechterhalten (Thompson, 1995). Das
Prinzip Zellteilung (Mitose) wurde schon sehr friih, namlich 1873, von dem Zoologen
Anton Schneider as ein wichtiges Phanomen erkannt (Cremer, 1985) Der Begriff
Apoptose (griechisch apo~weg, los, ptosis~Senkung) wurde erst 1972 in seiner



heutigen Bedeutung von Kerr, Wyllie und Currie eingefuhrt. Er bezeichnet den
programmierten Zelltod und ist ein physiologischer Prozel3, zu dem jede Zelle befahigt
ist. Apoptose ist zur normalen Entwicklung und bei Krankheiten notwendig, um

UberflUssige, kranke oder alte Zellen zu eliminieren.

Die Apoptose ist ein Vorgang, der sich sowohl morphologisch als auch biochemisch
grundlegend von dem der Nekrose unterscheidet (Kerr et al., 1972).

Der seit langem erforschte Vorgang der Nekrose wird durch Verletzung oder
anderweitig irreparabler Schadigung z.B. Sauerstoffmangel ausgeldst. Durch den
Verlust der intakten Membran kommt es zum Einstrom von Elektrolyten, wie Natrium-
und Calcium - lonen. Hierdurch schwellen die Zellorganellen — v.a. die Mitochondrien

—und die Zelle selbst an. Gleichzeitig findet ein Entziindungsprozess statt.

Mor phologische Zeichen der Apoptose

Hier beobachtet man folgende Vorgange: die Zellen schrumpfen, gleichzeitig 16sen sie
sich aus dem Zellverband und beginnen mit der Bildung von Bléschen, die
verschwinden und sofort wieder ersetzt werden. Das Chromatin im Zellkern kondensiert
und verschiebt sich in Richtung der Kernhille. Spéter fragmentiert zuerst der Nucleus,
dann die gesamte Zelle. Dabei entstehen membranumhiillte Bruchstiicke, sogenannte
apoptotic bodies, die bis in die Endphase ihre Funktion behalten. Sie werden spater
benachbarten, gesunden Zellen und Makrophagen phagozytiert (Duke et al., 1997).



APOPTOSE NEKROSE

Morphologische Kriterien

* Deletion einer Zelle * Tod von Zellgruppen

« Blasenbildung der Membran (ohne * Verlust der Membranintegritét
Integritétsverlust) « Zdlschwellung und —lyse

« Zellschrumpfung (Formierung von  Entziindungszeichen
Apoptosekdrperchen) * Phagozytose durch Makrophagen

« Keine Entziindungszeichen « Verlust von Lysosomen

 Phagozytose durch benachbarte Zellen
* Intakte Lysosomen

« Chromatinkondensierung

Biochemische Kriterien

« Energieverbrauch « Verlust der Elektrolythomdostase

« erfordert neue Proteinbiosynthese « Kein Energieverbrauch

* De novo Gentranskription » Keine Protein- oder

« Definierte oligonucleosomale Nukleinséuresynthese erforderlich
Fragmentierung der DNA « Keine neue Gentranskription

« Straff regulierter Proze3 mit Synthese- | « Zufélliger DNA - Verdau
und Aktivierungsschritten

Tabelle 1: Gegenuiberstellung von Nekrose und Apoptose hinsichtlich ihrer
mor phologischen und biochemischen Eigenschaften
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 Phagozytose durch benachbarte Zellen
* Intakte Lysosomen

« Chromatinkondensierung

Biochemische Kriterien

« Energieverbrauch « Verlust der Elektrolythomdostase

« erfordert neue Proteinbiosynthese « Kein Energieverbrauch

* De novo Gentranskription » Keine Protein- oder

« Definierte oligonucleosomale Nukleinséuresynthese erforderlich
Fragmentierung der DNA « Keine neue Gentranskription

« Straff regulierter Proze3 mit Synthese- | « Zufélliger DNA - Verdau
und Aktivierungsschritten

Tabelle 1: Gegenuiberstellung von Nekrose und Apoptose hinsichtlich ihrer
mor phologischen und biochemischen Eigenschaften




Mechanismus der Apoptosein Zellen von Saugetieren

Beispielhaft werden im folgenden bekannte Signalwege der Apoptose aufgezeigt. Jeder
Trigger hat seinen eigenen Signalweg, der in verschiedenen Zellen verschieden ablaufen
kann.

Der Vorgang der Apoptose |&fdt sich in drei Stadien einteilen: Einleitung, Latenzphase
(engl. commitment) und Ausfiihrung (Mazarakis et al., 1997)

Einleitung

Die Induktion des programmierten Zelltods kann durch extrazellulére und intrazellulére
Faktoren erfolgen.

Extrazelluldare Faktoren (z.B. UV-Strahlung, Entzug von Wachstumsfaktoren)
penetrieren nicht selbst die Zelle, sondern agieren Uber Bindung an transmembrane
Oberflachenrezeptoren , wie z.B. CD95 (Fas/Apol), den death receptor 3 (DR3) und
den Tumornekrosefaktorrezeptor (TNFR-1).

Die Ligandenbindung an CD95-Rezeptoren beispielsweise bewirkt eine
Oligomerisation des intrazelluldren Anteils (genannt ,,death domain“) der Rezeptoren.
Dadurch kann die ,,death domain“ des Signaltransduktors Fas associating death domain
protein (FADD/Mort-1), das aus dem Zytoplasma stammt, gebunden werden (Mak et
a.,1998). FADD seinerseits hat die Funktion eines Adaptermolekiils, das die Signale
der Oberflachenrezeptoren an Enzyme, die am Abbau der Zellproteine beteiligt $nd,
Ubermittelt. Dazu trégt das Molekil FADD eine Doméne, die DED (,death effector
domain“) genannt wird, und an der entsprechenden Doméne der Procaspase-8 binden
kann. Procaspase-8 wird dadurch aktiviert und setzt die Aktivierungskaskade der zur
Apoptose notwendigen Caspasen in Gang.

Intrazellulére Trigger (z.B. hohe, intrazellulére Calciumlevel, mitochondriale Schaden,
frele Radikale) der Apoptose stolRen die Kaskade der Caspasen nicht Uber die
Aktivierung der Procaspase-8, sondern Uiber die Aktivierung der Procaspase-9 an.

Das pro - apoptotische Protein Apaf-1 (,, apoptosis protease activating factor*) bindet die
Procaspase-9 Uber eine Doméne, die CARD (, caspase recruitment domain®) genannt
wird, und in beiden Molekilen &hnlich ist. Diese Interaktion wird durch eine
Konformationsadnderung in Apaf-1 ermdglicht, die durch zytosoles Cytochrom ¢ und

ATP eingeleitet wird. Eine zweite ATP gesteuerte Reaktion fihrt zu einer



Oligomerisation acht solcher Molekilkomplexe und damit zu einer Aktivierung der

Procaspase-9 (Tran et al.,1999).

Freisetzung von Cytochrom c:

Cytochrom c befindet sich normalerweise im intermembrandsen Raum der
Mitochondrien (Yang et al, 1997). Doch scheinen intrazellulére Trigger der Apoptose,
wie z.B. freie Radikale oder hohe Calcium - Konzentrationen, in der Lage zu sein, aus
den Mitochondrien Cytochrom c in das Zytoplasma freizusetzen. Zwei unterschiedliche
Mechanismen werden diskutiert: Durch bestimmte Trigger kommt es zum vermehrten
Einstrom von lonen und damit zu einer osmotischen Schwellungder Mitochondrie. Die
innere Membran dehnt sich aus bis es schliefflich zur Ruptur der auf3eren Membran und
zum AusfluB von Cytochrom ¢ und ATP kommt. Dieser Weg fuhrt haufiger zur
Nekrose.

Bei dem zweiten Mechanismus steht als wichtiger Signaldecoder ein mitochondrialer
lonenkanal mit dem Namen , mitochondrial permeability transition pore* oder kurz
MPT im Mittelpunkt. Dieser Kanal o6ffnet und schliefdt sich bei normalen
physiologischen Prozessen. Bestimmte Faktoren, von denen bekannt ist, dal} sie
apoptotisch wirken kénnen, fiihren zu einer irreversiblen Offnung des MPT. ATP und
Cytochrom ¢ verlassen in hohen Mengen den mitochondrialen Raum (Green et al,
1998).

Latenzphase;

Vom Zeitpunkt des Apoptose-stimulierenden Signals bis zur tatséchlichen Ausfiihrung
der Apoptose kdnnen bis zu mehreren Stunden vergehen.

In der Zelle wird durch das Verhdltnis von anti- und pro-apoptotischen Faktoren
bestimmt, ob die Zelle die Apoptose tatsichlich durchfiihrt. Uber den Mechanismus
bestehen bis jetzt viele Unklarheiten.

Eine groRBe Rolle spielt eine Familie von anti-apoptotischen Proteinen, deren
gemeinsame Strukturen nach dem zuerst entdeckten bcl-2-Onkogen ,,Bcl-2 homol ogy*
(BH1-BH4) genannt werden. Sie sind an der &ufleren Mitochondrienmembran
lokalisiert (Orrenius et al., 1997). Diese Proteine sind in der Lage, die aulere

Mitochondrienmembran zu stabilisieren, so dal? kein Cytochrom c in das Zytoplasma



freigesetzt wird (Kroemer, 1997) und sie binden den Apaf-1-Procaspase-9-Komplex,
der dadurch nicht mehr oligomerisieren kann. Folglich findet keine Aktivierung der
Caspase-9 statt.

Die pro-apoptotischen Proteine in der Zelle, wie z.B. bad und bik, gehéren zu einem
eigenen Zweig der bcl-2-Familie, dessen Struktur nur den BH-3-Abschnitt als
Gemeinsamkeit aufweist. Diese, wie auch de Subfamilie der bax-Proteine, kdnnen
freies bcl-2 binden oder bereits an Apaf-1-Procaspase-9 gebundenes bcl-2 verdrangen.
Sie ermdglichen so eine Oligomerisation des Komplexes. Es kann wieder aktive
Caspase-9 produziert werden und die apoptotische Kaskade wird gestartet (Adams et
al., 1998).

Ausfihrung

Die apoptotische Kaskade besteht aus Caspasen, einer Familie von Zysteinproteasen,
die am Apartat-Rest spalten (Alnemri et al., 1996). Bisher sind 13 Mitglieder dieser
Proteasen-Familie identifiziert. Einige sind fir Entziindungsvorgange bedeutend, andere
fur die Apoptose mal’geblich. Sie liegen als Proenzyme (30 bis 50 kD) in der Zelle vor
und bestehen aus drei Einheiten: einem N-terminalen Bereich und zwei Untereinheiten
von 20 bzw. 10 kD (Thornberry et &, 1998). Die Proenzyme werden durch
proteolytische Spaltung zwischen den Einheiten zu aktiven Caspasen. Man
unterscheidet sie in Initiator- und Effektor-Caspasen. Vereinfacht erklart man sich, dad
die Initiatoren, wie Caspase 8 und 9, durch verschiedene pro - apoptotische Signale
aktiviert werden. Die Effektor-Caspasen (z.B. Caspase 6, 3 und 7) werden wiederum
durch die Initiatoren aktiviert.
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Abb. 2: Hypothetische Kaskade der Caspasen (Cohen 1997).

Es mag weiterhin die Mdoglichkeit bestehen, dal} die Effektor-Caspasen durch
autokatalytische Prozesse, die durch die Cofaktoren angestof3en werden, aktiviert
werden (Thornberry et al., 1998). Mit der Aktivierung der Caspasen beginnt die
Stillegung zellspezifischer Leistungen wie z.B. die Spaltung der fir die DNA-Reparatur
zusténdigen Poly-ADP-Ribose-Polymerase. Nachdem die Funktionen der Zelle
aufgehoben sind, spalten bis jetzt nicht identifizierte Endonucleasen die DNA zwischen
den Nucleosomen in Fragmente von 180 bp und Vielfachen davon, die schliefdlich in
der Gelelektrophorese zu den fur die Apoptose typischen DNA-Leitern fihren
(Mazarakis et a., 1997).

Dysregulation der Apoptose bei neur odegener ativen Krankheiten am Beispiel des
Morbus Alzheimer

Eine Dysregulation der Apoptose liegt dann vor, wenn der urspriinglich physiologische
Prozef3 zu Krankheiten fuhrt. Dies geschieht, wenn eine notwendige Apoptose kranker,
geschédigter Zellen unterbleibt oder wenn es zu einer UberschieRenden Apoptose
Aktivitdt kommt, bei der auch gesunde Zellen mitbetroffen sein kénnen (Duke et al,
1997).



Morbus Alzheimer:

Ein Drittel der Menschen tber 85 Jahre sind von starken Einschréankungen der
intellektuellen Leistungen betroffen. Die héufigste Ursache ist der Morbus Alzheimer,
eine degenerative Hirnerkrankung, die zur Demenz fihrt. Sie tritt in 90% der Féle
spontan ab dem 6. Lebensjahrzehnt auf. In 10% findet sich eine familidre Haufung. Die
Symptome manifestieren sich dann meist in jingerem Alter. Erste Anzeichen kénnen
Apathie, Rickzug, Reizbarkeit und mmungslabilitdt sein, bevor es zu kognitiven
Ausféllen wie aphasischen Sprachstérungen (Echolalien, Neologismen bis hin zu
Logoklonien), bilateraler und konstruktiver Apraxie, Gedéachtnisverlust und
Orientierungslosigkeit kommt (Poeck et al.,1998). Die Krankheit verl&auft progredient
und fihrt zum Tod. Makroskopisch zeigt sich eine Atrophie der Hirnrinde, eine
Degeneration des Nucleus Basalis Meynert, der cholinerge Neurone zur Grofhirnrinde
abgibt, sowie eine Schadigung des serotonergen und noradrenergen §stems aus dem
Locus coeruleus. Histopathologisch findet sich schon friih im Assoziationskortex eine
Abnahme der Synapsendichte und ein starker Neuronenverlust (Castano und Frangione,
1988) und spéter eine intrazellulére neurofibrillére Degeneration, d.h. e bilden sich
‘paired helical filaments’, die vor allem aus hyperphosphoriliertem tauProtein
bestehen. Im Uberma? erkennt man auRerdem auf neuronaler Ebene im Bereich der
Hirnrinde die fir alte Menschen typischen extrazelluldren senilen Plaques aus B3-
Amyloidablagerungen, einem proteolytischen Produkt des Amyloid-Precursor-Proteins
(APP), welches ein normaler Bestandteil von Zellmembranen ist. Die Anzahl der
Amyloidablagerungen korreliert mit dem Schweregrad der Erkrankung (Gleixner et al.,
1998; Brunnhuber et al., 1996). Sie ist jedoch nur dann als diagnostisches Kriterium zu
verwenden, wenn der Patient dementsprechende Symptome zeigt.

Im Falle der hereditdren Form des Morbus Alzheimer wurden bis jetzt Mutationen von
drei Genen auf Chromosom 21, 14 und 1 identifiziert. In 70% der Féle sind
verschiedene ,, Missense-Mutationen* von Présenilin 1 (PS1) auf dem Chromosom 14
verantwortlich, nur wenige Félle von famili&rem Morbus Alzheimer lassen sich auf
Veranderungen des Prasenilin 2 auf Chromosom 1 zurlickfuihren. Die eng verwandten
Praseniline codieren fur Proteine von 450 Aminoséuren mit sieben transmembranéren
Domanen.

Mutationen des fur das 3-Amyloid-Precursor-Protein codierende Gen auf Chromosom

21 (10% der hereditéren Félle) fihren zu einer langeren, stérker amyloidogenen Form
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des AR-Peptids. Es kommt durch vermehrte Aggregierung zu UberméaRiger
Amyloidablagerung in neuritischen Plaques.

Die Missense-Mutationen werden distal von ihren normalen Spaltungsorten von einer
der Caspase-3 —Familie zugehoérigen Protease bzw. von den apoptose- assoziierten
Caspasen-6 und -8 gespalten. Aufllerdem interferieren die Missense-Mutationen
vermutlich mit Kompartmentalisierung und Prozessierung des 3-A PP-Genproduktes.
(Kim et al., 1997; Uetsuki et al., 1999; Pellegrini et al., 1999).

Weitaus haufiger ist die spontane Form des Morbus Alzheimer, bei der keine
Genmutationen bekannt sind. Man propagiert als wesentlichen Pathomechanismus ein
Ungleichgewicht der das R -APP spaltenden a-, R- und gamma-Sekretasen. Uberwiegen
die - und gamma-Sekretasen, kommt es zur vermehrten Freisetzung und nachfolgender
Aggregierung des Af%-Peptids.

Ein weiterer Risikofaktor fir die Erkrankung des Morbus Alzheimer scheint das Tragen
des ed-Allels des Apolipoproteins E zu sein, das mit -APP interagiert und
beschleunigend auf die Bildung von Amyloidablagerungen wirkt.

