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1 Einleitung

1.1 Mikroglia - Morphologie und Funktion
Mikroglia wurden im Jahre 1932 von Pio del Rio-Hortega erstmalig als immunkompetente Zel-

len des zentralen Nervensystems beschrieben (Del Rio-Hortega 1932).

Als mononukledre Phagozyten (Gewebsmakrophagen) bilden sie sich wahrend der embryona-
len und fetalen Periode der menschlichen Entwicklung aus mesodermalem (myeloidem) Ge-
webe (Chan et al. 2007). Im Falle eines pathologischen Ereignisses konnen auch bestimmte
Monozyten als Vorlauferzellen der Mikroglia die Blut-Hirn-Schranke tGberwinden und sich zu
mikroglialen Zellen ausdifferenzieren (Mildner et al. 2007). Unter normalen Bedingungen im
adulten Gesunden zeigen Mikroglia eine verzweigte Morphologie und sind im Nervensystem

ubiquitar anzutreffen.

Zeigen sie dabei die typische, stark verzweigte Morphologie, werden sie als ,ruhende Mikro-
glia“ bezeichnet, wobei neuere Ergebnisse auf eine sehr viel aktivere Uberwachung des gesun-
den Hirngewebes hindeuten, als der Name erwarten lieBe (Nimmerjahn et al. 2005; Davalos et
al. 2005; Fetler und Amigorena 2005). Sie erfiillen in diesem Zustand darlber hinaus neurotro-
pe und neuroprotektive Funktionen (Rezaie und Male 2002; Rezaie 2003; Streit 2002), indem
sie neuronale Proliferation stimulieren und steuern (Morgan et al. 2004; Liao et al. 2005;). Sie
sind auch in der Lage an Orten neuronaler Schadigung die Migration von Stammzellen zu initi-
ieren und zu steuern, um Defekte auszugleichen (Aarum et al. 2003); auch eine Rolle in der
Neurogenese wird diskutiert (Walton et al. 2006; Polazzi und Contestabile 2002; Ziv et al.
20064; Ziv et al. 2006b).

Unter verschiedenen pathologischen Bedingungen, wie Infektion, Tumoren, Trauma, Ischdamie,
UbermaRiger Exzitation von Neuronen und anderen potentiellen Gefahren fiir das Hirngewebe,

kdnnen Mikroglia jedoch aktiviert werden (Colton und Wilcock 2010; Kreutzberg 1996).

Diese Aktivierung kann eine aktive Migration zum Ort der Schadigung genauso hervorrufen wie
eine Proliferation der ortsstandigen Mikroglia und fiihrt zu einer starken Zunahme der Prasenz
von Mikroglia am Ort der Schadigung (Hanisch und Kettenmann 2007; Ladeby et al. 2005;
Cammermeyer 1965; Hailer et al. 1999; Streit et al. 1999). Als voll entwickelte Immuneffektor-
zellen kénnen sie in diesem Zustand neurotoxischen Zelldebris phagozytieren und prozessierte
fremde Bestandteile als Antigen an zirkulierende T-Zellen prasentieren (Cho et al. 2006; Simard
et al. 2006; Rock et al. 2004). Dariiber hinaus produzieren sie Mediatormolekiile, darunter

proinflammatorische Zytokine, so wie TNF-a, IL-6 oder IL-1B (Sawada et al. 1989; Lee et al.



Einleitung

1993), reaktive Sauerstoffspezies (Block et al. 2007; Colton und Gilbert 1987) oder Stickstoff-
monoxid (NO) (Moss und Bates 2001; Liu et al. 2002). Einen Uberblick tiber verschiedene Wege

mikrogialer Aktivierung und produzierter Effektormolekiile gibt Abbildung 1.1, S.3.

Anderungen des Aktivierungszustands gehen auRerdem mit einer deutlich verinderten Mor-
phologie einher; die Zellen dhneln morphologisch dabei dem Zustand zum Zeitpunkt ihrer Mi-
gration und erinnern an die amodboide Form von Phagozyten (Bechmann und Nitsch 1997).
Unter dem Mikroskop zeigt sich ein rundlicher, weniger ramifizierter Zellkérper, der in seiner