In vitro Versuche mit kultivierten Neuronen demonstrierten den starken Einfluf? des bei
Morbus Alzheimer im Ubermal? gebildeten Amyloid-R-Peptids auf die Apoptose und
die DNA-Fragmentierung. In vivo Arbeiten mit transgenen Mausen bestétigten, daid
gerade die intraneuronale Expression von Af-Peptid zu vehementer Apoptose und
reaktiver Gliose im ZNS der Tiere— bishin zum Tod - flhrt (Herdegen et al., 1997).
Als eine der Ursachen fur den R-Amyloid-Ablagerungen ausgeldsten neuronalen
programmierten Zelltod gilt die dadurch stattfindende Expression von Prostate
apoptosis response-4 proteins (par-4). Diese Proteine wurden zuerst vermehrt in
apoptotischen Prostatazellen gefunden. In vitro und in vivo Versuchen zeigte sich ein
Zusammenhang mit der Apoptose. Guo et al. (1998) behandelten Neuronen mit 13-
Amyloid und par-4 Antisense-Oligonucleotiden. Dies hatte eine verminderte Expression
von par-4 Proteinen und gleichzeitig eine Reduktion der apoptotischen Neurone zur
Folge. Bei einem Teil der Alzheimer Patienten ist die Expression von par-4 Proteinen
im Hippocampus, dem hauptséchlich vom programmierten Zelltod betroffenen
Hirnareal bei dieser Erkrankung, um ein bis zu 20faches erhoht. Diese Patienten tragen
eine sgp-2-Gen Mutation, die die DNA-Sequenz fir das par-4 Protein trégt (Duguid et
al., 1989). Es konnte auch gezeigt werden, da3 die neurotoxische Wirkung der
aggregierten 3-Amyloid-Peptide Uber eine erhdhte Produktion freier Radikale (Behl et
a., 1994) und Uber die Storung des Calcium-Haushaltes zur Induktion der Apoptose
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fuhrt (Loo et a., 1993). Zudem ermdglicht die Aggregation der 3-Amyloid-Peptide dem
Signaltransduktor FADD as Adaptermolekil fir die Procaspase-8 zu fungieren und
diese zu aktivieren. Dieser Vorgang initiiert den Weg der extrazelluléren Apoptose.

Su et al. untersuchten 1994 in vitro und in vivo die Hippocampi und entorhinalen
Kortices von Alzheimer-Patienten und fanden zahlreiche neuronale Kerne, die die
typischen morphologischen Charakteristika der Apoptose wie Kernschrumpfung,
Chromatinkondensation und DNA- Fragmentierung aufwiesen. Kontrollhirne zeigten
keine solchen Verdnderungen. Dieses Ergebnis wurde spédter von anderen
Forschungsgruppen bestétigt (Smale et al., 1995). Kritisch sahen diese Ergebnisse
Cotman und Su (1996), die zwar einen erhdhten Anteil an TUNEL- positiven DNA-
Fragmenten neuronaler Zellen in Alzheimer- Gehirnen fanden, aber nur selten eine
Caspase- Aktivierung oder eine Chromatinkondensation beobachteten. Noch immer
zweifeln einige Publikationen an, ob bei der Alzheimer- Erkrankung Uberhaupt eine
Apoptose stattfindet. Da es sich um eine Uber Jahrzehnte fortschreitende Erkrankung
handelt, eine Apoptose jedoch im Durchschnitt in bis zu 24 Stunden vollzogen wird,
liegt die Wahrscheinlichkeit, da3 sich eine Gehirnzelle bei Beobachtung im
apoptotischen Prozess befindet, bei 1: 4000. Eine sichere Beobachtung ist somit bei
einer solchen chronischen Erkrankung nicht durchzufiihren (Perry et al., 1998). Die
Gruppe Stadelmann et al. (1998) zeigten, da3 im Gehirn von Patienten mit
pontosibulérer neuronaler Nekrose, einem rein apoptotischen Tod von Neuronen,
zytoplasmatische und Kernkondensation, Kernfragmentierung und die vermehrte
Expression von apoptotis specific protein gefunden wurden. Dies war nicht der Fall in
Gehirnen von Patienten mit Morbus Alzheimer. Daraus schlossen Stadelmann et al., daf3
bei der Alzheimer- Erkrankung keine relevante Apoptose stattfindet.

Auch bei anderen neurodegenerativen Krankheiten wie z.B. Morbus Parkinson, Chorea
Huntington und amyotropher Lateralsklerose (ALS) scheint eine Fehlsteuerung der
Apoptose vorzuliegen. Es werden genetische M utationen dafir verantwortlich gemacht,
wie z. B. die Mutation des Enzyms Superoxiddismutase bei der ALS oder die
unphysiologische Vervielfachung des Basentripletts CAG bei der Chorea Huntington.
Bei diesen Erkrankungen bilden die mutierten Proteine lange Aggregate im Nucleus
oder Zytoplasma. Wie beim Morbus Alzheimer kann FADD als Adaptermolekil fir die
Procaspase-8 fungieren und diese aktivieren (Tran et a.,1999). Als ein weiteres

relevantes Beispiel bei dem Neurone den apoptotischen Tod sterben, ist der
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Schlaganfall. Zahlreiche Tierversuche demonstrierten inzwischen, dal3 eine zerebrale

Ischédmie zur Apoptose fiihrt (McManus und Linnik, 1997; Barinaga, 1998).

Nachweismethoden der Apoptose

Inzwischen gibt es zahlreiche Methoden, mit denen Apoptose nachgewiesen werden
kann. Sie setzen an verschiedenen Stellen des Apoptoseprozesses an, der typische
morphologische und biochemische Verénderungen der Zelle bewirkt.

An der einzelnen Zelle lassen sich die bereits oben beschriebenen morphologischen
Verénderungen wahrend der Apoptose unter dem Licht- oder Elektronenmikroskop
beobachten.

Fir Gewebe- oder Zellkulturen, bei denen die Frage nach der Quantitdt der
apoptotischen Zellen im Vordergrund steht, eignen sich diverse Férbemethoden:

Im frihen und im spéen Stadium der Apoptose wird ein Verlust der
Membranassymetrie bei Exposition von Phosphatidylserin auf der AuRenseite der
Plasmamembran beobachtet. Der Farbstoff Annexin V geht eine Bindung mit
Phosphatidylserin ein und kann als Indikator der Apoptose verwendet werden.

Bel anderen Nachweismethoden nutzt man die wahrend der Apoptose stattfindenden
morphologischen Verédnderungen wie die Kernschrumpfung, die Kernfragmentierung
oder die Kondensierung des Chromatins im Zellkern, die durch fluoreszierende, mit der
DNA interkalierende Farbstoffe oder durch Einzelzell-Gelelektrophorese sichtbar
gemacht werden kann.

Eine weitere Moglichkeit ist das Prinzip der TUNEL Farbung, bei der die wahrend der
Apoptose entstehenden DNA-Fragmente an den 3 OH-Enden mit Hilfe des Enzyms
Terminale Desoxyribonucleotid-Transferase (TdT) mit Digoxigenin markiert und in
einer zweiten Reaktion durch peroxidasegekoppelten Antidigoxigeninantikorpern
sichtbar gemacht werden. machen.

Eine weitverbreitete Methode, Apoptose in Zellkulturen nachzuweisen, ist das DNA-
laddering: In spédteren Stadien der Apoptose entstehen durch internucleosomale
Spaltung von DNA typischerweise Fragmente von 180 Basenpaaren und ihren
Vielfachen. In der Gelelektrophorese bilden diese Fragmente eine as ,Leiter"
bezeichnete Struktur.

Des weiteren existieren kolorimetrische und fluorimetrische Analysen, die die erhdhte

enzymatische Aktivitdt von Proteasen der Klasse Caspasen 2, 3, 6, 8 oder 9 in Zellen
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ermitteln und die Moglichkeit, Procaspasen und deren Spaltprodukte mit Hilfe des
Western Blots darzustellen.

Welcher Nachweis gewdahlt wird, héngt letztendlich von der Fragestellung, dem zu
analysierendem Gewebe- oder Zelltyp und der zur Induktion der Apoptose verwandten
Methode ab (R&D Systems, 1999).

2 Ziel der vorliegenden Arbeit

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist es zu zeigen, ob der Gesamtextrakt von
Ginkgo biloba und seine Inhaltsstoffe Ginkgolid A, B, J und Bilobalid in
Neuronenkulturen in der Lage sind eine Apoptose zu verzégern oder sogar zu
verhindern. Damit wird zum ersten Mal die anti-apoptotische Eigenschaft der genannten
Wirkstoffe Gberprift.
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3 Material

Tiere
Ratten:
Huhner:
Tierzucht
Ratten: Tierstall vollklimatisiert
Trinkwasser
Standardfutter AltrominR
Hihner: Eierbrutschrank Vomo 3/Vomo 0
Zellkultur
Kulturmedien:

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)

MEM (Minimum essential medium)

Leibovitz's L-15 medium

Fischer-344-Ratten

Institutseigene Zucht

Weil3e Leghorn"
Gefliigelfarm C. Thoma,
Biedenkopf-Wallau

Lage/Lippe

Schuhmacher, Griinberg-

Lardenbach

GibcolLife Technologies,
Eggenstein
Gibco/Life Technologies,
Eggenstein
Gibco/Life Technologies,
Eggenstein



Zusammensetzung der verschiedenen Kulturmedien:

Inhaltsstoffe ng/'\L/I (10x) anZ”/ EM kﬂeégl‘mzs L-15
mg/L
Anorganische Salze
CaCl2-2H20 2640,00 264,00 185,00
KCl 4000,00 400,00 400,00
MgSO4-7 H20 2000,00 200,00 200,00
NaCl 68000,00 6400,00 8000,00
NaHCOs 3700,00 190,00
NaH2POs-2H20 1580,00 141,00
NagHPO4 190,00
Vitamine
D-CaPantothenat 10,00 4,00 1,00
Cholinchlorid 10,00 4,00 1,00
Folséure 10,00 4,00 1,00
i-Inositol 20,00 7,20 2,00
Nikotinamid 10,00 4,00 1,00
Pyridoxal* HCI 10,00 4,00 1,00
Riboflavin 1,00 0,40
Flavin-Mononukleotid 0,10
Thiamin*HCI 10,00 4,00
Thiaminmonophosphat 1,00
*HCl
Sonstige Komponenten
D-Glukose 10000,00 100,00
D-Gdaktose 900,00
Phenolrot 100,00 15,00 10,00
Natriumpyruvat 110,00 550,00
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Aminosauren

DL-Alanin
L-Arginin
L-ArginintHCL
L-Asperagin
L-Cystin
L-Glutamin
Glycin

L-Histidin

L-Histidin HCI*2H20

L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin
L-Lysin*HCl
L-Methionin
DL-Methionin
L-Phenylalanin
DL-Phenylalanin
L-Serin
L-Threonin
DL-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin
L-vdin

DL-Vdin

1260,00

240,00

420,00
520,00

520,00

730,00

150,00

320,00

480,00

100,00
360,00
460,00

84,00

48,00
580,00
30,00

42,00
105,00

105,00

146,00

30,00

66,00

42,00

95,00

16,00
72,00
94,00

450,00

500,00

250,00
120,00
300,00
200,00

250,00

250,00

125,00

75,00

150,00

250,00

200,00

600,00

20,00

300,00

200,00
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Weitere Bestandteile der Kulturmedien:

Penicillin-Sreptomycin Ldsung

(10000 I.E. bzw 10 mg/ml)
Fotales Kélberserum (FCS)
NU-Serum

Kulturgefale:

Gewebekulturschalen, 10 cm?, Falcon®

Gewebekulturflaschen, 25 cm?, Falcon®

(GefaR A)

Gewebekulturflaschen, 185 cm?, Falcon®
(G B)

Multiwellplatten Nunclon™ Delta,6 Wells & 10 cm?
(GefaR C)

Testsubstanzen

Die Testsubstanzen werden bei —20°C gelagert.
Ginkgo-Gesamtextrakt (LI 1370)

Ginkgolid A

Ginkgolid B

Ginkgolid J

Bilobalid

Apoptose-induzierende Substanz

Staurosporin

Enzyme und Reaktionspuffer

Die Enzyme werden bei —20°C gelagert.
Dig-Oligonuclectide-L abeling Kit
-Reaktionspuffer
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Gibco/Eggenstein

Serva/Heidelberg
PAA/Marburg

Becton Dickinson/
Heidelberg

Becton Dickinson/
Heidelberg

Becton Dickinson/
Heidelberg
Nunc/Wiesbaden

Lichtwer Pharma/Berlin

Schwabe/K arlsruhe
Schwabe/K arlsruhe
Schwabe/Karlsruhe
Sigma/Deisenhofen

Sigma/Deisenhofen

Boehringer/Mannheim



-CoClz-Lbsung

-DIG-ddUTP-L&sung

-Terminale Transferase
-Oligonuclectide, DIG-ddUTP markiert
-Glycogen-L 6sung

In-situ-Apoptosis-Detection-Kit (Apop Tag)

-Anti-Digoxigenin-Peroxidase
-Equilibration-Puffer
-Reaktions Puffer
-Stop/Wash-Puffer
-Terminale Transferase
Proteinase K

Protein Assay-Kit
-Folin-Ciocalteau’ s Phenol
-Lowry-Reagenz
Proteinstandard (BSA)
RNAse

Sonstige Chemikalien

Agarose
Anti-DIG-Antikorper/ ALP
Bisbenzimide (Hoechst 33258)
Blue/Orange Loading Dye
Borséure

Buthanol 100%

Chloroform

CSPD-L 6sung
Cytosin-D-arabinofuranosid
Diaminobenzidine (DAB)
Digoxigenin-markierter DNA-Leiter
Dihydrorhodamin 123

Dimethylsulfoxid (DM SO)

Oncor/Gaithersburg

Boehringer Mannheim

Sigma/Deisenhofen

Sigma/Deisenhofen

Boehringer Mannheim

Eurobio

Boehringer Mannheim
Sigma/Deisenhofen
Promega/USA

Riedel de Haen/ Seelze
Roth/Karlsruhe
Merck/Darmstadt
Boehringer Mannheim
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Boehringer Mannheim
Molecular Probes/
Eugene USA
Sigma/Deisenhofen



DNA-Leiter (100bp)
Eisessig
Entwicklerldsung
Ethanol 99,8%
Ethanol 70%

Ethylendiamintetraessigsdure-Tetranatriumsalz (EDTA)

Fixierldsung

Formaldehyd

Glucose

HEPES

Hydroxychinolin

Isoamylalkohol

lambda DNA

Lithiumchlorid

Magnesiumchlorid

Maleinséure

Natriumazid

Natriumcitrat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat

Papain

Phenol

Poly-L-Lysin-Hydrobromid (MG 30000-70000)
Poly-L-Lysin-Hydrobromid (MG 70000-150000)
Serumalbumin vom Rind (BSA)

Tris-Base

Tris-HCL

Trockenmilch

Trypanblau

Trypsin-Inhibitor, Typ H-O (aus Hihnereiweil3)

Tween 20

2C

Promega/USA
Riedl-de Haen
Sigma/Deisenhofen
Roth/Karlsruhe
Roth/Karlsruhe
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt
Boehringer Mannheim
Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
Fluka/Buchs
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Roth/Karlsruhe
Sigma/Deisenhofen
Riedl-de Haen
Merck/Darmstadt
Merck/Darmstadt
Gibco/Eggenstein
Roth/Karlsruhe
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Behring/Marburg
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Heirler
Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen



Wasserstoffperoxid (30%)
Xylen

Ger ateausstattung am Arbeitsplatz

Autoklav 11210

Brutschranke:

-Cytoperm

-Funktion Line, Typ B 66
Dunkelkammer

Film (DIG-Blot): x-omat
Filterpapier
Fluoreszenzspektrometer: FL 500

Gelelektrophoresegeréat:

-Electrophoresis Power Supply EPS 600
Gel el ektrophoresekammer
Entkeimungsfilter: Minisart®, 0,2 pm
Gelprinter: Gelprint 2000 i
Graphikprinter

Kolbenspritzen (10,20,50 ml)
Kihlschréanke

Magnetrihrer

Membran-V akuumpumpe

Metallkanilen, Durchmesser 1.5 mm

Mikroskope:

-Phasenkontrast-Umkehrmikroskop Diavert

-inverses Forschungsmikroskop IMT-2
-Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert 135
Mikrotiterplatten
Mikrowellenherd

Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt

Deutsch& Neumann/Berlin

Heraeus/Hanau
Heraeus/Hanau
Viessmann
Kodak
Fachhandel

Bio-Tek Instruments/USA

Pharmacia
MWG-Biotech
Sartorius/Gottingen
MWG Biotech
Sony
B.Braun/Melsungen
Liebherr
IKA-Combimag
Vacubrand GMBH
Kobe

Leitz/Wetzlar
Olympus/Japan
Zeiss/Oberkochem

Costar, Nunc
Panasonic



Nylonnetze, PorengréfRe 48 um

pH-Meter: Digital-pH-Meter 646
Pipetten

Pipettenspitzen: Art 100 E
Préparierbesteck

Spektral photometer/Plattenreader
Sterilfilter: Acrodisc

Stoppuhren

Tiefkihlschrank: Herafreeze
Transilluminator:
Trockenschrank TV 40 UT

Vortex-Geréte

Waagen:

-Mettler P 1210

-Mettler P 162

-Feinwaage

Wasserbéder
Wasserfiltrationsanlage: Milli Q

Werkbénke mit horizontaler bzw vertikaler Luftfuhrung:

-Lamin Air ELB 2448
-Envirco C 424 H
-PrettiR Typ H-1 06.12

Zentrifugen:

-Minifuge

-Biofuge 13

Zellschaber

Zentrifugenrdhrchen: Falcon (50, 15 ml)
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Tripette & Renaud/
Villeneuve-La-Garonne
Knick
Eppendorf/Hamburg
Molecular Bio Products
A. Dumont/Schweiz
Shimadzu/Japan
Gelman Sciences
Junghans
Heraeus/Hanau

MWG Biotech
Memmert/Emmendingen
Heidolph

Mettler
Mettler
Sauter/Albstadt
Rottermann

Millipore

Heraeus/Hanau
Ceag Schirp/Borken
Reinraumtechnik GmbH/

Pfullingen

Heraeus/Hanau
Heraeus/Hanau
Sigma/Deisenhofen
Becton/Dickinson



Photodokumentation

Filmmaterial: IIford HP (400 ASA), Agfa (200 ASA)

Fotoapparate:

-Contax 116 MT
Al

IIford, Agfa

Olympus/Japan
Canon/Japan



4 Methoden

4.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Die Vorbereitung der KulturgefaRe, die Préparation der Primérkulturen,
Medienwechsel, Behandlung der Kulturen sowie die Herstellung aller wahrend der
Kultivierungsdauer mit den Zellen in Kontakt kommenden Ldsungen werden auf
sterilen Werkbanken mit vertikaler oder horizontaler Luftfihrung durchgefihrt.
Glasgeréte und Metallkanilen werden bei 180°C fir zwei Stunden im Trockenschrank
hitzesterilisiert. Die fur die Kultivierung und Behandlung der Kulturen verwendeten
walkrigen Losungen werden mit Reinstwasser (Millipore) hergestellt. Wasser,
Schraubdeckel fur Flaschen, Pipettenspitzen fur Eppendorf-Pipetten und Nylonnetze
werden bei 120°C und 2 bar fir 25 min autoklaviert. Zur Sterifiltration von L&sungen
werden Membranfilter der PorengroRe 0.2 pm bzw. bel Volumina gréRer als 50 mi
Einmal-Vakuum-Filtrationsgeréte verwendet. Das Préparationsbesteck zum Anlegen der
Kulturen wird vor der Praparation fir mindestens 30 min in 70 % Ethanol eingelegt und
auRerdem wéhrend der Préparation nach nochmaligem Eintauchen in 70 % Ethanol
zusdtzlich flammensterilisiert. Alle N&hrmedien, Medienzusdtze und Kulturgefaile
werden steril bezogen. Nahrmedien sowie Ldsungen, die direkt mit Zellen in Kontakt
kamen, werden vorher in einem Wasserbad auf 37°C temperiert.

4.1.1 Telenzephalische Neuronenkulturen vom Hihnerembryo

4.1.1.1 Eier und Eierbrut

Fur die Anlage neuronaler telenzephalischer Primérkulturen aus Huhnerembryonen
werden befruchtete Hiihnereier der Rasse "WeilRe Leghorn” von der Gefliigelfarm Ch.
Thome, Biedenkopf-Wallau bezogen. Die Eier werden bei 18-20°C bis zu vier Tagen
zwischengelagert und dann bel 37.8°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-65 %
in einem Eierbrutschrank sieben Tage lang angebrditet.

Die Kultivierung primérer telenzephalischer Kulturen vom Hihnerembryo erfolgt nach
der Methode von Pettmann et al (1979).
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4.1.1.2 Vorbereitung der Kulturgefalie

Zur besseren Haftung der Zellen werden die Kulturgefa3e zundchst mit einer Losung

folgender Zusammensetzung bodenbedeckend beschichtet:

Poly-L- Lysin -L&ésung: 5 mg Poly-L-Lysin Hydrobromid
(MG 70000-100000)
3.09 mg Borséure
ad 500 ml Millipore H20

pH 8.48 ( mit 1 M NaCl eingestellt)

Die verschlossenen Kulturgefalze werden 15-24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wird die Poly-L-Lysin-Losung abgesaugt, die Kulturgefalle zweimal mit
DMEM gespiilt. Nach grindlichem Absaugen werden die Kulturgefalle mit
Kulturmedium beschickt und in den Brutschrank (37°C) gestellt, um sich der

Temperatur und dem pH-Wert der Kultivierungsbedingung anzupassen.

Volumina der verwendeten Kulturgeféze (in ml):

Gefaltyp Poly-L-Lysin DMEM Kulturmedium
Gefa A 4 4 4

GefaR B 25 25 25

GeféaR C 2 2 2




Kulturmedium fur telenzephalische Kulturen:

DMEM 500 ml

Fotales Kalberserum 100 ml
(30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert)

Penicillin-Streptomycin-Ldsung 5 ml

Préparation telenzephalischer Kulturen:

Die 7 Tage bebriteten Huhnereier werden mit 70%igem Ethanol desinfiziert und an der
stumpfen Seite Uiber dem Luftsack vorsichtig mit einer Pinzette getffnet. Der Embryo
wird freigelegt, entnommen und in einer mit DMEM geflillte Petrischale expediert.
Dann werden die Telenzephal on-Hemisphéren isoliert und in eine zweite, ebenfalls mit
DMEM gefillte Petrischale Oberfuhrt, wo sie von anhaftenden Meningen befreit
werden. Anschlieend erfolgt die mechanische Dissoziation durch ein Nylonnetz in ein
steriles Becherglas, das etwa 20 ml Kulturmedium enthédt. Die so erhatene
Primédrsuspension wird durch viermaliges Trituieren mit einer Metallkanile
(Durchmesser 1.5 mm) und einer sterilen 50 ml Kolbenspritze homogenisiert und mit
einer Aussaatdichte von 4x 10* Zellen/cm? in die KulturgefaRe tberfuhrt.

Kultivierung:

Die Zellen werden im Brutschrank bei 37°C, 5% COgz, 95 % Luft und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 90-95 % kultiviert. Nach zwei Kulturtagen erfolgt ein Wechsel des
Kulturmediums. Unter diesen Bedingungen bestehen die Kulturen bis zum siebten
Kulturtag nahezu ausschliefflich aus Neuronen (98 % der Zellen binden Tetanus-Toxin,
ein typische Eigenschaft von Neuronen, die restlichen 2% sind Gliazellen, Pettmann et
al., 1979).
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4.2 Hippocampale Mischkulturen von neugeborenen Ratten

4211 Tiereund Tierhaltung

Zur Kultivierung primarer hippocampaler Neurone werden neugeborene, maximal 24
Stunden alte Ratten verwendet, die aus der institutseigenen Zucht stammen. Die Tiere
werden in einem vollklimatisierten Tierstall bei 23°C, einer relativen Luftfeuchte von
55 % sowie einem zwdlfstindigem Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Elterntiere

haben freien Zugang zu Trinkwasser und Standardfutter.

Primére hippocampale Kuturen von neugeborenen Ratten wurden modifiziert nach der
Methode von Bernd Sengpiel (1998).

Vorbereitung der Kulturgefaie:

Vor der Beschichtung werden Glasdeckglaschen (25 mm Durchmesser) in die
Petrischalen eingelegt. Die Deckglaschen sind UV-durchléssig und kdnnen daher zur
fluorimetrischen Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies eingesetzt werden. Am Tag
vor der Préparation werden die Kulturgeféi3e zur besseren Haftung der Zellen mit einer

frisch hergestellten Poly-L-Lysin-L&sung der folgenden Zusammensetzung beschichtet:

Poly-L- Lysin - Lésung: 1 mg Poly-L-Lysin Hydrobromid
(MG 30000-70000)
5 ml Borsdure- Losung (1.25 %)

5 ml Natriumborat- Lésung (1.91 %)

Die KulturgeféRe werden bei Raumtemperatur inkubiert. Am néchsten Tag wird die
Poly-L-Lysin-Losung entfernt und die Schalen vierma mit 2 ml sterilem Wasser
gesplilt. Dabel wird zwischen den ersten beiden Spulvorgéngen 20 min gewartet; nach
erneuter Zugabe von 2 ml sterilem Wasser wird nach einer Wartezeit von mindestens 6
Stunden der Spilvorgang nochmals wiederholt. Danach werden die Schalen
trockengesaugt und kurz vor der Praparation mit 2 ml MEM Il beschickt und bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Auf diese Weise werden Temperatur und pH-Wert des

Mediums den Kultivierungsbedingungen angepal3t.
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Kuturmedium:

MEM II (serumhaltig mit L-Glutamin)

MEM 10 ml
D-Glucose-L 6sung (20 %) 2.5ml
NaHCOz-L ésung (4.4 %) 5.0ml
Penicillin-Streptomycin-L 6sung 0.2ml
L-Glutamin-L&sung 1.0 ml
NU-Serum® 10 ml
Millipore H20O ad 100 ml
Préparation:

Waéhrend der Préparation werden drei verschiedene Praparationsl dsungen verwendet:

3 ml Serumalbumin vom Rind (BSA)
15 ml Leibovitz's L-15 Medium

Lésung 1:

. 3 mg Papain
Losung 2:
3 ml Lésung 1

50 mg BSA
Losung 3: 50 mg Trypsin-Inhibitor
5ml MEM II

Losung 1 wird auf zwei Petrischalen verteilt: eine grof3e Schale zur Zwischenlagerung
der entnommenen Gehirne und eine paraffinbeschichtete Schale zur Isolierung der
Hippocampi. Die maximal 24 Stunden alten Ratten werden mit Ethanol abgespritzt und
dekapitiert. Nachdem die $héadelkalotte aufgeschnitten und das Gehirn freiprapariert
worden igt, erfolgt die Uberfilhrung des Gehirns in eine Schale mit Lésung 1. Nach der
Isolierung des Gehirns wird dieses in eine groRRere paraffinbeschichtete Petrischale
Uberfihrt. Das Cerebellum wird mit einer Mikroschere entfernt, die beiden
Hemisphéren voneinander gelést und das Striatum abgetrennt. Der nun als

halbmondférmige Struktur sichtbar gewordene Hippocampus kann jetzt am Stiick
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isoliert und in der sauberen Schale mit Lésung 1 gesammelt werden. Anschlief3end
werden noch anhaftende BlutgeféRe entfernt, die gesduberten Hippocampi in die
vorgewdrmte Papainlésung Uberfihrt und 20 min bei 37°C unter einmaligem
Umschwenken in einem Wasserbad inkubiert. Danach wird die Papainlésung
abgezogen und das Gewebe wird daraufhin mit Pasteurpipetten durch Triturieren in
MEM Il mechanisch dissoziiert. Die scharf geschnittene Schnittkante an der Offnung
der Pasteurpipette wird zuvor in der Flamme des Bunsenbrenners rundgeschmolzen,
wobei darauf geachtet wird Pipetten mit unterschiedlicher Offnungsweite zu erhalten. In
der ersten Stufe der Trituration werden die Gewebsstiicke in einer weitlumigen
Pasteurpipette langsam achtmal hochpipettiert und wieder ausgeblasen. Nach
funfmindtiger Wartezeit, in der sich noch richt dissoziierte Gewebeteile am Boden
absetzen, wird der Uberstand in ein Zentrifugenrohrchen Gberfiihrt. Zur Dissoziation des
Bodensatzes wird der beschriebene Triturationsvorgang noch zweimal mit
englumigeren Pasteurpipetten wiederholt. Die Zellsuspension aus den gesammelten
Uberstanden wird dann vorsichtig mit der auf Raumtemperatur eingestellten Lésung 3
Uberschichtet und fur 10 min bei 600 x g und 20°C in der Minifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und das Zellsediment mit ca. 5 ml MEM |1 aufgeschwemmit.
Mit Hilfe eines Neubauer-Hamozytometers wird die Zellzahl in 0.1 pl bestimmt und die
Zellsuspension gegebenenfalls noch so verdinnt, dal3 schliefdlich 120 bis 160 Zellen in
0.1 pl gezshlt werden. In die vorbereiteten Kulturschalen (10 cm?) werden jeweils 200
pl dieser Suspension ausgesit, was einer Zahl von 2.5 -3 x 10% Zellen/cm? entspricht.

Kultivierung:

Die Zellen werden im Brutschrank in einer Atmosphére aus 5 % COp, 95% L uft, 90-
95% relativer Luftfeuchte und 37°C kultiviert. Um einer starken Gliaproliferation
entgegenzuwirken, wird den Kulturen am 2. Kulturtag fir 48 Stunden Cytosin-3-D-
arabinofuranosid zugesetzt. Die Behandlung wird durch Austausch des Kulturmediums
beendet. Es erfolgte kein weiterer Medienwechsel. Die Zellen werden bis zu einer

Kultivierungsdauer von maximal 14 Tagen verwendet.



4.2.2 Vitalitatsbestimmung

Die Vitalitat der Neurone wurde mit Hilfe der Farbstoffausschlumethode (Paul, 1975)
bestimmt. Trypanblau kann als saurer Farbstoff die Zellmembran intakter Zellen nicht
penetrieren und vitale Zellen bleiben daher farblos. Bei geschédigten Zellen ist die
Zellmembran jedoch permeabel fur den Farbstoff und die Zellkérper férben sich blau.

Zusammensetzung der Trypanblau-L &sung:

TrypanblauwLésung: 400 mg Trypanblau
810 mg NaCl
60 mg K2HPO4
ad 100 ml H20

12 bzw. 24 Stunden nach Wirkstoffbehandlung wird das Medium der Kulturflaschen
(25 cm? Wachstumsfléche) abgesaugt und die Zellen fir 5 min mit 5 ml 0,4 %iger
Trypanblau-Losung bei 37°C inkubiert. Die Farbstoffinkubation wird durch
vorsichtigen Austausch der TrypanblawLOsung gegen PBSLOsung beendet. Unter
einem Phasenkontrast-Umkehrmikroskop wird dann bei 200facher VergrofRRerung die
Vitalitdt der Neurone mit Hilfe eines Zellquadrats bestimmt. Es werden pro
Kulturflasche randomisiert 8 Stellen ausgezéhit. Die Schadigung in einem Kulturgeféa

werden in Prozent geféarbter Neurone in Bezug auf die Gesamtneuronenzahl angegeben.

4.2.3 Kernférbung mit Hoechst 33258

Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 wird zuerst in H2O bidest (1 mg/ml) und dann
in Methanol (10 pg/ml) aufgeldst. Mit dieser Losung werden die fur 12 bzw. 24 Stunden
mit Wirkstoff behandelten Kulturflaschen nach Absaugen des Mediums einmal gesplilt,
dann fur 15 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach werden die Zellen einmal
mit Methanol und einmal mit phosphatgepufferter Salzlésung pH 7.4 (PBS) gespilt.
Nach Zugabe von 4 ml PBS werden die Neuronen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop
(EX=345-360 nm) untersucht. Der Fluoreszenzfarbstoff interkaliert mit der DNA der
Zellen und macht so die Morphologie der Kerne sichtbar. Zellen, deren Kern verkleinert
ist, die eine intensive Fluoreszenz aufweisen (welche durch die Chromatinkondensation
verursacht wird) oder deren Kern fragmentiert erscheint, werden als apoptotische Zellen

betrachtet.
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4.2.4 DNA-Isolierung

Das Medium aus der Kulturgewebeflasche wird bis auf ca 8 ml in ein 50 mk
Eppendorf-Roéhrchen abgegossen. Der Zellrasen wird mit Hilfe eines sterilen
Zellschabers (Sigma) sorgféltig abgelost und mit dem verbliebenen Restmedium
ebenfalls in das Eppendorf-Réhrchen pipettiert. Unter dem Mikroskop wird die
Kulturflasche auf ev. haftengebliebene Zellen inspiziert, gegebenenfalls noch einmal
mit ca. 5 ml DMEM angefllt, ausgeschabt und die Zellsuspension in das Rohrchen
pipettiert Dieses wird bei 3000 x g fur 15 min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
abgezogen worden ist, werden 15 ml Vorwaschpuffer in das Réhrchen gegeben und das

Pellet mehrmal's aufpipettiert.

Zusammensetzung des Vorwaschpuffers (fir 100ml):

Vorwaschpuffer (100 ml): 0.1 M EDTA (20 mI/100 ml)
2 M Tris-Cl (20 mI/100 ml)
60 ml H20
pH-Wert 8.0

Die in dem Vorwaschpuffer gelosten Zellen werden wieder 15 min bei 3000 x g
zentrifugiert, der Vorwaschpuffer wird abgegossen (Vorgang ev. wiederholen). Nun
fugt man Lysispuffer zu dem Zellpellet hinzu und l6st es durch mehrmaliges auf- und
abpipettieren, bevor Proteinase K (25 mg/ml bidest) beigegeben wird.

Zusammensetzung des Lysispuffers (100 ml):

Lysispuffer (100 ml): 0.1 M EDTA (20 ml/100 ml)

0.2 M Tris-Cl (20 ml/100 ml)
pH-Wert 8.0

10 ml SDS 10 %
50 ml H20 bidest

31



Herstellung 10%iger SDSLsung:

SDSLdsung (10 ml): 120 pl Natriumdodecylsulfat (10%)
4 ml Polyacrylamid

2.4 ml Tris-HCI

5.48 ml H20 bidest

Die Menge des Lysispuffers und der Proteinase K ist abhéngig von der GrofRe bzw. des
Gewichts des Zellpellets.