GroRe deutlich zunehmen kann (siehe Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.1 Dieses Schema zeigt die wichtigsten Signalwege der mikroglialen Aktivierung. a-Synuclein, das aus
intakten Neuronen ausgeschiittet wird oder beim Untergang von Neuronen anfillt, bindet an den toll-like-
receptor 2 (TLR-2), LPS an den TLR-4. Dies l6st zahlreiche weitere Signalkaskaden an, die wichtigsten sollen hier
gezeigt werden. Sowohl TLR-2 als auch TLR-4 aktivieren iiber das Adapterproteien MyD88 (Myeloid differentia-
tion primary response 88) z.B. die IkB Kinase und damit den NF-kB-Signalweg oder iiber die MAP-Kinase das
activator-protein 1 (AP-1), einen Transkriptionsfaktor aus der c-jun/c-fos-Familie. Diese Transkriptionsfaktoren
werden in den Nukleus translokalisiert und triggern die Expression proentziindlicher Zytokine und Chemokine wie
IL-6, IL-1B und TNF-a, sowie die Expression der iNOS. Die Zytokine kénnen wiederum an der gleichen oder an
anderen Zellen liber Zytokinrezeptoren, die ihrerseits liber den Janus-Kinase (Jak)-Signalweg und Transkriptions-
induktoren der STAT-Familie zur Expression proinflammatorischer Proteine steuern.
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In diesem Zustand aktivierte Mikroglia kdnnen durch ihre immunotrope Funktion, aber auch
direkt durch die Produktion von Zytokinen zyotoxische bzw. speziell neurotoxische Eigenschaf-
ten haben (Block et al. 2007; Banati et al. 1993). Mikroglia spielen durch diesen ,Kollateral-
schaden”, der Uber ihre eigentliche Funktion hinaus geht, eine grolRe Rolle in verschiedenen
neuroinflammativen und neurodegerenativen Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer-
Demenz, Lewy-Kérperchen-Demenz oder kortikobasaler Degeneration (Benveniste et al. 2001;

McGeer et al. 1993).

1.2 Mikroglia in neurodegenerativen Erkrankungen

Inflammation ist ein wesentlicher
Bestandteil des Pathomechanis-
mus der neurodegenerativen
Erkrankungen. In diesem weiten
und bunt gemischten Feld von
Erkrankungen  verschiedenster
Formenkreise spielen Mikroglia
als die Immunantwort vermit-
telnden als auch ausfiihrenden
Zellen eine entscheidende Rolle.
Krankheitsbilder wie ALS (amyo-

trophe Lateralsklerose) (McGeer

F4/80, DAPI

Abbildung 1.2 Ruhende und mit LPS aktivierte Mikroglia. Das UNd McGeer 2002; Solomon et al.
obere Bildpaar zeigt unbehandelte Mikroglia (links) und Mikro- 2006), Multiple Sklerose (Takeu-
glia 24 h nach Behandlung mit LPS (rechts). Unten eine Kern-

bzw. mikrogliaspezifische Immunfirbung. Deutlich zu sehen ist chi et al. 2006; Kutzelnigg et al.
die Anderung der Zellmorphologie von langegezogenen, diin-
nen Somata zu groBen, rundlichen Zellkdrpern als Zeichen der
Aktivierung unter Behandlung mit LPS (Dolga et al. 2012, mit et al. 2001; Singhrao et al. 1999),
freundlicher Genehmigung).

2005), Chorea Huntington (Sapp

M. Pick (Schofield 2003; Paulus
et al. 1993) stehen genauso im Zusammenhang zu mikroglialer Aktivierung wie zerebrale Is-
chamien in der Folge vaskularer Verschlisse (Stroke) (Zheng und Yenari 2004; Gerhard et al.
2005; Rupalla et al. 1998) oder Prionenerkrankungen (Perry et al. 2002; Combrinck et al. 2002).
Von besonderem Interesse war fiir diese Arbeit die mikrogliale Beteiligung in der Alzheimer-
Krankheit und vor allem beim M. Parkinson (siehe Kap. 1.3 Alzheimer-Demenz, S. 4 und Kap.

1.6 Mikroglia in der Parkinsonkrankheit, S. 10).
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1.3 Die Alzheimer-Demenz

Die Alzheimer-Krankheit (nach Alois Alzheimer, 1864-1915) ist die haufigste und eine weltweit
verbreitete Form der Demenzerkrankung. Die Krankheit tritt vorwiegend bei dlteren Menschen
auf und betrifft ca. 6% der Uber 65-jahrigen (Ferri et al. 2005). Symptome der Krankheit umfas-
sen mnestische Stérungen, Sprachstorungen und den Verlust exekutiver Funktionen (Planung

und Koordination komplexer Tatigkeiten / intellektuelle EinbuBen) (Burns et al. 1990).

Die vermutlichen Ursachen der Alzheimer Krankheit sind Gegenstand wissenschaftlicher Dis-
kussion und umfassen unterschiedlichste Ansdtze. Neben einer Auswahl an Risikofaktoren
(Alter (Brayne 2007), genetische Faktoren (Goate et al. 1991), Hypertonie (Qiu et al. 2005)
uv.m.) werden zahlreiche Pathomechanismen diskutiert, darunter auch die toxische Wirkung
von Aluminium (Shcherbatykh und Carpenter 2007) oder die ,cholinerge Hypothese” (Francis
et al. 1999). Die beiden groflten Strémungen waren seit 1991 die der ,Tauisten”, die Tau-
Fibrillen fur die Entstehung von Alzheimer verantwortlich machten (Goedert et al. 1991) und
die der ,,Baptisten”, deren Forschungsschwerpunkt das Protein Amyloid-B ist (Hardy und Allsop
1991). Beide Theorien werden heute nicht mehr als kontrar zueinander, sondern sich ergan-
zend angesehen (Mudher und Lovestone 2002); gemeinsame Endstrecke beider Hypothesen
ist die neuroinflammative Komponente der Erkrankung (Akiyama et al. 2000), die schon zuvor
mit Mikroglia in Verbindung gebracht wurde. Insbesondere fiir AB ist seit langem sowohl ein
direkter (Yankner et al. 1990), als auch ein mikroglial vermittelter (Combs et al. 2000) neuroto-

xischer Effekt bekannt.