Menge an Gewebe (inmg) 15 20 30 40
Gesamtmenge (in pl) 1200 1600 2400 3200
Lysispuffer ( ohne SDS) 1020 1360 2040 2720
10 % SDS 120 160 240 320
Proteinase K (25 mg/ml) 60 80 120 160

Diese Lésung wird tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Phenol extraktion:

Als né&chster Schritt erfolgt die Phenolextraktion, de der Entfernung von
verunreinigenden Proteinen in der DNA dient und enzymatische Reaktionen verhindern
hilft. Das hinzugefiigte Hydroxychinolin férbt die Phenolphase gelb und wirkt
aulBerdem als Antioxidanz, Teilinhibitor der RNAse und Metallionenchelator (Kirby,
1956).

Herstellung der Phenol-/ T E-Stamml8sung:

250 g Phenol in 200 ml 1 M Tris-HCI (pH 8.0) l6sen

250 mg Hydroxychinolin hinzufugen

1x Unterphase (= Phenolphase) mit 200 ml 1M Tris-HCI (pH 7.0) extrahieren
2x mit 200 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7.0) extrahieren

mit Tris-HCI (pH 7.0) Uberschichten
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Bei der Phenolextraktion von DNA wird der wésserigen Phase ein gleiches Volumen
Phenol/TE zugesetzt, die beiden Phasen mittels Vortex emulgiert und durch 5-minitiges
Zentrifugieren bei 3000 x g wieder aufgetrennt. Ausgefallene Proteine ssmmeln sich in
der Phenol- und Interphase. Die wasserige Oberphase wird vorsichtig abgenommen und
in einem neuen Eppendorf-Réhrchen mit halbem Volumen Phenol/TE und halbem
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol erneut aufgeschiittelt. Wiederum schliefdt sich ein
5-mindtiger Zentrifugationsschritt bei 3000 x g an, um die Phasentrennung zu
beschleunigen. Das Chloroform verbessert die Trennung von wél3riger Oberphase und
Interphase. Ein weiteres Ma wird die wasserige DNA-haltige Oberphase vorsichtig
abgenommen und in einem neuen Eppendorf-Réhrchen mit gleichem Volumen
Chloroform/lIsoamylalkohol extrahiert. Phenolreste bleiben in der organischen
Unterphase  zuriick. Cave:  Wéhrend  Original-Eppendorf-Réhrchen  die
Chloroformhaltigen-Zentrifugationsschritte schadlos tiberstehen, platzen Billig-Imitate
hierbei regelméRig! Die wésserige Oberphase wird abgenommen und in zweifachem
Volumen eiskaltem Ethanol abs. 5 min bei —80°C geféllt. Die geféllte DNA wird dann
entweder fiir 10min bei 13000 x g pelletiert, der Uberstand abgenommen und verworfen
oder — bei ausreichend grof3er Flocke — mittels einer unter der Flamme gebogenen und
vorne dichtgeschl ossenen Glaspipette aus dem Eppendorf-Rohrchen gefischt. Das Pellet
wird nochmalsin 70 % Ethanol gereinigt, getrocknet und in ca. 100 pl TE-Puffer geldst.

Gelelektrophorese:

Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Makromolekilen: Abhangig
von ihrer Masse, ihrer Ladung und ihrer Konformation bewegen sie sich unterschiedlich
schnell im elektrischen Feld durch die Poren des Gels. DNA-Molekile sind durch ihre
Phosphatgruppe negativ geladen und wandern daher zum Pluspol (Anode, erhélt per
definitionem rote Stecker, Kabel und Buchsen). Kleine Fragmente laufen schneller als
grof3e, Supercoil-Konformationen shneller als lineare DNA und relaxierte zirkulére
DNA. Die Konzentration des Gels richtet sich nach der Grof3e der aufzutrennenden
DNA-Molekille: je kleiner ihre GroR3e, desto hher mul die Gel-Konzentration gewahlt

werden. Fur die vorliegenden Versuche wurden 1.8%ige Agarose-Gele hergestellt.



DNA-Agarosegel:

1.8 g Agarose werden abgewogen und in einem Erlenmeyer-Kolben in 100 ml 1xTAE
suspendiert, bei 100°C aufgekocht und unter laufendem Wasser auf 63°C abgekiihlt.
Die Fuge zwischen Gelrahmen und Kammerboden wird zunédchst mit flissiger Agarose
abgedichtet. Wenn sie erhértet ist, wird der Kamm in Position gebracht und das Gel in
die Elektrophoresekammer gegossen. Luftblasen storen die Wanderung der spéater
aufgetragenen DNA und mussen daher vermieden werden. Das Gel ist nach ca. 30 min
fest und wird bis etwa 0.5 cm Uber der Geloberflache mit 1x TAE-Puffer als Laufpuffer

Uberschichtet.

TAE-Puffer (1000 ml): 48.4 g Tris
20 ml EDTA (0.5 M)
11.4 ml Eisessig
ad 1000 ml aqua bidest
pH-Wert 8.3

Dann kénnen vorsichtig Rahmen und Kamm entfernt werden. Vor dem Auftragen der
Proben in die Geltaschen wird 1/10 des Probenvolumens an Auftragmix (loading dye,
enthdlt Bromphenolblau und Glyzerin) zur Probe pipettiert. Dieser erhoht das
spezifische Gewicht der Probe und soll dadurch beim Einlaufen ins Gel das
Diffundieren der Probe aus der Geltasche reduzieren. Bromphenolblau als
Farbkomponente im Gel-Auftrag-Mix 183t erkennen, wie weit die DNA im Gel gelaufen
ist. Die DNA soll rasch ins Gel einlaufen. Es wurde eine Spannung von 100 V gewahlt.

Anférben des Gels:

Nach beendetem Lauf auf dem Gel wird die DNA in wélriger Ethidiumbromidlésung
(Endkonzentration 1 pg/ml) angeféarbt. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA-Helix
und wird als Fluoreszenzfarbstoff im UV-Licht bei 254 nm oder 306 nm sichtbar. Zur
Dokumentation kdnnen die so sichtbaren DNA-Banden unter UV-Durchlicht mit einer
Spiegelreflex- oder Soforthildkamera mit vorgeschaltetem Orangefilter photographiert
werden. Er loscht die UV-Strahlung und ist fur die Fluoreszenz des Ethidiumbromids

durchlassig.
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4.2.5 TUNEL-F&rbung

In der fortgeschrittenen Phase der Apoptose wird die DNA durch Endonucleasen
zwischen den Nucleosomen gespalten. Dabei entstehen Fragmente von 180 bp und
deren Vielfachen mit 3'-OH-Enden, die in den Nuclei der Zellen lokalisiert sind. Diese
3'-OH-Enden werden durch die TUNEL-Féarbung (Gavrieli et al., 1992) sichtbar
gemacht: an die Enden wird dUTP-Digoxigenin durch die Terminae
Desoxyribonucleotid-Transferase (TdT) angehéngt. TdT ist ein Enzym, welches eine
von “templates’ unabhangige Anlagerung von Desoxyribonucleotid-Triphosphaten an
3'-OH-Enden einzel- oder doppelstrangiger DNA Kkatalysiert. Die eingebauten
Nucleotide bilden ein zufélliges Heteropolymer aus Digoxigenin-11-dUTP und —dATP.
Die Ratio daraus wurde fir die Anti-Digoxigenin-Antikdrper-Bindung optimiert.
Danach wird ein Anti-Digoxigenin-Antikdrper - konjugiert mit Peroxidase - zugegeben.
Die Peroxidase —gekoppelte Reaktion wurde mit Diamenzobenzidin durchgefihrt.
Unmittelbar vor dem Versuch sind einige Ldsungen frisch herzustellen:

TdT -Ldsung -Verdinnung des TdT -Enzyms mit
Reaktionspuffer im Verhaltnis 1:3
(z.B. 1 Tropfen (32 pl) TdT -Enzym
+ 2 Tropfen (64 pl) Reaktionspuffer/
2 Areale im Zellmonolayer

-TdT -Losung auf Eis stellen

Stop/Wash-Puffer -Verdinnung des Stop/Wash-Puffer-
Konzentrats mit H2O: 1 ml Puffer
+ 34 ml H20 bidest

-Stop/Wash-Puffer bei 37°C inkubieren

PBS Puffer 50 mM NaH2PO4 (7.8 g/l)

(TUNEL-spezifisch): 200 MM NaCl (11.76 g/l)

pH-Wert 7.4




Diaminobenzidin- -0.05% Diaminobenzidin (DAB) in PBS
Peroxidase-L 6sung: (im Dunkeln aufbewahren)

-filtrieren

-H202 hinzugeben
(Endkonzentration von H202 0.02%)

Die fur diesen Versuch verwendeten hippocampalen Rattenzellkulturen werden fir 10
Tage kultiviert. 24 bzw. 12 Stunden nach Zugabe der Testsubstanzen wird das Medium
abgesaugt und der Zellmonolayer bei -20°C in Methanol fixiert. Nach 20 min wéscht
man den Zellrasen zweimal fir 5 min in PBS. Zum quenchen der endogenen Peroxidase
inkubiert man die Zellen fir 5 min bei 20°C in 2%igem H202 in PBS (1 ml 30% H202 +
5 ml PBS). Nochmals erfolgt zweimal 5minitiges Waschen des Zellmonolayers mit
PBS. Die Flussigkeit mul? grindlich abgesaugt werden und der Zellrasen wird
getrocknet, bevor ein Areal im Zellmonolayer mit Pap-pen umkreist wird. (Der Pap-pen
verhindert durch seine lipophile Eigenschaft das Diffundieren der aufzutragenden
Ldsungen). Pro Areal werden 2 Tropfen Equilibration-Puffer (Apop Tag-Detection-Kit,
Oncor) aufgetragen. Nach 30 min Inkubation bei 20°C wird der Equilibration-Puffer
entfernt und 50 pl TdT -L6ésung zupipettiert. Bei der Negativkontrolle wird anstelle der
TdT-Lésung 1 Tropfen HoO und 2 Tropfen Reaktionspuffer verwendet. Die
Zellmonolayer werden fir mindestens 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dem
Absaugen der TdT-Losung wird den Zellmonolayern ca. 60 pl Stop/Wash-Puffer
zugegeben, der 10 min bei 20°C einwirken mu3, bevor die Zellrasen dreimal fir 5min
mit PBS gewaschen werden. Im Anschlul erfolgt die 30-mindtige Inkubation bei 20°C
mit 2 Tropfen Anti-Digoxigenin-Peroxidase-L 6sung (Apop Tag-Detection-Kit, Oncor)
pro Areal. Erneut werden die Zellen 3mal fur 5 min mit PBS gewaschen. Danach wird
die 0.05%ige DAB-L6sung auf die Areale pipettiert. Unter dem Durchlicht-Mikroskop
beobachtet man nach 3-6 min eine Braunférbung einiger Zellen; zu diesem Zeitpunkt

muf’ die Lésung durch 3maliges Waschen mit PBS (jewells ca. 1 min.) entfernt werden.
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4.2.6 DIG Oligonudeotide 3'-End Labeling und gelelektrophoretische

Auftrennung nach Molekulargewicht

Oligonucleotide werden enzymatisch durch Terminale Transferase an ihren 3'-OH-
Enden durch Einfugen von Digoxigenin-markierten Dideoxyuridin-Triphosphat (DIG-
ddUTP) markiert, anschlielend bindet daran ein anti-Digoxigenin-Antikdrper,
gekoppelt mit alkalische-Phosphatase. Die Detektion erfolgt durch Chemolumineszenz
mit CSPD-L 6sung [Dinatrium 3-(4-methoxyspirof 1,2-dioxetan-3,2"-(5"-
chlor)tricyclo[3.3.1.137]decan}-4-yl)phenylphosphat].

In Mikrozentrifugen-Rohrchen (0.6 ml), die in Eis stehen, wird die Probe (isolierte
DNA) folgendermal3en gemischt:

Proben-Gemisch: 4 pl Reaktionspuffer

4 ul CoClz-Ldsung

10 pl Probe

1 pl Terminale Transferase
1 pl Digoxigenin markiertes

Dideoxyuridin-Triphosphat (DIG-ddUTP)

Positivkontrolle: 4 pl Reaktionspuffer

4 pl CoClz-L ésung

5 pl nicht-markierte Oligonucleotide

1 pl Terminale Transferase

1 pl Digoxigenin markiertes
Dideoxyuridin-Triphosphat (DIG-ddUTP)

5ul H20
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Negativkontrolle: 4 pl Reaktionspuffer

4 ul CoClz-Lésung

5 pl nicht-markierte Oligonucleotide

1 pl Digoxigenin markiertes
Dideoxyuridin-Triphosphat (DIG-ddUTP)

6 pl H20

Die Gemische werden bei 37°C fur 15 min inkubiert. Um die Reaktion nach dieser Zeit
zu stoppen, verdinnt man 1 pl Glycogen-Lésung mit 200 pl 0.2 mM EDTA-L&sung
und gibt zu jeder Probe 2 pl der Verdiinnung. Zur Féllung der Oligonuclectide pipettiert
man 2.5 pl 4 M LiCl-Lésung und 75 pl 100%iges Ethanol, das auf —20°C vorgekuhit
wurde, in jedes Tube und mischt gut durch. Uber Nacht werden die Proben bei —70°C
eingefroren. Nach dem Auftauen werden sie bei 12000 x g zentrifugiert, die Pellets mit
50 pl 70%igem Ethanol gewaschen und so lange getrocknet, bis definitiv keine Ethanot
Reste mehr vorhanden sind. Sie werden in einer geeigneten Menge destilliertem Wasser
resuspendiert und in ein Elektrophorese-Gel eingebracht. (Vorgehen s. unter

Gelelektrophorese).

4.2.7 DIG-Blot-Detection

Nach der Gelelektrophorese wird das Gel 30 min bei 20°C in Denaturierungspuffer

inkubiert.

Denaturierungspuffer: 0.5 M NaOH (20 g/l)

1.5M NaCl (88.2 g/l)

Danach inkubiert man es 2x 15 min in Neutraisationspuffer, da der
Denaturierungspuffer sehr alkalisch ist:
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Neutralisationspuffer: 0.5M Tris-HCI (78.5 g/l)
3 M NaCl (176.4 g/l)

pH-Wert < 9!

Fur den Blot wird das Filterpapier genau nach den Mal3en des Gels zurechtgeschnitten.
Zuerst werden 20 dicke Filter, 8 diinne Filter, 2 feuchte dicke Filter und eine feuchte
Transfermembran Ubereinandergestapelt. Dann wird das Gel aufgelegt und mit 3

diinnen Filtern tberschichtet. Die feuchten Filter wurden vorher in 20x SSC eingelegt.

SC: 175 g/l NaCl

88.2 g/l Na-citrat

pH-Wert 7.0

Das Gel wird Uber Nacht geblottet. Zur Fixierung wird die Membran am néchsten Tag
fir 2-3 Minuten unter UV-Licht (254 nm) gelegt.

Detektion:

Um unspezifische Enden zu blocken wird die Transfermembran fir 30 min in

Blockreagenz inkubiert.

Blockreagenz: 3% Milchpulver in PBS

Fir weitere 30 min wird die Transfermembran im Blockreagenz, zu dem man im
Verhaltnis 1:10000 Anti-DIG-Antikdrper-ALP (Boehringer Mannheim) hinzugefigt
hat, inkubiert. Danach erfolgt die 2 x 15 miniitige Inkubation in Waschpuffer.



Waschpuffer: 0.1 M Maleinséure (11.6 g/l)
0.15 M NaCl (8.76 g/l)
3% Tween 20

pH-Wert 7.5 (mit NaOH einstellen)

Waéhrend dieser Zeit stellt man den Detektionspuffer her, in dem die Transfermembran

wieder fur 2 x 15 min inkubiert wird.

Detektionspuffer: 0.1 M Tris-HCI (3.14 g/200 ml)
0.1 M NaCl (1.17 g/200 ml)

0.05 M MgCl, wasserfrel
(0.95 /200 ml)

pH-Wert 9.5

In einer Verdinnung von 1: 100 wird CSPD-L 6sung in Detektionspuffer gemischt. Die
Transfermembran wird in eine Plastikhille mit CSPD-Losung eingeschweild. Die
Membran wird fur 10 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wird die Plastikhille
entfernt, die Transfermembran auf einer Glasplatte gelagert und eine Folie faltenlos
Uber die Membran gezogen. Auf die Membran wird ein lichtempfindlicher Film gelegt,
so daf? an alen Digoxigenin-markierten Stellen eine Schwarzférbung des Films erfolgt.

Filmentwicklung:

In der Dunkelkammer wird nun ein Film (X-omat, Kodak) fur 12-24 Std. aufgelegt, der
dann 4 min in Entwicklerldsung, 1 min in H,O und 10 min in Fixierlésung inkubiert

wird.
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4.3 Statistik

Die Ergebnisse sind as Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus n Versuchen
angegeben.
Bei homogenen Varianzen wurde die einfache Varianzanalyse mit nachfolgendem
ANOVA und post— hoc - Scheffé — Test durchgefihrt.
Die Irrtumswahrscheinlichkeiten sind folgendermalien dargestellt:
Irrtumswahrscheinlichkeit p: <0.05 <0.01 <0.001
Symbol: * *x *xk
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5 Ergebnisse

5.1 Wirkung des Gesamtextraktes in verschiedenen Konzentrationen
auf  durch Serumentzug  oder Staurosporinbehandlung
geschadigte Neurone von telenzephalischen

Hihnerembryonenkulturen

5.1.1 Vorbemerkung

Als erstes screening wurde die TrypanblauFarbstoffausschluRmethode angewandt, bei
der der Farbstoff nicht durch intakte Zellmembranen penetriert und dadurch nur
geschadigte Zellen anférbt. Es ist nicht moglich, bei dieser Methode zwischen
nekrotischen und apoptotischen Zellen zu unterscheiden.