Die Alzheimer-Krankheit war eine der ersten neurodegenerativen Krankheiten, die bereits in
den spéaten 80er Jahren mit Mikroglia in Verbindung gebracht wurde (Yankner 1989; McGeer
et al. 1987; Rogers et al. 1988). Die Aktivierung der Mikroglia schreitet dabei mit der Erkran-
kung voran (Xiang et al. 2006). Mikroglia sind typischerweise schon wahrend der Entstehung
von Plagques anzutreffen (Veerhuis et al. 1999; Wiley et al. 2009) und das dort vorhandene AR
stimuliert sie zur Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, reaktiver Sauer-
stoffspezies oder NO (Qin et al. 2002; li et al. 1996; Dheen et al. 2005; Meda et al. 1995). Die
Aktivierung der Mikroglia erfolgt dabei vermutlich auch durch die Phagozytose von AB (Wilkin-
son et al. 2006).

Die Entdeckung, dass Patienten mit rheumatoider Arthritis ein vergleichsweise geringeres Risi-
ko haben, an Alzheimer zu erkranken, brachte die Idee einer praventiven Behandlung mit anti-
entziindlichen Substanzen (z.B. NSAIDs) ins Spiel und begriindet damit den Ansatz einer antiin-
flammativen Therapie der Alzheimer-Erkrankung (McGeer et al. 2006). In der Tat zeigt eine

aktuelle Metaanalyse aus Kohortenstudien von nordamerikanischen Patientenkollektiven ein
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um 13% verringertes Risiko kognitiver Einschrankungen im Alter bei dauerhafter Einnahme von

NSAIDs (Wang et al. 2016).
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1.4 Morbus Parkinson

Als Morbus Parkinson (syn.: Idiopathisches Parkinson-Syndrom (IPS), Parkinson-Krankheit) wird
die volle oder teilweise (diagnostische Kriterien s. u.) Entwicklung des Parkinson-Syndroms
ohne bekannte duRere oder genetische Ursache bezeichnet. Das Parkinson-Syndrom wiede-
rum ist ein Symptomkomplex, der im Rahmen des IPS auftritt, jedoch auch andere Ursachen
haben kann (familidar, medikamenteninduziert (Mehta et al. 2015) / toxisch (Langston et al.
1983; van Maele-Fabry et al. 2012), traumatisch) oder im Rahmen einer anderen neurodege-
nerativen Grunderkrankung auftritt (Lewy-Korperchen-Demenz, Progressive Supranukleadre
Blickparese, Multisystematrophie, Kortikobasale Degeneration, Dopa-sensitive Dystonie u.a.)
(Langston 2006; Furukawa und Kish 1999; Wijker et al. 1996; Rajput und Rajput 2001; Rinne et
al. 1994; Gilman et al. 2008; Donaghy und McKeith 2014). Das idiopathische Parkinson-
Syndrom macht in diesem Formenkreis mit etwa 70 % den grofSten Anteil aus. Mit einer welt-
weiten Pravalenz von ca. 0,3 % der Gesamtbevolkerung, 1 % bei den Uber 60-jahrigen und ca.
4 % bei den liber 80-jahrigen (westliches Europa), ist es im allgemeinen eine Erkrankung des
Alters sowie die haufigste motorische Stérung und die zweithaufigste neurodegenerative Er-
krankung (Mutch et al. 1986; Rajput 1992; de Rijk, M C et al. 2000; de Lau, Lonneke ML und
Breteler 2006).

Der Parkinson Syndromkomplex wurde vom britischen Arzt James Parkinson im Jahre 1817
unter dem Namen ,Shaking Palsy” (Schittellahmung/Zitterlahmung) erstbeschrieben (Parkin-
son 1817). Heute zdhlen zu den diagnostischen Kriterien - je nach federfiihrender Gesellschaft
in unterschiedlichen Hierarchien sortiert - folgende motorische Symptome: Bradykine-
se/Akinese, Ruhetremor, Rigor, Posturale Instabilitait bzw. der Verlust posturaler Reflexe.
Weiterhin typisch sind ein asymmetrisches Einsetzen sowie das Ansprechen auf eine Behand-

lung mit Levodopa (Jankovic 2008; Fahn 2003).
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Pathogenetisch liegt dem M. Parkinson der Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia
nigra zugrunde, der im Besonderen den ventralen Teil der pars compacta betrifft. Bis zum Tode
des Betroffenen gehen so zwischen 50 und 70% der Neurone dieser Region unter (Davie 2008).