In neuronalen Primérkulturen von telenzephalischen Hihnerembryonen wurde nach 5
Tagen durch Serumentzug der Zelltod induziert. Gleichzeitig wurde eine Behandlung
mit dem Gesamtextrakt EGb 761 in ansteigender Konzentration von 0.1 — 100uM
durchgefuihrt.  Als Kontrollgruppe dienten in den urspriinglichen Bedingungen
gewachsene Hihnerembryonenkulturen, denen Gesamtextrakt hinzugefugt wurde. Nach
24 Stunden erfolgte die Farbung mit Trypanblau und die Auszéhlung der toten Zellen

unter dem Lichtmikroskop.

5.1.2 Darstellung durch Serumentzug geschadigter Neurone von
telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Es zeigt sich , dal? eine Zugabe von 100 uM EGb signifikant einen neuronalen Schaden

bei Serumentzug vermindert.
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Behandlung Gesamtextrakt (UM) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 24.01+4.78
0.1 21.85+1.95
1.0 18.43+ 7.75
10 11.97 + 2.88
100 12.45+6.10

Medium ohne Serum 0 35.21+9.54
0.1 32.21+5.37
1.0 29.12 + 4.88
10 27.85+ 2.59
100 22.31+4.30 **

Tabelle 2: EGb schitzt kultivierte Hihnerneurone vor einer Schadigung durch
Serumentzug. Kultivierte Hithnerneurone wurden nach 5 Tagen fir 24 h in
DMEM mit und ohne Serum in An- und Abwesenheit von Egb inkubiert.
AnschlielRend wurde die Vitalitat durch die Trypanblaufar bstoffausschlufimethode
bestimmt. Dar gestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht
Versuchen. ** p< 0.01im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

5.1.3 Darstellung durch Staurosporin  geschadigter Neurone von
telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Unter denselben Versuchsbedingungen wurden die Neuronen mit Staurosporin, einem
starkem Induktor der Apoptose (Koh et al., 1995, Wiesner and Dawson, 1996),
geschéadigt. Es zeigt sich bereits bei einer Konzentration von 0.1 pM eine signifikante
Abnahme des neuronalen Schadens. Eine noch starkere Signifikanz der neuronalen
Schédigung zeigte sich bei einer Zugabe von 10 bzw. 100 uM EGb.

Auch eine Behandlung mit dem Gesamtextrakt in Konzentrationen von 1, 10 und 100
UM drei Stunden vor Beginn einer neuronalen Schadigung durch Staurosporin fiihrte zu
einem signifikanten Riickgang der geschédigten Neuronen.



Behandlung Gesamtextrakt (uM)  Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 24.92 £ 7.08
Medium mit Staurosporin 0 83.09 + 2.97
0.1 77.28 £ 3.50 *
1.0 79.28 + 1.98
10 71.06 £ 2.51 ***
100 59.30 £ 1.83 ***
Vorbehandlung
mit EGb 1.0 68.47 £ 4.28 ***
10 53.73 £ 3.04 ***
100 50.06 £ 1.69 ***

Tabelle 3: EGb schitzt kultivierte Hilhner neurone vor einer Schadigung durch
Staurosporinbehandlung. Kultivierte Hihner neur onewurden nach 5 Tagen fur 24
hin DMEM mit und ohne Staurosporinbehandlung in An- und Abwesenheit von
Egb inkubiert. AulRerdem wurde eine Versuchsreihe drei Stunden vor der

Staurosporinbehandlung mit Egb in ver schiedenen Konzentrationen behandelt.
Anschliel3end wurde die Vitalitat durch die Trypanblaufar bstoffausschlumethode
bestimmt. Dargestellt sind dieMittelwerte und Standar dabweichungen aus acht
Versuchen. ** p< 0.01im Vergleich zur serumhaltigen Kontrollewurde durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

5.1.4 Darstellung von apoptotischen Neuronen einer telenzephalischen
Huhnerembryonenkultur durch die Farbung mit Hoechst 33258 nach

Serumentzug bzw.Staur osporinbehandlung

Den funf Tage alten telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen wurde Serum
entzogen bzw. Staurosporin zugegeben, siehe oben. Gleichzeitig wurde eine
Behandlung mit dem Gesamtextrakt EGb (0.1 — 100puM) durchgefiihrt. Gesamtextrakt
wurde auch den Kontrollgruppen zugegeben.. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung
durch die Farbung mit Hoechst 33258 und die Auszdhlung der Zellen mit apoptotisch
verénderten Kernen unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die graue Saule zeigt mit
Staurosporin geschadigte Neuronen, die mit Gesamtextrakt 10 uM vorbehandelt worden

waren.
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Bereits in geringer Konzentration (1.0 pM) ist Egb in der Lage den Prozentsatz
apoptotischer Neurone zu senken.

Apototische Neurone in %
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T * %k
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Konzentration von EGb (mg/l)

Abb. 3: EGb reduziert eine durch Serumentzug induzierte neur onale Apoptose.
Kultivierte Hihnerneurone wurden nach 5 Tagen in Kultur fiir 24 h das Serum
entzogen (gelbe Séulen) in An- und Abwesenheit von EGb inkubiert. Der

Prozentsatz apoptotischer Neurone wurde nach Férbung der Kerne mit Hoechst
33258 bestimmt. Dar gestellt sind die Mittelwerteund Standardabweichungen aus

acht Versuchen. ** p< 0.01im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch
die Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

Es zeigt sich, da3 Konzentrationen von 10 bzw. 100 pM Gesamtextrakt bei einer
Staurosporinschadigung den Prozentsatz apoptotischer Neurone signifikant vermindern
kénnen. Auch mit 10 uM Gesamtextrakt vorbehandelte Neuronen senken signifikant
den Prozentsatz apoptotischer Neurone. Es wird jedoch keine Verbesserung im
Vergleich zu Neuronenkulturen gesehen, die mit derselben Konzentration des

Gesamtextraktes behandelt wurden, jedoch ohne Vorbehandlung.
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Abb.4: EGb reduziert eine Staurosporin induzierte neuronale Apoptose.
Kultivierte Hihnerneurone wurden nach 5 Tagen in Kultur fiir 24 h das Serum
entzogen und mit 200 nM Staur osporin (rote Saulen) in An-und Abwesenheit von
EGb inkubiert. Die graue Séaule zeigt eineVersuchsreihe, die drei Stunden vor der
Staurosporinbehandlung mit Egb in behandelt wurde. Der Prozentsatz

apoptotischer Neurone wurde nach Farbung der Kerne mit Hoechst 33258
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standar dabweichungen ausacht

Versuchen. ** p< 0.01im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

5.2 Darstellung von geschadigten Neuronen einer hippocampalen
Rattenkultur durch die Farbung mit TUNEL

5.2.1 Vorbemerkung

Die TUNEL- Férbung interkaliert an 3' OH-Enden fragmentierter DNA. Briiche der
DNA kommen nicht nur bei der Apoptose, sondern z.B. auch bei Mitose und der spéten

Phase der Nekrose vor.
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Da die Neuronen der Rattenkulturen nur mit Staurosporin geschadigt wurden, welches
eine reine Apoptose provoziert, kann man davon ausgehen, da3 der erhebliche Anteil
gefarbter Zellen apoptotisch ist.

5.2.2 Wirkung des Gesamtextraktesin ver schiedenen Konzentrationen auf durch
Staurosporinbehandlung geschadigte Neurone von hippocampalen
Rattenkulturen

Es zeigt sich, dal3 Konzentrationen von 100 pM Gesamtextrakt auch bei mit
Staurosporin geschadigten Neuronen der hippocampalen Rattenkulturen die Rate der

apoptotischen Neurone (siehe oben) signifikant vermindern kénnen.
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Abb. 5: EGb schiitzt hippocampale Kulturen von Ratten vor einer Schadigung
durch Staurosporinbehandlung. Kultivierte hippocampale Neurone von Ratten
wurden nach 10 Tagen fir 24 h in DMEM mit und ohne Staurosporinbehandlung
in An-und Abwesenheit von Egb inkubiert. AnschlieRend wurde der prozentuale
Anteil geschadigter Neurone durch die TUNEL — Farbung bestimmt. Dar gestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p<0.01

im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse,
Scheffé — Test ermittelt.
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5.3 Wirkung von Ginkgolid A auf durch Serumentzug oder
Staurosporinbehandlung geschadigte Neurone von

telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen
5.3.1 Vorbemerkung
Es galten dieselben Versuchsbedingungen der Vitalitdtsmessung wie bei dem Versuch

5.1.1 mit dem Gesamtextrakt.

5.3.2 Darstellung durch Serumentzug geschadigter Neurone von
telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Ginkgolid A fihrte auch in der hdchsten gewdahlten Konzentration nicht zu einer
Verbesserung der Zellvitalitét nach Serumentzug (Tabelle 5).

Induktion von Apoptose  Ginkgolid A (UM) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 14.99 £ 4.10
0.01 13.90 + 3.68
0.1 12.71 + 4.50
1.0 12.83 + 1.56
10 16.42 + 3.88
100 13.71+ 2.70
Medium ohne Serum 0 26.13 £ 4.67
0.01 28.70 + 9.85
0.1 22.56 + 6.63
1.0 20.36 + 2.21
10 19.68 + 5.53
100 16.09 + 5.16

Tabelle 4: Darstellung der Wirkung von Ginkgolid A nach Serumentzug.
Kultivierte Hihner neur one wurden nach 5 Tagen fir 24 hin DMEM mit und ohne
Serum in An-und Abwesenheit von Ginkgolid A inkubiert. Anschlieend wurde
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die Vitalitdt durch die TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standar dabweichungen aus acht Versuchen.
** p< 0.01 im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

5.3.3 Darstellung durch Staurosporin geschadigter Neurone von
telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen durch die Farbung mit
Trypanblau

Auch durch Staurosporin geschédigte Zellen zeigten keine Verbesserung der

Vitalitétrate durch Zugabe von Ginkgolid A in den Konzentrationen von 0.01- 100 pM.

Induktion von Apoptose Ginkgolid A (M) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 11.68 £ 2.51
0.01 12,55+ 1.54
0.1 11.97 + 3.66
1.0 13.09 + 2.79
10 13.26 + 4.58
100 15.26 + 3.82

Medium mit Staurosporin 0 77.03+15.78
0.01 84.28 + 9.15
0.1 83.38 + 11.89
1.0 82.24 +6.21
10 75.49+ 11.61
100 85.51 + 4.39

Tabelle 5: Darstellung der Wirkung von Ginkgolid A nach
Staurosporinbehandlung. Kultivierte Hiihnerneurone wurden nach 5 Tagen in
Kultur far 24 h das Serum entzogen und mit 200 nM Staurosporin in An- und
Abwesenheit von Ginkgolid A inkubiert. Anschlielend wurde die Vitalitat durch
die TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen ais acht Versuchen. ** p< 0.01 im
Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—
Test ermittelt.



Da bereits diese als screening gewdhlte Methode keine signifikanten Ergebnisse

aufwiesen, wurden keine weiteren Versuche mit Ginkgolid A durchgefihrt.

5.4 Wirkung von Ginkgolid B in verschiedenen Konzentrationen auf
durch Serumentzug oder Staurosporinbehandlung geschéadigte

Neur onen von telenzephalischen Hiihner embryonenkulturen

5.4.1 Vorbemerkung

Es galten dieselben Versuchsbedingungen der Vitalitétsmessung wie bel dem Versuch
5.1.1 mit dem Gesamtextrakt.

5.4.2 Darstellung durch Serumentzug geschadigter Neurone von
telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Dargestellt 9nd die Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen.
Es zeigt sich, da3 Ginkgolid B schon bei einer Konzentration von 0.1 uM eine

signifikante Verbesserung der Vitalitétsrate bewirkt.

5C



Induktion von Apoptose  Ginkgolid B (UM)

Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 10.29 + 2.00
0.1 1157+ 1.85
1.0 7.28 + 0.97
10 3.55+1.59
100 5.55+2.29
Medium ohne Serum 0 22.51£8.28
0.1 13.90 £ 5.41 **
1.0 9.69 £ 1.58 ***
10 8.75+ 4.21 ***
100 4.39 + 3.49 ***

Tabelle 6: Darstellung der Wirkung von Ginkgolid B nach Serumentzug.
Kultivierte Hiihner neur one wurden nach 5 Tagen fir 24 hin DMEM mit und ohne
Serum in An-und Abwesenheit von Ginkgolid B inkubiert. Anschlieend wurde
die Vitalitdt durch die TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt.
Dar gestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen.
** p< 0.01 im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die

Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

Aufgrund dieses Ergebnis wurde der Versuch mit geringeren Konzentrationen von
0.001 - 0.1 uM Ginkgolid B durchgefihrt. Auch hier zeigt sich eine relevante Abnahme

der geschadigten Zellen ab einer Konzentration von 0.001 uM Ginkgolid B.

51



Induktion von Apoptose  Ginkgolid B (UM) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 10.86 + 2.68
0.0001 12.28 + 2.14
0.001 10.00 £ 1.75
0.01 8.55+2.29
0.1 9.80+ 2.92

Medium ohne Serum 0 18.50 £ 5.59
0.0001 16.61 + 5.73
0.001 10.53 + 3.25*
0.01 8.67 £ 2.19 ***
0.1 8.22 £ 2.32 ***

Tabelle 7: Darstellung der Wirkung von Ginkgolid B nach Serumentzug.
Kultivierte Hiihner neur one wurden nach 5 Tagen fir 24 hin DMEM mit und ohne
Serum in An-und Abwesenheit von Ginkgolid B inkubiert. Anschlieend wurde
die Vitalitdt durch die TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt.
Dar gestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen.
** p< 0.01 im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt

5.4.3 Darstellung durch  Staurosporin  geschadigter Neurone von
telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Ginkgolid B kann die Vitalitdtsrate der Neuronen von telenzephalischen
Hihnerembryonenkulturen nach einer Schéadigung durch Staurosporin bei  einer
Konzentration von 10 pM verbessern. Eine héhere Konzentration von Ginkgolid B
vermag diesen Effekt zu steigern.b
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Induktion von Apoptose  Ginkgolid B (uM) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum 0 11.38 £ 2.24
0.01 12.25 + 3.53
0.1 10.73 £ 2.49
1.0 5.46 £ 0.84
10 7.78 £ 1.05
100 7.63 £ 0.98

Serum mit Staurosporin 0 76.39 £ 4.43
0.01 71.60 £ 6.72
0.1 69.29 + 6.21
1.0 62.69 + 8.89
10 58.05 £ 7.95 **
100 52.60 + 7.83 ***

Tabelle 8: Darstellung des protektiven Effekts von Ginkgolid B nach

Staurosporinbehandlung. Kultivierte Hihnerneurone wurden nach 5 Tagen in
Kultur fur 24 h das Serum entzogen und mit 200 nM Staurosporin in An- und
Abwesenheit von Ginkgolid B inkubiert. Anschliefend wurde die Vitalitat durch
die TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im
Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—
Test ermittelt.

5.4.4 Darstellung von apoptotischen Neuronen einer telenzephalischen
Huhnerembryonenkultur durch die Farbung mit Hoechst 33258 nach

Serumentzug

Den funf Tage alten telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen wurde Serum
entzogen, siehe oben. Gleichzeitig wurde eine Behandlung mit Ginkgolid B (0.1-100
UM) durchgefiihrt. Ginkgolid B wurde auch den Kontrollgruppen zugegeben. Nach 24
Stunden erfolgte die Behandlung durch die Férbung mit Hoechst 33258 und die
Auszdhlung der Zellen mit apoptotisch verénderten Kernen unter dem
Fluoreszenzmikroskop.



Es zeigt sich, dall Konzentrationen von 0,1-100 uM Ginkgolid B bei durch

Serumentzug geschadigten Neuronen die Apoptoserate signifikant vermindern kénnen.
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Abb. 6: Ginkgolid B reduziert eine durch Serumentzug-induzierte neuronale
Apoptose. Kultivierte Hihnerneurone wurden nach 5 Tagen in Kultur fur 24 h das
Serum entzogen (gelbe Saulen) und in An- und Abwesenheit von Ginkgolid B

inkubiert Der Prozentsatz apoptotischer Neur one wurde nach Farbung der Kerne
mit Hoechst 33258 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Test ermittelt.

5.45 Darstellung von apoptotischen Neuronen einer telenzephalischen
Huhnerembryonenkultur durch die Farbung mit Hoechst 33258 nach

Staurosporinbehandlung

Die funf Tage alten telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen wurden mit
Staurosporin behandelt, siehe oben. Gleichzeitig wurde Ginkgolid B (0.1-100 pM)
zugegeben. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung durch die Férbung mit Hoechst
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33258 und die Auszéhlung der Zellen mit apoptotisch veréanderten Kernen unter dem
Fluoreszenzmikroskop.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der Apoptoserate bei den in dieser Arbeit

gewdhlten Konzentrationen von 1,0-100 uM von Ginkgolid B und gleichzeitiger
Zugabe von Staurosporin.
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Abb.7: Ginkgolid B reduziert eine Staur ospor in-induzierteneuronaleApoptose.
Kultivierte Hihnerneurone wurden nach 5 Tagen in Kultur fiir 24 h das Serum
entzogen und mit 200 uM Staurosporin (rote Saulen) in An-und Abwesenheit von
Ginkgolid B inkubiert Der Prozentsatz apoptotischer Neurone wurde nach
Farbung der Kerne mit Hoechst 33258 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Test ermittelt.



Abb. 8: Fotografische Aufnahme von Neuronen telenzephalischer
Hadhnerembryonenkulturen behandelt mit der Kernfarbung nach Hoechst 33258
nach 24 stiindiger I nkubation mit Staurosporin (A) bzw. Staurosporin plus 10 uM

Ginkgolid B (B). Apoptotische Neuronen erscheinen fragmentiert und intensiv
fluoreszierend.
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55 Wirkung von Ginkgolid J in verschiedenen Konzentrationen auf
durch Serumentzug oder Staurosporinbehandlung geschadigte

Neur one von telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen

5.5.1 Vorbemerkung

Als erstes screening wurde die Trypanblau — Methode angewandt Das Vorgehen

entspricht der Beschreibung unter VVorbemerkung 5.1.1.

5.5.2 Darstellung durch Serumentzug geschadigter Neurone von
telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen.
Signifikanzen im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle werden durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

Es zeigt sich nur im Wiederholungsversuch (s. Tabelle 10), daf3 eine Zugabe von 100
UM EGb 761 signifikant einen neuronalen Schaden vermindert.

Induktion von Apoptose  Ginkgolid J (uM) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum - 14.48 + 6.86
1.0 21.97 + 6.60
10 13.63 + 3.35
100 8.78 + 5.58
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Medium ohne Serum - 27.41 +5.68

1.0 19.36 + 4.79
10 14.29 + 4.67
100 1207 £ 2.87

Tabelle 9: Darstellung der Wirkung von Ginkgolid J nach Schadigung von
kultivierten Hihnerneuronen durch Serumentzug: Kultivierte Hihnerneurone
wurden nach 5 Tagen fir 24 h in DMEM mit und ohne Serum in An- und
Abwesenheit von Ginkgolid J inkubiert. AnschlieRend wurde die Vitalitat durch
die TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im
Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—
Test ermittelt.

5.5.3 Darstellung durch Staurosporin geschadigter Neurone von
telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Unter denselben Versuchsbedingungen wurden die Neuronen mit Staurosporin, einem
anerkanntermaf3en starkem Induktor der Apoptose, geschadigt.

Es zeigt sich bereits bei einer Konzentration von 0.1 uM eine signifikante Abnahme des
neuronalen Schadens. Eine noch stérkere Signifikanz der neuronalen Schadigung zeigen
sich bei 1, 10 bzw. 100 uM Zugabe von Gingkolid J.

Induktion von Apoptose  Ginkgolid J (uM) Tote Zellen (%)

Medium mit Serum - 9.73+3.32
0.1 9.70 + 3.28
1.0 8.47 + 2.99
10 7.10+0.93
100 7.40+1.84
Medium ohne Serum - 17.22£2.11
100 11.57 + 4.84 ***
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Medium mit Staurosporin =~ - 78.26 £ 4.01

0.1 64.00 £ 8.71 **

1.0 51.77 £ 5.39 ***
10 43.66 + 5.71 ***
100 43.64 + 6.54 ***

Tabelle 10: Ginkgolid J schutzt kultivierte Huhnerneuronevor einer Schadigung
durch Staurosporinbehandlung und nach Serumentzug. Kultivierte
Huhnerneurone wurden nach 5 Tagen fur 24 h in DMEM mit und ohne
Staurosporinbehandlung in An- und Abwesenheit von Ginkgolid J inkubiert.
Anschliel3end wurde die Vitalitat durch die Trypanblaufar bstoffausschlumethode
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standar dabweichungen aus acht
Versuchen. ** p< 0.01im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurdedurch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

5.5.4 Darstellung von apoptotischen Neuronen einer telenzephalischen
Huhnerembryonenkultur durch die Farbung mit Hoechst 33258 nach

Serumentzug bzw. Staurosporinbehandlung

Den sieben Tage alten telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen wurde Serum
entzogen bzw. Staurosporin zugegeben, siehe oben. Gleichzeitig wurde eine
Behandlung mit Ginkgolid J (0.1 — 100puM) durchgefiihrt. Ginkgolid J wurde auch den
Kontrollgruppen zugegeben, siehe oben. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung
durch die Farbung mit Hoechst 33258 und die Auszdhlung der Zellen mit apoptotisch
verénderten Kernen unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Es zeigt sich, daB eine Konzentration von 100 uM Ginkgolid J den Prozentsatz durch

Serumentzug geschédigter Neurone signifikant vermindern kann
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Abb. 9: Ginkgolid J reduziert eine durch Serumentzug induzierte neuronale
Apoptose. Kultivierte Hihner neurone wurden nach 5 Tagen in Kultur fir 24 h das
Serum entzogen (gelbe Saulen) in An- und Abwesenheit von Ginkgolid J
inkubiert.. Der Prozentsatz apoptotischer Neurone wurde nach Farbung der
Kerne mit Hoechst 33258 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Test ermittelt.

Es zeigt sich, da eine Konzentration von 100 uM Ginkgolid J den Prozentsatz durch
Staurosporin geschadigter Neurone nicht signifikant vermindern kann.
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Abb. 10: Ginkgolid J reduziert nicht eine durch Staurosporin induzierte
neuronale Apoptose. Kultivierte Hihnerneuronewurden nach 5 Tagen in Kultur
fur 24 h das Serum entzogen und mit 200 nM Staurosporin (rote Sdulen)in An-
und Abwesenheit von Ginkgolid J inkubiert. Der Prozentsatz apoptotischer
Neurone wurde nach Férbung der Kerne mit Hoechst 33258 bestimmt. Dar gestellt
sind die Mittelwerte und Standar dabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01

im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse,
Scheffé — Test ermittelt.
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5.6 Wirkung von Bilobalid in verschiedenen Konzentrationen auf
durch Serumentzug oder Staurosporinbehandlung geschéadigte

Neur one von telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen

5.6.1 Vorbemerkung

Als erstes screening wurde die Trypanblau — Methode angewandt, siehe Vorbemerkung

5.1.1.

5.6.2 Darstellung durch Serumentzug geschadigter Neurone von
telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen durch die Farbung mit

Trypanblau

Es zeigt sich, dald bereits eine Zugabe von 0.01 pM Bilobalid signifikant einen

neuronalen Schaden vermindert.

Induktion von Apoptose  Bilobalid (uM) Tote Zellen (%)
Medium mit Serum - 11.39 £ 2.32
0.01 12.39 + 4.90
0.1 10.92 + 2.36
1.0 8.59 + 1.04
10 9.22+1.91
100 6.58 +1.70
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Medium ohne Serum - 29.73 + 8.05

0.01 19.28 +5.31*

0.1 12.90 £ 2.93 ***
1.0 13.11 £ 4,19 ***
10 10.31 £ 5.01 ***
100 10.66 + 2.86 ***

Tabelle 11: Bilobalid schutzt kultivierte Hihnerneurone vor einer Schadigung
durch Serumentzug. Kultivierte Hihnerneuronewurden nach 5 Tagen fir 24 hin
DMEM mit und ohne Serum in An- und Abwesenheit von Bilobalid inkubiert.
AnschlieBend wurde die Vitalitat durch die TrypanblaufarbstoffausschluZmethode
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standar dabweichungen aus acht
Versuchen. ** p< 0.01im Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch die
Varianzanalyse, Scheffé— Test ermittelt.

5.6.3 Darstellung durch Staurosporin geschadigter Neurone von
telenzephalischen Hihnerembryonenkulturen durch die Farbung mit
Trypanblau

Unter etwas verénderten Versuchsbedingungen wurden die Neuronen mit Staurosporin,
geschédigt. Da die Ergebnisse der durch Serumentzug geschédigten Neuronen, die mit
Bilobalid behandelt wurden, hochsignifikant waren, wurde getestet, ob bereits eine
Zugabe von Bilobalid in den verschiedenen Konzentrationen Uber einen Zeitraum von
acht Stunden zu einem signifikanten Ergebnis fihrt.

Es zeigt sich bereits bel einer Konzentration von 0.01 pM eine signifikante Abnahme

* p< 0.1 des neuronalen Schadens. Eine noch stérkere Signifikanz der Abnahme der

neuronalen Schadigung zeigen sich bei 0.1, 1, 10 bzw. 100 pM Zugabe von Bilobalid.



Bilobalid

Induktion von Apoptose Tote Zellen (%)
(8 Std.Versuch/uM)
Medium mit Serum - 7.73+0.70
0.01 6.21+1.42
0.1 7.27+2.81
1.0 6.49+2.74
10 6.69 + 2.01
100 7.37+£3.69
Medium ohne Serum - 16.13 £ 2.96
0.01 13.48 £ 3.79
0.1 10.20 £ 4.17
1.0 9.93 + 3.57
10 1143+ 3.41
100 6.88 + 1.47
Medium mit Staurosporin =~ - 58.64 + 8.41
0.01 46.44 + 8.23 *
0.1 30.38 £ 5.69 ***
1.0 25.03 £ 4.08 ***
10 16.88 + 4.38 ***
100 20.94 £ 6.94 ***

Tabelle 12: Bilobalid schutzt kultivierte Hihnerneuronevor einer Schadigung
durch Staurosporinbehandlung. Kultivierte Hihnerneuronewurden nach 5 Tagen
fur 8 hin DMEM mit und ohne Staurosporinbehandlung in An-und Abwesenheit
von Bilobalid inkubiert. Anschlieend wurde die Vitalitat durch die
TrypanblaufarbstoffausschluBmethode bestimmt. Dar gestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Tes ermittelt.
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5.6.4 Darstellung von apoptotischen Neuronen einer telenzephalischen
Huhnerembryonenkultur durch die Farbung mit Hoechst 33258 nach

Serumentzug

Den funf Tage alten telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen wurde Serum
entzogen, siehe oben. Gleichzeitig wurde eine Behandlung mit Bilobalid (0.1 — 100puM)
durchgefuhrt. Bilobalid wurde auch den Kontrollgruppen zugegeben. Nach 24 Stunden
erfolgte die Behandlung durch die Farbung mit Hoechst 33258 und die Auszdhlung der
toten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Es zeigt sich, dald Konzentrationen von 10 bzw. 100 uM Bilobalid den Prozentsatz

durch Serumentzug geschédigter Neurone signifikant vermindern kénnen.
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Abb. 11: Bilobalid reduziert eine durch Serumentzug-induzierte neuronale
Apoptose. Kultivierte Hihnerneuronewurden nach 5 Tagen in Kultur fur 24 h das
Serum entzogen (gelbe Saulen) und in An- und Abwesenheit von Bilobalid
inkubiert Der Prozentsatz apoptotischer Neurone wurde nach Farbung der Kerne
mit Hoechst 33258 bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Test ermittelt.



5.6.5 Darstellung von apoptotischen Neuronen einer telenzephalischen
Huhnerembryonenkultur durch die Farbung mit Hoechst 33258 nach

Staurosporinbehandlung

Die funf Tage alten telenzephalischen Huhnerembryonenkulturen wurden mit
Saurosporin behandelt. Gleichzeitig wurde eine Behandlung mit Bilobalid (0.1 —
100pM) durchgefihrt. Bilobalid wurde auch den Kontrollgruppen zugegeben,. Nach 24
Stunden erfolgte die Behandlung durch die Farbung mit Hoechst 33258 und die

Auszéhlung der toten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Es zeigt sich, da’ Konzentrationen von 10 bzw. 100 uM Bilobalid den Prozentsatz mit
Staurosporin geschéadigter Neurone signifikant vermindern kénnen.
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Abb. 12: Bilobalid reduziert eine Staur osporin-induzierte neur onale Apoptose.
Kultivierte Hihnerneurone wurden nach 5 Tagen in Kultur fiir 24 h das Serum
entzogen und mit 200 pM Staurosporin (rote Sdulen) in An-und Abwesenheit von

Bilobalid inkubiert Der Prozentsatz apoptotischer Neurone wurde nach Farbung
der Kerne mit Hoechst 33258 bestimmt. Dar gestellt sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Tes ermittelt.
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5.7 Darstellung von geschadigten Neuronen einer hippocampalen
Rattenkultur durch die Farbung mit TUNEL

5.7.1 Vorbemerkung
Die Vorgehensweise entspricht den vorangegangenen Versuchen, siehe Vorbemekung

5.2.1

5.7.2 Wirkung von Bilobalid in verschiedenen Konzentrationen auf durch

Serumentzug geschadigte Neurone von hippocampalen Rattenkulturen

Es zeigt sich, da3 eine Konzentration von 100 pM Bilobalid den Prozentsatz durch
Serumentzug geschéadigter Neurone der hippocampalen Rattenkulturen signifikant

vermindern kann.
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Abb. 13: Bilobalid schitzt hippocampale Kulturen von Ratten vor einer

Schédigung durch Serumentzug. Kultivierte hippocampale Neurone von Ratten
wurden nach 10 Tagen Kultur fir 24 h das Nahrmedium entzogen in An- und
Abwesenheit von Bilobalid. Anschlielend wurde der prozentuale Anteil

geschédigter Neurone durch die TUNEL — Féarbung bestimmt. Dar gestellt sind die
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Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im
Vergleich zur serumhaltigen Kontrolle wurde durch dieVarianzanalyse, Scheffé—
Test ermittelt.

5.7.3 Wirkung von Bilobalid in verschiedenen Konzentrationen auf durch

Staur osporin geschadigte Neurone von hippocampalen Rattenkulturen

Es zeigt sich, dal’ eine Konzentration von 10 bzw. 100 uM Bilobalid den Prozentsatz
durch Staurosporin geschadigter Neurone der hippocampalen Rattenkulturen signifikant
vermindern kann.
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Abb. 14: Bilobalid schitzt hippocampale Kulturen von Ratten vor einer
Schadigung dur ch Staurosporinbehandlung. Kultivierte hippocampale Neur one
von Ratten wurden nach 10 Tagen fur 24 h in DMEM mit und ohne
Staurosporinbehandlung in An- und Abwesenheit von Bilobalid inkubiert.
Anschlielend wurde der prozentuale Anteil geschadigter Neurone durch die
TUNEL - Farbung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus acht Versuchen. ** p< 0.01 im Vergleich zur
serumhaltigen Kontrolle wurde durch die Varianzanalyse, Scheffé—Test ermittelt.
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Abb. 15: Fotografische Aufnahme von Mischkulturen bestehend aus Neuronen
und Astrozyten nach 12 stindiger Inkubation mit Staurosporin (A) bzw.

Staurosporin plus 100 uM Bilobalid (B). Die braune Farbe zeigt TUNEL -postive
Neurone.
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5.8 Darstellung von oligonucleosomalen Fragmenten geschadigter
Neurone nach Staurosporinbehandlung oder Serumentzug durch
die Gelelektrophorese

5.8.1 Vorbemerkung

Wie bereits in der Einleitung geschildert, ist eines der morphologischen Merkmale der
Apoptose die Fragmentierung der DNA in Bruchstiicke von 180 bp und die Vielfachen
davon. Dies fihrt dazu, daB in der Gelelektrophorese eine typische DNA-Leiter zu
sehen ist, im Gegensatz zum nekrotischen sog. Smear, der keine erkennbare Struktur
zeigt (Gong et al., 1994). Die Ergebnisse dieser Methode erlauben nur eine

semiquantitative Auswertung.

In der ersten Gelelektrophorese lief die DNA von sechs Zellkulturen nach
unterschiedlicher Behandlung. Diese Behandlung wurde analog den vorangegangenen
Versuchen an finf Tage alten telenzephalischen Kulturen von Hiihnerembryonen
vorgenommen, denen fur 24 Stunden das Serum entzogen worden war bzw. die mit
Staurosporin geschéadigt wurden und dabei eine ebenfalls 24-stiindige Behandlung mit

dem Gesamtextrakt in verschiedenen K onzentrationen erhielten.