Der Progress der Krankheit korreliert auBerdem mit dem Untergang von Neuronen in be-

Cortex cerebri

Thalamus

Hemmende Bahnen

Stimulierende Bahnen

Substantia nigra

Abbildung 1.3 Das Bild zeigt die dopaminergen Projektionen beim gesunden Menschen (links) und beim Morbus
Parkinson (rechts). Orangene Pfeile stehen fiir Hemmung und griine fiir Stimulation der Zielstruktur. Ein Ausfall
der dopaminergen Neurone in der Substantia nigra fiihrt konsekutiv zu einer geringeren Stimulation des Cortex
(Bild frei nach Vorlage unter GNU-Lizenz Version 1.2).

stimmten Regionen der SN (Fearnley und Lees 1991). Verminderter nigrostriataler Input fuhrt
dann liber die mangelnde Hemmung der Neurone aus der Pars interna des Globus pallidus zum
Thalamus und damit letztlich einer Repression der Bewegungsinitiation aus dem Cortex, was

sich folglich in motorischen Defiziten manifestiert (Rodriguez-Oroz et al. 2009).

Ein weiteres pathologisches Korrelat sind die vom deutschen Neurologen Friedrich H. Lewy
1912 erstmal mit der Parkinson-Krankheit in Verbindung gebrachten , Lewy-Korperchen”, Ab-
lagerungen von verschiedenen Proteinen und Proteinkomplexen, denen ein bedeutende Rolle

in der Pathogenese verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen zugeschrieben wird
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(Forster und Lewy 1912). Den Hauptbestandteil der Lewy-Bodies macht dabei das a-Synuclein

aus (Shulman et al. 2011).

1.5 a-Synuclein

Das humane a-Synuclein-Protein besteht aus 140 Aminosauren und wird durch das SNCA-Gen
codiert. a-Synuclein ist ein Protein, das im gesamten Gehirn von Vertebraten anzutreffen ist.
Es ist besonders in sogenannten prasynaptischen Terminals prdasent (Maroteaux et al. 1988).
Seine genaue Rolle ist Gegenstand aktueller Forschung; klar ist, das es als Bestandteil des pra-
synaptischen Komplexes an der Ausschiittung von Neurotransmittern beteiligt ist, genauer
gesagt reguliert es die GroRe des Pools an prasynaptischen Vesikeln (Murphy et al. 2000). Die
Anwesenheit von a-Synuclein wirkt sich auBerdem protektiv auf Neurodegeneration aus
(Chandra et al. 2005). Auch eine Rolle bei synaptischer Plastizitat und Lernen wird diskutiert
(George et al. 1995), so haben a-Synuclein-defiziente Mause ein beeintrachtigtes Lernverhal-
ten (Kokhan et al. 2012; Clayton und George 1998). Auch in dopaminergen Neuronen kommt
a-Synuclein zum Einsatz und ist an der Regulation der Ausschittung von Dopamin beteiligt,
was seine erhohtes Vorkommen in der Substantia nigra und damit die Rolle in der Parkinson

Krankheit erklaren konnte.

Eine Mutation in dem fiir Synuclein kodierenden Gen konnte fir die autosomal-dominante
Erkrankung des early-onset Parkinson verantwortlich gemacht werden, was bei hoher klini-

scher Penetranz der Krankheit auf einen direkten Zusammenhang zwischen dem Protein und

der Parkinson-Kankheit hindeutet

(Polymeropoulos 1997). Einen weite- \

ren Anhaltspunkt hierflr liefert die

Anwesenheit von a-Synuclein in Lewy-

£ “
Korperchen (s.0) (Spillantini et al. : " J
1998). Diese sind typisches histopa- :
thologisches Korrelat nicht nur in Par- ; bl
kinson-Patienten, sondern auch der :
nach  ihnen  benannten  Lewy- ’ 10 ym

é

Korperchen-Demenz (Dementia with
Lewy-Bodies, DBS). Zu a-Synuclein als
Agens im Modell s. Kap. 1.7, S. 12.

Abbildung 1.4 Mikrofotografie einer Region der Substantia nigra
eines Parkinsonpatienten. Deutlich zu sehen die Immunhisto-
chemische Firbung des Lewy-Korperchens mittels alpha-
synuclein-Antikorper. Gegenfarbung mit Himatoxylin (Bild unter
GNU-Lizenz Version 1.2).
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1.6 Mikroglia in der Parkinsonkrankheit

Mikroglia werden nicht nurin groRer Zahl in und um Lewy-Kérperchen gefunden, sie treten
dort auch in ihren ,aktivierten” Zustand Gber bzw. exprimieren typische Marker ihres Makro-
phagen-dhnlichen Phenotyps, wie HLA-DR und MHC-II (McGeer et al. 1988; Imamura et al.
2003). Sie produzieren in diesem Zustand, auch durch a-Synuclein aktiviert, auRerdem proin-
flammatorische Zytokine (Kim und Joh 2006). Speziell in der SN sind Mikroglia auRerdem hau-
figer anzutreffen, als in anderen Hirngebieten (Lawson et al. 1990; Kim et al. 2000). Die Beteili-
gung von Mikroglia in den verschiedenen Modellen der Parkinson-Krankheit wird im Folgenden

beleuchtet.