5.8.2 Ergebnisse der verschiedenen Wirkstoffein der Gelelektr ophor ese nach

Staurosporinbehandlung bzw. nach Serumentzug

Die Reihen 1 und 2 waren mit Staurosporin geschadigte Zellen, denen der
Gesamtextrakt in einer Konzentration von 100 bzw. 10 mg/l Medium hinzugefiigt war.
Die Reihen 3 und 4 zeigen durch Serumentzug behandelte Zellen. Die Zellen der Reihe
3 erhielten auRerdem 100 mg/l Gesamtextrakt. Bei den Zellen der 5. Reihe handelt es
sich um durch Staurosporin geschéadigte Zellen, bei Reihe 6 um eine Kontrolle, d. h.
Zéllen, die in einem serumhaltigen Medium geziichtet wurden.
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Abb. 16: Die Abbildung zeigt von nekrotischem smear Uberlagerte DNA—
Leitern, dietypischerweise bei der Apoptose entstehen. Die unterschiedliche
Gesamtintensitat der Reihen zeigt, dal3 nicht dieidentische Menge an DNA in den
einzelnen Proben vorhanden ist. Reihe 1 und 2 zeigen mit Staurosporin
geschadigte Zellen, denen der Gesamtextrakt in einer Konzentration von 100 bzw.
10 mg/l Medium hinzugefiigt wurde. Die Reihen 3 und 4 zeigen durch
Serumentzug behandelte Zellen. Die Zellen der Reihe 3 erhielten auRerdem 100
mg/l Gesamtextrakt. Bei den Zellen der 5. Reihe handelt es sich um durch
Staurosporin geschadigte Zellen, Reihe 6 ein zeigt das Vehikel. Die Proben werden
mit einem Standard —Marker verglichen (Reihe 0).

Die Abbildung zeigt andeutungsweise die zu erwartenden DNA-Leitern, jedoch auch
deutlichen smear. Die unterschiedliche Gesamtintensitét der Reihen zeigt, dald nicht die
identische Menge an DNA in den einzelnen Proben vorhanden ist.

Der Versuch sollte nun auch mit Kulturen, die mit Bilobalid oder Ginkgolid B und
Staurosporin 12 bzw. 24 Stunden behandelt worden waren, durchgefihrt werden.

Trotz intensiver Versuchsreihen und Anderungen im Versuchsprotokoll lieRen sich
jedoch keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielen.
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6 DISKUSSION

6.1 Diskussion der verwendeten Untersuchungsmodelle

6.1.1 Zellkulturmodelle

Bei der Verwendung von Neuronenkulturen ist es, im Gegensatz zu den in-vivo
Modellen, moglich definierte experimentelle Bedingungen zu erreichen. So werden die
Pharmaka in das Kulturmedium gegeben und wirken dadurch direkt auf die Neuronen
ohne systemische oder vaskulére Nebenwirkungen. Auch kann durch die Umgehung der
Blut-Hirn-Schranke eine genaue Aussage Uber die Konzentration der applizierten
Substanzen am Wirkort getroffen werden.

Um die Ergebnisse einer in-vitro Untersuchung auf in vivo Bedingungen Ubertragen zu
kénnen, sollten die Eigenschaften der Neurone in Zellkulturen mit denen der in-vivo
Neuronen Ubereinstimmen (Dotti et. al., 1988; Mduller, 1995). Die unbegrenzt
teilungsfahigen Zellen neuronaler Zellinien haben viele Eigenschaften des
Ursprungsgewebes verloren. Fur neuronale Primérkulturen, die direkt aus dem Gehirn
gewonnen werden, ist jedoch eine hohe Ubereinstimmung mit den in vivo-

Eigenschaften nachgewiesen worden.

In dieser Arbeit wurden zwel verschiedene neuronale Primérkulturen verwendet:
telenzephalische Kulturen von sieben Tage alte Hilhnerembryonen und hippocampale
Kulturen von neugeborenen Ratten. Die telenzephalischen Kulturen vom
Huhnerembryo sind reine neuronale Kulturen (Pettmann et al., 1979). Beobachtete
pharmakologische Effekte kénnen als direkte Wirkung der applizierten Substanz auf
Neurone interpretiert werden. Bei den hippocampalen Kulturen von Ratten handelt es
sich um gemischte Kulturen: sie enthalten meist 70% Neurone und 30% Astrozyten. Zu
beobachtende Effekte auf Neurone konnen also direkt, als auch Uber Astrozyten
vermittelt sein.

Der Hippocampus reagiert auf hypoxdmische Zustéande sehr empfindlich. Ischamie-
Versuche an der Ratte demonstrierten eine Ubereinstimmung der selektiven neuronalen
Schédigung des Hippocampus mit der Schédigung derselben Region beim Menschen
(Pusinelli et al., 1982; Petito et al., 1987). Die hippocampalen Kulturen- wie auch
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andere Neuronenkulturen- eignen sich offensichtlich, um die Wirksamkeit von
Neuroprotektiva zu untersuchen und konnen erste Hinweise auf eine mdgliche

humanmedizinische Relevanz geben.

6.2 Diskussion der neuronalen Apoptose

6.2.1 Induktion der neuronalen Apoptose durch Staurosporin

Staurosporin ist ein nicht-selektiver Proteinkinaseinhibitor. Falcieri et al., (1993),
Bertrand et al., (1994) und Koh et al., (1995) konnten zeigen, dal3 Staurosporin im
Konzentrationsbereich zwischen 10 — 100 nM auch in neuronalen Zellen eine Apoptose
mit den typischen morphologischen Verdnderungen wie der Zellschrumpfung,
Chromatinkondensation und Kernfragmentierung induziert. Dabei erscheint eine
Exposition der neuronalen Zellen durch Staurosporin tber 24 Stunden als sinnvoll, dain
diesem Zeitraum ein signifikanter Anstieg der apoptotischen Zellen zu verzeichnen ist,
danach jedoch fast ein , steady state” erreicht scheint (Prehn et al., 1997).

In neuronalen Zellen kommt es bereits 30 Minuten nach Exposition mit Staurosporin zu
einer maximalen Aktivierung der Caspase-1 (Krohn et al., 1998). Es wird diskutiert, ob

2

sie den Ca “* -abhangigen Anstieg der intrazelluldren Superoxid — Radikalanionen

Produktion vermittelt (Prehn et al., 1997; Kruman et al.) oder ob es sich um
unabhéngig voneinander ablaufende Prozesse handelt (Ahlemeyer et al. 2001). Dieser
Anstieg der Superoxid-Produktion wird als wichtigster , downstream” Effektor der
Staurosporin-induzierten Apoptose gewertet. Krohn et al. (1998) registrierten vor oder
wahrend der erhohten Superoxid - Radikalanionen Produktion keine Senkung des
mitochondrialen Membranpotentials, die von Zamzami et al. (1995) al's Voraussetzung
der erhdhten Superoxid- Radikalanionen Produktion interpretiert worden war. Kruman
et al. (1998) dahingegen beobachteten auch bei Staurosporin-induzierter Apoptose an
PC12-Zellen eine Depolarisation der Mitochondrienmembran. Von Bossy-Wetzel et al.
(1998) wurde bei einer Staurosporin-induzierten Apoptose eine Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das Zytosol beobachtet, das die Caspase-9-
Aktivierung und nachfolgend die Aktivierung der Caspase-3 triggert. Wiesner et al.
(1996) vermuteten, dald Staurosporin eine Kinase aktiviert, die ihrerseits ein System
aktiviert, in dem Sphingomyelinase Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin

hydrolisiert. Der langsame intrazellulédre Anstieg von Ceramid scheint hier wichtig fir

73



die Induktion der Apoptose zu sein. Auch eine Abnahme des intrazelluléren
Gluthathions (GHS, Ahlemeyer and Krieglstein, 2000) und des antioxidativen Enzyms
Superoxiddismutase (Ahlemeyer et a., 2001), welche toxischen freien Radikale
inaktivieren, scheinen fir die Induktion der Apoptose nach Behandlung mit
Staurosporin mitverantwortlich zu sein.

Die ebenfalls nachgewiesene erhthte Aktivitdt der Caspase-3, die 8 Stunden nach
Staurosporin-Exposition am stérksten ist, scheint keinen direkten EinfluR auf die
Ausfuihrung des Staurosporin-induzierten Zelltods zu haben. So zeigten Krohn et al.
(1998), daB bei einer Inhibierung der Caspase-3 zwar die apoptosetypischen,
morphologische Veradnderungen fehlten - das Ausmal? des Zelltods wurde jedoch nicht

verzogert oder vermindert.

6.2.2 Induktion der neuronalen Apoptose durch Serumentzug

Auch Serumentzug 16st bei Zellkulturen eine erhdhte Apoptoserate aus (Behl et al.,
1994). Es wurden eine frihe mitochondriale Schadigung, sowie eine spéte
Fragmentierung der DNA beobachtet, also intrazelluldre Vorgénge, die auf eine
Apoptose hinweisen.

Fur die Apoptose scheint gerade in Neuronen ein erhdhter oxidativer Stref3 eine
wichtige Rolle zu spielen (Atabay et al., 1996). So kann eine Uberexpression bcl-2 eine
Apoptose durch antioxidative Mechanismen verhindern (Hockenberry et al., 1993),
wohingegen Lipidperoxide in Zellen, die einen Mangel an Antioxidantien aufweisen,
eine Apoptose triggern kénnen (Sandstorm et a., 1994). Im Gegensatz dazu diskutieren
Ratan et al. (1996), dal oxidativer Stref kein allgemeiner Mediator der neuronalen
Apoptose sei.

1999 entdeckten Chan et al., dal’ es nach Serumentzug in kultivierten hippocampalen
Zellen von Rattenembryonen zu einem signifikanten Anstieg von Par-4 (prostate
apoptosis response-4) kommt, was eine Erhéhung der reaktiven Sauerstoffspezies,
einhergehend mit mitochondrialer Depolarisation, Caspase-Aktivierung und DNA-
Fragmentierung zur Folge hat Wéhrend Liu et al.(1999) und Isahara et al. (1999) vor
allem eine Erhdhung der Caspase-3-Aktivitét fanden, machten LeBlanc et al. (1999) die

Caspase-6 fir die Apoptose nach Serumentzug verantwortlich.
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Durch Serumentzug kommt es auch zur Akkumulation von Ceramid, wodurch
Proteasen der Interleucin-converting-enzyme-Familie aktiviert werden, die eine

Apoptose induzieren (Barroso et al., 1997).

6.3 Diskussion der Methoden

In dieser Arbeit wurden insgesamt vier Methoden der Charakterisierung des neuronalen
Zelltods verwendet: die TrypanblauFarbstoffausschlussmethode, die TUNEL- Farbung,
die Féarbung der nukledren DNA mit Hoechst-33258 und die Darstellung der
fragmentierten DNA nach gelektrophoretischer Auftrennung.

6.3.1 Trypanblau- Farbung

Trypanblau kann als saurer Farbstoff die Zellmembran intakter Zellen nicht penetrieren:
vitale Zellen bleiben daher farblos. Bei geschédigten Zellen ist die Zellmembran jedoch
permeabel fur den Farbstoff und die Zellkdrper férben sich blau an (Paul, 1975). Dieser
Effekt detektiert sowohl Membranschaden, die bei der Nekrose als auch als
Sekundéreffekt bei der Apoptose vorkommen. Da man deswegen alein mit der
Farbausschlussmethode nicht zwischen nekrotischem und apoptotischem Zelltod

unterscheiden kann, wurde diese Methode fir ein erstes screening gewahlt.

6.3.2 TUNEL- Farbung

Waéhrend der Apoptose wird die DNA durch Endonucleasen, die typischerweise bei der
Apoptose auftreten, gespalten. Dabei entstehen 180 bp grof3e Fragmenten mit 3'-OH-
Enden und ihre Vielfachen davon (Arends und Wyllie, 1991). Diese 3‘-OH-Enden von
einzelstrangiger und doppelstrangiger DNA werden durch die TUNEL-Farbung sichtbar
gemacht. Bruche der DNA kommen nicht nur wéhrend der Apoptose vor, sondern auch
wahrend der Replikation, Rekombination, Mitose oder in der spaten Phase der Nekrose
(Charriaut-Marlangue und Ben-Ari, 1995; Labat-Moleur et a., 1998), weshalb diese
Methode nicht uneingeschrankt als apoptose-spezifisch bezeichnet werden kann. In
dieser Arbeit wurden die Zellen durch Serumentzug und durch Staurosporin geschédigt.
Serumentzug bewirkt eine Mischung aus Nekrose und Apoptose, so dal} eine

Uberprifung durch spezifischere Methoden angezeigt war. Staurosporin bewirkt eine



reine Apoptose (Koh et al.,1995), so da3 man davon ausgehen kann, daf3 die durch
TUNEL gefarbten Zellen tatsachlich apoptotisch sind.

6.3.3 Kernfarbung mit Hoechst- 33258

Apoptotische Zellen zeigen morphologiche Verénderungen des Zellkerns: er schrumpft,
das Heterochromatin kondensiert und fragmentiert, bis letztendlich der ganze Kern
fragmentiert ist und daraus die sogenannten apoptotischen Korperchen entstanden sind
(Wyllie et al., 1980). Diese morphologischen Veranderungen werden durch den
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst-33258, der vor allem die AT-Basenpaare der DNA
bindet, sichtbar und sind deutlich von normalen und nekrotischen Zellen zu
unterscheiden (Gschwind und Huber, 1997). Diese Methode gilt as zuverldssig.
Fluoreszenzmikroskopie st auf3erdem technisch einfach zu handhaben, gibt schnelle
Informationen Uber die Art des Zelltodes und es ist mdglich, der Kinetik von Apoptose
oder Nekrose zu folgen (Lizard et al., 1995).

6.3.4 Nachweisder DNA — Fragmentierung mittels Gelelektrophorese

Wie bereits beschrieben, wird die DNA wahrend der Apoptose durch Endonucleasen in
Fragmente von ca. 180 Basenpaaren und ihre Vielfachen gespalten. Diese
Fragmentierung 183t sich in der Gelelektrophorese als fur die Apoptose charakteristische
Leiter darstellen (loannou und Chen, 1996). In dieser Arbeit fihrte diese Methode nicht
zu eindeutigen Ergebnissen. Es ist bekannt, da in einigen Féllen die konventionelle
Féarbung mit Ethidiumbromid nicht sensitiv genug ist, um eine klassische DNA-Leiter
zu erhalten und sichtbar zu machen. Der ,smear“ der nekrotischen Zellen oder
ungespaltene DNA kann die Leiter der apoptotischen Fragmente verdecken. Auch ein
Mangel an DNA — Fragmenten insgesamt kann zu einem negativen Ergebnis fihren
(Eldadah et al., 1996). Die Fragmentierung scheint dariber hinaus in vielen
Experimenten ein sehr friihes Ereignis der Apoptose zu sein, das nur dann erfaf3t werden
kann. Einige Studien zeigten aufRerdem, daf? nicht alle Zellarten eine exzessive DNA

Fragmentierung wahrend der Apoptose durchlaufen (loannou und Chen, 1996).

In dieser Arbeit wurden bei jedem Modell alle beschriebenen Apoptosenachweise

gefthrt. Dadurch wurde es mdglich, die Ergebnisse abzusichern und insgesamt eine
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hohere Spezifitét zu erlangen. Dain der Regel 24 Stunden nach Induktion der Apoptose
durch Serumentzug oder Staurosporinbehandlung die Ergebnisse ausgezadhlt wurden,

sind die friihen Stadien der Apoptose nicht erfal3t worden.

6.4 Diskussion der Effekte von Ginkgo biloba und seinen

Inhaltsstoffen auf eine neur onale Apoptose

Verschiedene in vitro und in vivo Experimente konnten die neuroprotektive Wirkung
des Gesamtextraktes und seiner |nhaltsstoffe demonstrieren:

Als einer der Ersten konnten Karcher et al. (1984) und Oberpichler et al. (1988) an
Ratten zeigen, daR sich die Uberlebenszeit der Tiere durch eine Behandlung mit EGb
unter einer Hypoxie verlangerte. In spateren Arbeiten konnte die nicht-flavonoide
Fraktion des Gesamtextraktes fiir die Neuroprotektion verantwortlich gemacht werden
(Kleijnen and Knipschild, 1992). Ginkgolid A und B hatten einen protektiven Effekt bei
globaler Ischémie des Rattenhirns. In neuronalen Primérkulturen von telenzephalischen
Huhnerembryonen zeigten sie ebenfalls einen protektiven Effekt bei Schadigung durch
Glutamat und bei fokaler Ischémie am Gehirn der Maus. Auch Bilobalid kann Neuronen
gegen ischdmische Schéadigung schiitzen (Prehn und Krieglstein, 1993; Krieglstein et
al., 1995). Der Mechanismus der neuroprotektiven Wirkung von EGb ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es wurde gezeigt, dal3 EGb in vivo die zerebrale Durchblutung
sowohl unter normalen, als auch unter ischdmischen Bedingungen steigert, vermutlich
durch eine erhdhte Sympathikusaktivierung und Venendilatation (Krieglstein et al.,
1995). Es werden Effekte auf Neurotransmittersysteme, wiez. B. das serotoninerge und
adrenerge System beschrieben (Petkov et al., 1993). Des weiteren kann EGb unter
hypoxischen Bedingungen den zerebralen Lactatanstieg und einen Verlust von Energie-
in Form von ATP und Glucose- verhindern (Ahlemeyer und Krieglstein, 1998; Le
Poncin- Lafitte, 1980).

Diese Studien unterschieden jedoch nicht zwischen einem nekrotischen und

apoptotischen Zelltod, so daf’3 ungeklért blieb, ob EGb und seine Inhaltsstoffe eine

neuronal e Apoptose verzdgern oder sogar verhindern kénnen.
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6.4.1 Hemmung einer neuronalen Apoptose durch EGb

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal? sowohl eine durch Staurosporin, als auch eine durch
Serumentzug induzierte Apoptose in neuronalen Primérkulturen von telenzephalischen
Hihnerembryonen durch die Zugabe von Gesamtextrakt vermindert werden kann.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen von Didier et al., 1996, Uberein. Diese
Autoren beschrieben einen anti-apoptotischen Effekt bei Durchtrennung von
Riechnerven der Ratten, wenn diese mit 100mg/kg EGb vorbehandelt wurden. Die
Hemmung der Apoptose wurde durch Messen der Neuritendicke und durch den
Nachweis der DNA-Fragmentierung gezeigt. Es wurde vermutet, dal3 die antioxidative
Eigenschaft des Gesamtextrakts fir den Effekt verantwortlich sei.

In dieser Arbeit wurde in vitro an Primérkulturen von telenzephalischen
Hihnerembryonen eine neuronale Apoptose durch Serumentzug oder Zugabe von
Staurosporin induziert. Wie bereits beschrieben, fihren beide Behandlungen zu einer
Produktionssteigerung von reaktiven Sauerstoffverbindungen, also oxidativem Stref3,
einem Effekt, der durch Antioxidantien geblockt werden kann (Ahlemeyer and
Krieglstein, 2000). Reaktive Sauerstoffverbindungen spielen eine dominante Rolle in
der neuronalen Apoptose (Barroso et al., 1997): sie agieren vermutlich ,, upstream” der
Caspasen as ,second messengers’ in den komplexen Signal-Transduktionswegen der
Apoptose. Auch endogene antioxidative Systeme wie das Protoonkogen bcl-2
(Hockenberry et al., 1993) oder die Superoxiddismutase (Greenlund et al., D95)

kénnen bei Uberexpression einer Apoptose vorbeugen.

Die Ursache fiir den anti-apoptotischen Effekt des EGb kdnnte in seinen antioxidativen
Eigenschaften begrindet sein (Bastianetto et al., 2000; Calapai et al., 2000). Der
Gesamtextrakt kann Superoxid-Anionen, Hydroxyl- und Peroxyl-Radikale abfangen
(siehe oben).

Freie Radikale wie OHy-, OH- oder ROO- spielen als oxidativer Stref3 eine grof3e Rolle
bei Alterungsprozessen und Gewebeschéden. Besonders die HydroxylRadikale gelten
als verantwortlich fir die peroxidative Degradation, die mit der strukturellen
Desorganisation von Membranen verbunden ist (Wei et al., 2000). EGb wirkt durch
seine Eigenschaft als Radikalenfanger membranstabilisierend (Droy-Lefaix, 1997).

Prozesse , downstream* des antioxidativen Effekts von EGb schiitzen die Zellen vor
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einer Apoptose. Eine Minderung der Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen
hat eine Reduktion der Bildung von Lipideroxiden und der Membranviskositét, sowie
eine erhdhte Membranfluiditét zur Folge (Heron et al., 1980). Wahrend der
Exekutionsphase der Apoptose andert sich die Verteilung der Membranlipide —
Phosphatidylserin wechselt von der inneren zur &uReren Seite der Zellmembran. Dieser
Vorgang ist ein Erkennungssignal fir Phagozyten (Reutlingsperger und van Heerde,
1997) und wird durch EGb verhindert. Eine vermehrte ROSBildung ist haufig die
Folge einer mitochondrialen Dysfunktion. Die ROS konnen dann wiederum die
Mitochondrienfunktion stéren. Die mitochondriale Dysfunktion ist ein Schliisselereignis
der neuronalen Apoptose und wird durch EGb vermindert, indem unter anderem die
Oxidation von Glutathion verhindert wird (Sastre et al., 1998).

6.4.2 Hemmung einer neuronalen Apoptose durch die Effekte der Inhaltsstoffe

des Gesamtextraktes EGb

Die neuroprotektiven Effekte des Gesamtextraktes EGb werden bestimmten
Inhaltsstoffen zugeschrieben.

Flavonoide, die 24% des Gesamtextraktes ausmachen, haben antioxidative
Eigenschaften, indem sie Superoxid-Anionen (Robak und Gryglewski, 1988) und
Hydroxyl-Radikale abfangen und die Lipidperoxidation verhindern (Droy-Lefaix, 1997,
Sastre et al., 1998). Der Gesamtextrakt besteht zu 6% aus Terpenlactonen. Zu ihnen
gehoren die in dieser Arbeit untersuchten Ginkgolide A, B und J, sowie Bilobalid. Es
konnte gezeigt werden, dal3 Ginkgolid Bund J und Bilobalid anti-apoptotische Effekte
haben, nicht aber Ginkgolid A. Jedoch scheint die Féhigkeit der Substanzen, eine
Apoptose zu verhindern, von diversen Faktoren abhéngig zu sein: Bilobalid zeigte in
beiden verwendeten Zellkultur- und Apoptosemodellen protektive Effekte. Ginkgolid J
dahingegen war wirksam bei den Neuronenkulturen des Telenzephalons von
Huhnerembryonen, nicht aber bei den Mischkulturen des Hippocampus neugeborener
Ratten. Eine Behandlung mit Ginkgolid B konnte in kultivierten Hiihnerneuronen nach
Induktion der Apoptose durch Staurosporin und Serumentzug die Zahl der
apoptotischen Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kulturen vermindern, in
hippocampalen Mischkulturen zeigte Ginkgolid B nur nach der Behandlung mit
Staurosporin protektive Effekte, wahrend keine Verminderung des apoptotischen

Zelltodes im Serumentzugsmodell zu finden war. Die Diskrepanz der protektiven



Effekte des Gesamtextraktes und seinen Inhaltsstoffen in verschiedenen in vivo und in

vitro Modellen ist auch von Krieglstein et al. (1995) beobachtet worden.

6.4.2.1 Mdogliche Mechanismen der anti-apoptotischen Effekte von
Ginkgolid A, B, J und Bilobalid

Ginkgolid A:

Ginkgolid A zeigte, wie bereits beschrieben, in den Modellen dieser Arbeit keinen anti
apoptotischen Effekt. Scholtyssek et al. (1997) haben spektroskopisch die Reaktion der
Ginkgolide A, B, C, J und M mit Superoxidradikalanion und Hydroperoxydradikale
bestimmt und konnten zeigen, da3 Ginkgolid B,C und J, aber nicht Ginkgolid A,
Radikalfangereigenschaften besitzen.

Ginkgolid B und J:

Das Alkylphospholipid platelet-activating factor (PAF) ist ein neurochemischer
Mediator, der unter hypoxischen Bedingungen im Gehirn ansteigt, sich an Rezeptoren
bindet und so einen intrazelluléren Calciumanstieg zur Folge hat (Braguetet al., 1991).
Ginkgolid B kann as PAF-Rezeptor-Antagonist neuronale Schaden, die in vivo durch
eine Hypoxie oder in vitro durch Gabe von Glutamat (Prehn und Krieglstein, 1993)
entstehen, mindern. Vermutlich wird dabei der Calciumeinstrom in die Zelle reduziert
(Maclennan et al., 1996).

Rapin und seine Mitarbeiter induzierten 1998 durch 2,2‘-azobis 2 Amidinopropan
(AAHP), einem Erzeuger von Peroxyl-Radikalen, eine Apoptose an hippocampalen
Neuronenkulturen der Ratte. Durch Zugabe von 0.2-0.4 pg/ml Ginkgolid B reduzierte
sich die Anzahl apoptotischer Zellen. Diese Ergebnisse bestétigten sich bei in vivo
Versuchen an Ratten und wurden auf die antilipoperoxidativen Eigenschaften von
Ginkgolid B zuriickgefiihrt.

Ginkgolid B kann nicht nur Peroxyl-Radikale fangen, sondern reagiert- ebenso wie das
im Gesamtextrakt in geringer Konzentration vorkommende Ginkgolid J ebenfalls mit
Superoxidradikalanionen und Hydroperoxidradikalen. Scholtyssek und Mitarbeiter
(1997) formulierten die Hypothese, dal? die Geschwindigkeit der Reaktion der
Ginkgolide mit Superoxidanionen und Hydroperoxid-Radikalen von der Anzahl der
Hydroxyl-Gruppen pro Molekil abhinge. Ginkgolid B und J besitzen drei, Ginkgolid A,
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das nicht reagiert, nur zwei Hydroxyl-Gruppen. Die Unféhigkeit von Ginkgolid A mit
Superoxiden zu reagieren, untermauert die These, dal der Abbau der Superoxide in der
Gegenwart von Ginkgoliden nicht nur von der Protonierung der Superoxide durch die
Hydroxylgruppen der Ginkgolide und nachfolgender Dismutation abhéangig ist.
Allerdings |83 sich kein Mechanismus festlegen und es bleibt ebenfalls offen, ob der
protektive Effekt der Ginkgolide B und J auf ihren PAF-Antagonismus, die
Radikalfangereigenschaften oder beides zuriickzufiihren ist (Scholtyssek et al., 1997)

Bilobalid:

In vivo Untersuchungen iiber Bilobalid ergaben, dai3 dieses Terpenlacton neuroprotektiv
ist. Zwar wirkte es nicht wie die Ginkgolide al's PAF-Rezeptor-Antagonist, zeigte aber
anti-ddemattse Effekte in Modellen mit fokaler Ischamie. Krieglstein und Mitarbeiter
(1995) schlugen nach in vitro Experimenten an kultivierten Huhnerneuronen - und
Mischkulturen vor, daf3 Bilobalid auRerdem direkt an Neuronen wirkt.

Wie die Ginkgolide B, C, J und M ist Bilobalid fahig, mit Superoxiden, sowie seiner
protonierten Form, dem Hydroperoxyl-Radikal, zu reagieren. Es kann also als
Antioxidanz in hydrophoben Regionen wie Membranen wirken. Diese antioxidative
Wirkung sei aber schwécher ausgeprégt als bei den genannten Ginkgoliden
(Scholtyssek et al., 1997). Auch Zou et a. (2000) konnten zeigen, da3 Bilobalid
Neurone vor oxidativem Stre schitzt: Offensichtlich blockt Bilobalid die durch
reaktive Sauerstoffverbindungen induzierte Apoptose in einer frihen Phase, was zur
Folge hat, daR fur die Apoptose typisch auftretenden Regulator- und Effektorproteine
wie bax und die Caspase-3 bei mit Bilobalid und reaktiven Sauerstoffverbindungen
gleichzeitig behandelten PC12 Zellen nur in geringem Maf3e nachgewiesen wurden.

Im Gegensatz dazu zeigten Rapin et al. (1998) in hippocampalen Mischkulturen von
Ratten , dal3 Bilobalid kein effizienter Fanger der Peroxyl-Radikale ist.

Durch eine Hypoxie des Gehirns kommt es zu nekrotischen und apoptotischen Zelltod.
Es finden sich ein zellulérer Energieabfall und eine Depolarisation, die mit einem
intrazelluléren Calciumanstieg verbunden ist. Dadurch werden Phospholipasen aktiviert,
unter anderen die Calcium-abhéngige Phospholipase & (PLA2 ), die ein wichtiger
posthypoxischer Mediator ist. Wird PLA2 durch Hypoxie aktiviert, werden nachfolgend
auch vermehrt freie Fettsduren und Cholin, ein Hydrolyseprodukt von

Phosphatidylcholin gefunden.
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Bilobalid verhindert die gesteigerte Freisetzung von Cholin und posthypoxische
Schéden werden gemindert. Die genaue Wirkungsweise von Bilobalid ist nicht bekannt.
Es wird vermutet, dal3 Energiespeicher bewahrt werden, der Calciumeinstrom geblockt
oder PLA direkt inhibiert wird (Klein et al., 1997).

Studien berichteten, dal3 eine gesteigerte Erregbarkeit von hippocampalen pyramidalen
Neuronen mit verbessertem Lernen und erhdhter Gedéachtnideistung korreliert. Sasaki
und Mitarbeiter (1999) schlossen aus ihren in vitro Untersuchungen an hippocampalem
Rattengewebe, dal3 Bilobalid die Erregbarkeit von pyramidalen CA1- Neuronen steigert
und zumindest teilweise eine GABAerge Inhibition reduziert (Sasaki et al., 1999)

6.5 Klinische Studien:

Inzwischen gibt es fast 50 klinische Studien, die die neuroprotektive Wirksamkeit des
Gesamtextrakts untersucht haben, jedoch nur zwei von ihnen entsprechen den neuen
methodischen Anforderungen des Beratungsausschusses A und B3 der Deutschen
Gesundheitsbehdrde. Das bedeutet, da in die Studie nur leichte und mittelschwere
Féle von Demenz aufgenommen werden durften und die Effekte muflten auf der
psychometrischen, psychopathologischen und der psychosozialen Ebene staistisch

signifikant sein.

Fur diese Arbeit von Bedeutung ist die Studie, die Kanowsky et a. 1996 in
Pharmacopsychiatry veroéffentlichten: 216 Patienten mit Alzheimer-Demenz erhielten
Uiber 24 Wochen 240 mg EGb bzw. ein Placebo per os. Die multi-zentrische Studie war
prospektiv, randomisiert und doppelt-blind angelegt. Zur Beurteilung der
Aufmerksamkeit und der Gedéchtnisleistung wurde der Syndrom-Kurztest benutzt;
psychosoziale (Inter-)Aktionen im Alltag wurden mit Hilfe der Nurnberger-
Beobachtungsskala eingeschétzt und die psychische Entwicklung durch globale
klinische Eindriicke bewertet. Die Effektivitét des Gesamtextrakts zur Behandlung von

Patienten, die an Alzheimer-Demenz leiden, wurde al's gegeben betrachtet.

82



7 Zusammenfassung

Schon vor Jahrtausenden wurde Ginkgo biloba eine heilende Wirkung zugeschrieben.
Seit den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts, nachdem der Extrakt des Ginkgo
biloba und seine Inhaltsstoffe isoliert worden waren, erfolgten zahlreiche Studien und
Experimente, die zeigen konnten, da Ginkgo biloba unter anderem eine

neuroprotektive Wirkung besitzt.

Neuroprotektiven Stoffen wird ein immer groRReres Interesse entgegengebracht, denn
bedingt durch die demographische Entwicklung zeigt sich eine Zunahme von

Hirnleistungsstorungen, z. B. des Morbus Alzheimer.

Als eine der grundlegenden Mechanismen dieser Erkrankung wird die Apoptose
diskutiert. Apoptose, der programmierte Zelltod, wurde erstmalig 1972 von Kerr,
Wyllie und Curie beschrieben, und ist im Gegensatz zur Nekrose ein zunédchg
physiologischer Prozess, zu dem alle Zellen befahigt sind, um alte und kranke Zellen zu
eliminieren. Eine Uberschief3ende Apoptose fuhrt jedoch zu Erkrankungen wie dem M.

Alzheimer.

Die bereits vorliegenden Studien Uber den Extrakt von Ginkgo biloba und seine
Inhaltsstoffe demonstrierten zwar seine neuroprotektive Wirkung, zeigten jedoch nicht,
ob Ginkgo biloba und seine Inhaltsstoffe Gingkolid A, B, J und Bilobalid in der Lage
sind, den programmierten Zelltod in Neuronen zu verzégern oder sogar zu verhindern.

Das nachzuweisen, war Ziel der vorliegenden Arbeit.

Dazu wurden in vitro Untersuchungen an 5 Tage alten telenzephalischen
Neuronenkulturen vom Hihnerembryo und an Mischkulturen von Neuronen und
Astrocyten neugeborener, hippocampaler Rattenhirne durchgefiihrt.

Die neuronale Apoptose wurde durch Entzug von Serum bzw. durch eine Behandlung
mit Staurosporin- induziert.



Als erste screening — Methode wurde die Vitalitdtsmessung mit Trypanblau
durchgefiihrt, zur Spezifizierung der Ergebnisse erfolgten Nachweise mit der Hoechst-
und TUNEL- Farbung, sowie dem DNA — laddering in der Gelelektrophorese.

Der Gesamtextrakt erwies sich in beiden in dieser Arbeit untersuchten Versuchs und
Tiermodellen als protektiv. Dieses Ergebnis zeigte sich ebenfalls fir Ginkgolid B und
Bilobalid. Ginkgolid J erwies sich an telenzephalischen Neuronen von
Huhnerembryonen als neuroprotektiv. Ginkgolid A zeigte in keinem Versuch eine
Minderung der apoptotischen Neurone.

Zusammenfassend zeigten der Gesamtextrakt von Ginkgo biloba und einige seiner
Inhaltsstoffe in unseren Experimenten anti-apoptotische Eigenschaften - bei Bilobalid
war diese Eigenschaft am stérksten ausgepragt. Als Mechanismus des anti
apoptotischen Effekts des Gesamtextrakts und seiner Inhaltsstoffe werden eine
Hemmung der mitochondrialen Dysfunktion und reaktiver Sauerstoffverbindungen
diskutiert. Ob diese Mechanismen auch in unseren Experimenten fir die beobachteten

protektive Wirkungen verantwortlich sind, mul? durch weitere Studien geklé&rt werden.

Zum jetzigen Standpunkt der Forschung kann keine Aussage Uber die
humanmedizinische Relevanz der Ergebnisse gemacht werden. Diese lassen jedoch
hoffen, dal3 Ginkgo biloba—Préparate, die bereits als Antidementiva eingesetzt werden
und die eine gute Vertraglichkeit aufweisen, in Zukunft gezielt bei bestimmten
Hirnleistungsstorungen des Menschen als Therapieansatz berlicksichtigt werden

kénnten.
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