1.6.1 Modelle der Parkinson-Krankheit und die Beteiligung der Mikroglia

1.6.1.1 MPTP-Modell

MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ist ein Nebenprodukt, dass als Kontami-
nation bei der Synthese der Designerdroge MPPP (1-Methyl-4-phenyl-4-propion-oxy-piperidin)
entsteht. Patienten, die sich verunreinigtes MPPP injiziert hatten, zeigten daraufhin innerhalb
einer Woche parkinsonoide Symptome (Davis et al. 1979). Die Applikation von MPTP ruft in
verschiedenen nicht-humanen Sdugern, wie auch Primaten, die typischen biochemischen, pa-
thologischen und klinischen Befunde der Parkinson-Krankheit hervor, so auch den Verlust der

dopaminergen Neurone in der Substantia nigra (Przedborski et al. 2001; Burns et al. 1983).

Es wird durch die MAO-A und MAO-B (Monoaminooxidase-A/B) in die positiv geladene Verbin-
dung MPP* umgewandelt (Salach et al. 1984; Singer et al. 1986) und durch den Dopamintrans-
porter (DAT) aktiv in dopaminerge Zellen aufgenommen (Javitch et al. 1985). Dies erklart die
selektive Toxizitat der Substanz flir dopaminerge Neurone. In diesen Zellen inhibiert es irrever-
sibel den mitochondrialen Komplex | der Atmungskette und wirkt so proapoptotisch,was letzt-
lich zum Untergang der Neurone fiihrt (Nicklas et al. 1985; Cleeter et al. 1992). MPTP eignet
sich als selektiv neurotoxisch fir dopaminerge Neurone und findet zahlreich in Modellen der

Parkinson-Krankheit in vitro und vivo Verwendung.

Als primar basalganglientoxisch weist es dabei jedoch auch Unterschiede zur Parkinsonkrank-
heit auf, insbesondere was eine mogliche spontane Erholung nach Applikation betrifft (Eidel-
berg et al. 1986; Kurlan et al. 1991). Dies ist ein moglicher Confounder in der Testung neuro-
protektiver und antiparkinsonoider Medikation in diesem Modell. In vivo zeigen sich auch in
der Auspragung der klinischen Symptome unterschiede, so fehlt z.B. ein Ruhetremor (Luquin et
al. 1991; Bezard et al. 1997). Da die Toxizitat vorwiegend dopaminerge Neurone der SN be-

trifft, sind andere Hirngebiete, die in der Parkinson-Krankheit zuerst betroffen sind (enterale
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Nervenplexus, olfaktorisches System) oder an hoéheren Funktionen beteiligt (Motorcortex)
(Braak et al. 2006; Braak et al. 2003; Braak et al. 2004), in diesem Modell nicht vergleichbar

geschadigt.

Auch im primar toxischen MPTP-Modell konnte in vitro eine inflammative Komponente gezeigt

werden, die auf die Beteiligung aktivierter Mikroglia hindeutet (Gao et al. 2003b).

1.6.1.2 Rotenon

Das als Pestizid, Insektizid und Piscizid eingesetzte Furocumarin-Derivat Rotenon hemmt, dem
MPTP &hnlich, den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette (Sherer et al. 2003; Higgins
und Greenamyre 1996). Genauer gesagt unterbindet es den Transfer von Elektronen des Eisen-
Schwefel-Zentrums von Komplex | zu Ubiquinon. Die anfallenden Elektronen fiihren zur Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), was neben der Schadigung durch die Hemmung des
Komplex | auRerdem zu oxidativem Stress fiir die Zelle fihrt. Die besondere Suszeptibilitat
dopaminerger Neurone fiir oxidativen Stress macht diese bei chronischer Behandlung mit Ro-
tenon und damit systemischer, teilweiser Komplex I-Defizienz besonders anfallig. Durch seine
spezifische Toxizitdat flr nigrostriatale Neurone eignet sich die Rotenonbehandlung damit
potentiell als Parkinson Modell. Mit Rotenon behandelte Ratten zeigten in Studien parkinso-

noide Symptome (Betarbet et al. 2000).

In vitro (primare mesenzephale Kulturen) und in vivo zeigt sich auBerdem eine mikrogliale Be-
teiligung (Gao et al. 2003a; Sherer et al. 2003) der durch Rotenon vemittelten Neurotoxizitat,
womit sich das Rotenonmodell auch zur Untersuchung inflammatorischer Prozesse im Rahmen
der Parkinson-Krankheit eignet. Gao et al. konnten dabei zeigen, dass Rotenon in héheren
Dosen Neurone direkt schadigt, in niedrigen Dosen die Anwesenheit von Mikroglia aber ent-
scheidend fiir den neuronalen Zelltod ist, was eine Aktivierung von Mikroglia durch Rotenon

suggeriert.

1.6.1.3 6-Hydroxydopamin

6-Hydroxydopamin (auch Oxidopamin, 2,4,5-trihydroxyphenethylamin) ist ein synthetischer,
organischer, neurotoxischer Stoff, der selektiv dopaminerge Neurone zerstért und daher in
Parkinson-Modell in vitro und in vivo Anwendung findet. E wird wahrscheinlich von Dopamin-
und Noradrenalin-Reuptake-Transportern eingeschleust. Eine Kombination mit Noradrenalin-
Reuptake-Inhibitoren kann daher dopaminerge Neurone selektiv schiadigen (Breese und Tray-
lor 1970). Uber die Hemmung des mitochondiralen Komplex-I der Atmungskette kommt es
auBerdem zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, die mit der Ausbildung einer neuroinflam-

mativen Antwort in Verbindung gebracht werden. Eine neuroinflammative Komponente in
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diesem Modell konnte genauso nachgewiesen werden wie eine Beteiligung von Mikroglia

(Walsh et al. 2011; Lazzarini et al. 2013).

1.7 a-Synuclein in Parkinsonmodellen

Fiir die Rolle von a-Synuclein in der Pathogenese der Parkinson-Krankheit siehe Kap. 1.5, S. 9).

Es konnte gezeigt werden, dass a-Synuclein, welches bei der Schadigung dopaminerger Neuro-
ne freigesetzt wird und aggregiert, Mikroglia in vitro aktivieren kann. Diese Aktivierung fihrt
ihrerseits zur Freisetzung proentziindlicher Mediatoren und reaktiver Sauerstoffspezies durch
die Glia, was wiederum dopaminerge Neurone der Substantia nigra schadigt (Zhang et al.

2005; Mogi et al. 1994).

Ein weiterer Hinweis, dass die durch Fehlfaltung hervorgerufene Aggregation von a-Synuclein
entscheidend ist, liefert die Beobachtung, dass das humane Chaperon HSP70 die Toxizitat von
a-Synuclein verringern kann (Auluck et al. 2002). Dies konnte in vitro auch flr a-Synuclein-
Mutanten bzw. Abschnitte gezeigt werden, die starker zur Aggregation neigen und in vivo gro-
Rere dopaminerge Schadigung hervorrufen, wahrend zur Aggregation unfidhige Abschnitte

keine dopaminerge Schadigung hervorrufen (Periquet et al. 2007).

1.7.1 «a-Synuclein: transgene Mausmodelle

Transgene Mause, die humanes a-Synuclein exprimieren, zeigen pathomorphologische Korre-
late der Parkinson-Krankheit, genauer immunreaktive Inklusionen von akkumuliertem a-
Synuclein und Ubiquitin in verschiedenen Hirnarealen (Masliah et al. 2000), aber keine motori-
schen Defizite. Transgene Mause, die die A53T-Mutante des a-Synucleins tragen, die als pa-
thogen in familidren Formen der Parkinson-Krankheit gilt, zeigen hingegen starke axonale

Schadigung und Beeintrachtigung der Motorik (Giasson et al. 2002).

Studien mit SCNA-OVX transgenen Mausen, die das humane a-Synuclein in krankheitsrelevan-
ter Menge exprimieren, zeigten eine gegeniber dem Wildtyp verringerte Dopaminausschiit-
tung, veranderte neuronale Signaltransduktion in Zusammenhang mit Zelltod und motorischen

Anomalien in spateren Stadien (Janezic et al. 2013).

1.7.2 a-Synuclein: Adeno-assoziierte Viren:

Da transgene Mausmodelle darin versagten, eine direkte Schadigung dopaminerger Neurone
zu zeigen, wurde eine Technik eingesetzt, die die Expression von humanen Mutanten des a-
Synucleins durch Adeno-assoziierte Viren nutzt, um das pathogene Protein in vivo (Ratten) zu

testen. Hier konnte die A53T-Mutante auch eine Schadigung dopaminerger Neurone hervorru-
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fen, so sie denn in hohem MaRe exprimiert wurde (Kirik et al. 2002). Dies konnte auch bei

nicht-humanen Primaten nachgewiesen werden (Kirik et al. 2003).

1.8 Caz+-aktivierte K+-Kanadle

Die in dieser Arbeit untersuchten Kandle gehoren zur Untergruppe der SK (small conducting
potassium channels), die Synonym zur Gruppe der KCNN- bzw. K¢,2-Kanale sind. Diese Gruppe
wird hauptsachlich im zentralen Nervensystem exprimiert (Stocker und Pedarzani 2000). Im
Folgenden soll kurz auf kalziumabhangige Kaliumkanale im Allgemeinen und dann spezieller

auf die Familie der SK und ihre Rolle im untersuchten Parkinson-Modell eingegangen werden.

Kalziumabhangige Kaliumkandle kommen in vielen verschiedenen Zellen vor und wurden zu-
erst in Erythrozyten entdeckt (Gardos 1958). Spater wurde ihr Einfluss auf die Nachhyperpola-
risation (Afterhyperpolarization, AHP) und damit ihre Rolle bei der Modulation neuronaler und
muskularer Aktionspotentiale entdeckt (Alger und Nicoll 1980). Sie generieren Strome auch bei
sehr kurzzeitigen Anderungen der Kalziumkonzentration und sind so ein empfindlicher Sensor
und Bestandteil im calcium messaging (Hirschberg et al. 1998). Zur Rolle des Kalziums in intra-
zellularen Signalwegen der Mikroglia (s. Kap. 1.10, S. 15). Obwohl ihre Offenwahrscheinlichkeit
Uber die Kalziumkonzentration gesteuert wird und sie damit nicht spannungsabhangig sind,
fungieren sie trotzdem als ,inward rectifier”. Dies bedeutet, dass die Durchlassigkeit fiir lonen
bei Hyperpolarisation der Membran steigt und bei Depolarisation sinkt. Strome flieBen tber sie
also bevorzugt IN die Zelle (Doupnik et al. 1995). Eine Offnung der Kanile begrenzt dariiber
hinaus den Kalzium-Influx. Uber diese Mechanismen tragen die an der Plasmamembran gele-
genen Kanéle dieser Familie auch zur Kalziumhomoostase der Zelle bei. Sie sind auBerdem
auch bei nicht exzitierbaren Zellen in verschiedenen Regulationsmechanismen und Signalwe-
gen involviert, so z.B. bei der Steuerung der Proliferation und des Zellvolumens bei in vitro-T-

Lymphozyten (Khanna et al. 1999).

Die Aktivierung der Kanale (zumindest der Unterfamilien Kc,2 und K¢,3) erfolgt nicht direkt

Uber die Bindung von Kalzium, sondern Calmodulin-vermittelt (Zhang et al. 2001).

Fiir die Gruppe der SK-Kanale sind 4 Subdoméanen beschrieben, K¢2.1 (SK1), Ke,2.2 (SK2),
Kca2.3 (SK3) and KCa3.1 (SK4/1K1) (Kohler et al. 1996; Joiner et al. 1997), die auRerdem hete-
romultimere Komplexe bilden (Tuteja et al. 2010), die sich hinsichtlich Ihrer Exprimierung in
verschiedenen Geweben sowie ihrer pharmakologischen Eigenschaften unterscheiden (siehe

Kap. 1.9, S. 14).

Als Target des second messengers Kalzium haben SK-Kanéle auch eine Funktion als Empfanger

und Vermittler intrazellularer Signale. Bereits 1996 wurde die Beteiligung von Kaliumkanalen
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an der Proliferation von Mikroglia entdeckt (Schlichter et al. 1996). 2001 konnte eine Beteili-
gung von SK-Kanalen in der Aktivierung des sog. ,respiratory burst” in Mikroglia gezeigt wer-
den (Khanna et al. 2001), wobei verschiedene Subgruppen der SK-Familie pharmakologisch
selektiv gesteuert werden konnten (u.a. durch Agitoxin-2, Apamin, Clotrimazole, Charybdoto-
xin). In Mikroglia konnte die Uberwiegende Exprimierung der KCNN3/SK3/Kc,2.3-Kandle
gegeniber den anderen Subgruppen in vivo und in vitro gezeigt werden. Darliber hinaus wur-
den SK3-Kanale in mit LPS behandelten Mikroglia selektiv Gberexprimiert (Schlichter et al.
2010). LPS fiihrt zu einem dauerhaft erhohten [Caz+]i und zur Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine. Eine postulierte selektive Blockade der SK3-Kandle bewirkte eine geringere Neuroto-
xizitdt sowie eine verringerte Sekretion proinflammatorischer Molekiile wie NO. In unserem
Labor wurde dariiber hinaus fiir eine selektive Aktivierung des SK3-Kanals in Mikroglia eine
Reduktion der inflammatorischen Antwort gezeigt. Die pharmakologische Erhéhung der Of-
fenwahrscheinlichkeit dieses Kanals resultierte dabei in einem abgeschwachten Kalziuminflux

und geringer ausgepragter Immunantwort (Dolga et al. 2012).

Eine zentrale Rolle der SK3 in der mikroglia-vermittelten Neuroinflammation ist daher anzu-

nehmen.

1.9 SK-Kanale: Pharmakologische Ansatze

Um die verschiedenen SK-Kanile (Ke,2.1 (SK1), Kea2.2 (SK2), Kea2.3 (SK3) und Ke,3.1 (SK4/1K1))
selektiv pharmakologisch steuern zu kdnnen, stehen verschiedene Substanzen zur Verfligung,
die mehr oder weniger selektiv fir eine spezifische Subgruppe sind. Im Folgenden werden die

in dieser Arbeit verwendeten Substanzen kurz vorgestellt.

1.9.1 CyPPA
CyPPA (s. Kap. 2.1.1, S. 20) ist ein positiver Modulator (positive gating modulator), dessen Be-
sonderheit seine Selektivitat fir SK2 und SK3-Kanale darstellt. An SK1 Kanalen oder IK-Kanalen

ist er inaktiv (s. Tabelle 1.1).

1.9.2 Apamin

Apamin ist ein im Gift der Honigbiene (Apis mellifera) enthaltenes neurotoxisches Peptid. Es
besteht aus 18 Aminosadureresten (CNC KAPETALCAR RCQQH) (Habermann 1984). Bienengift
wird in der traditionellen Medizin zur Behandlung u.a. von entziindlichen Erkrankungen wie
Arthritiden eingesetzt und in zahlreichen anderen Krankheiten als therapeutische Substanz
erforscht (Son et al. 2007). Apamin wirkt innerhalb der Kanale der SK-Gruppe als Kanalblocker,

jedoch mit selektiver Empfindlichkeit der einzelnen Subtypen (s. Tabelle 1.1). Es eignet sich
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daher zur selektiven pharmakologischen Steuerung dieser Kanale in Versuchen in vitro und in

vivo und wird vielfach eingesetzt (Stocker et al. 1999).

Substanz SK1 (Kc.2.1) SK2 (Kca2.2)a SK3 (Kc.2.3)a
Apamin IC50[nM] 0,7-12,2 0,027-0,14 0,6-4
CyPPA EC50[nM] >100 (inaktiv) 14 5,6

Tabelle 1.1 Pharmakodynamik und Spezifitdit von Apamin und CyPPA, modifiziert nach (Pedarzani und Stocker
2008).

1.10 Intrazelluldres Kalzium in Mikroglia

Ca* ist ein wichtiger second messenger in fast allen lebenden Zellen. Je nach Gewebe sind
verschiedene Rezeptoren unterschiedlich exprimiert und daran beteiligt, ein Signal iber die
Magnitude, Dauer und lokale Verteilung der Kalziumkonzentration zu kodieren und an intrazel-
luldre Empfanger weiterzuleiten (Bootman und Berridge 1995). Die Konzentration kann dabei
innerhalb von Millisekunden aber auch in Minuten vom basalen (50 - 150 nM) bis in den mi-
kromolaren Bereich ansteigen; auBerdem kann die basale Konzentration erhdht oder ernied-
rigt werden (Berridge et al. 1999). Die sich so ergebenden Kurven der Kalziumkonzentration
Uber die Zeit haben in der Literatur ihrem Aussehen entsprechend namen wie ,,Blips“, ,Puffs”
oder ,Sparks” erhalten. Das Kalzium kann auf unterschiedliche Weise im Zytoplasma reguliert
werden: Als Influx aus dem Extrazellularraum oder auf umgekehrtem Wege aus der Zelle hi-

naus oder aus intrazellularen Kalziumspeichern bzw. in sie hinein.

Kalziumeinstrom in das Zytosol ist dabei ein passiver Prozess entlang des Konzentrationsgra-
dienten, der Riicktransport aus der Zelle hinaus bzw. in die intrazelluldren Speicher ist ein akti-

ver, energieabhangiger Prozess.
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Abbildung 1.5 Kalzium-vermittelte Signalwege in der Zelle (Méller 2002; Verkhratsky et al. 1998; Dolga und Culm-
see 2012). Bewegungen des Kalziums sind jeweils rot markiert. ADP: Adenosindiphosphat, ATP: Adenosintriphos-
phat, ER: Endoplasmatisches Retikulum, Mito: Mitochondirum, MUK: Mitochondrialer Kalzium-Uniporter, IP;(R):
Inositoltriphosphat(rezeptor), ROC: receptor-operated channel, RyR: Ryanodin-Rezeptor, SERCA: Sarkoplasmati-
sche/Endoplasmatische Kalzium-ATPase, SOC: Store operated channel. VOC: voltage-operated channel.

Der passive Kalziuminflux, der aus dem im Verhaltnis zur intrazelluldren Menge unbegrenzten
Vorrat aus dem extrazelluldaren Raum kommt, wird dabei von 3 Arten von Kandlen gesteuert:
rezeptor-(also liganden-) gesteuerten Kandlen (receptor-operated channels, ROC), spannungs-
abhangigen Kanélen (voltage-operated channels, VOC) und speicher-gesteuerten Kanélen (sto-
rage-operated channels, SOC); letztere dienen im Falle einer Depletion der intrazelluldren
Speicher dem Wiederauffiillen. Der Kalziumgradient ([Ca**],>>[Ca®'];) wird von ATP-abhangigen
Kalziumtransportern, die ubiquitdr auf der Plasmamembran verteilt sind, aufrechterhalten. Sie
werden von Na‘/Ca®* Antiportern unterstitzt, die den Natriumgradienten fiir eine Entfernung

des intrazelluldaren Kalziums nutzen.

Die Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern erfolgt hauptsachlich Gber Kanale der IP;
(1,4,5-Inositoltriphosphat)-Rezeptorfamilie. Diese werden selbst Uber G-Protein gekoppelte
oder lonotrope Rezeptoren Uber IP; als second messenger gedffnet (Patel et al. 1999). Die

Sarkoplasmatische/Endoplasmatische Kalzium-ATPase (SERCA) transportiert Kalzium aktiv in
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Zellkompartimente (SR, ER, Mitochondrien) zuriick, die als Speicher und Puffer fiir die [Ca*"]i

dienen (Deitmer et al. 1998; Verkhratsky et al. 1998).

Fir intrazelluldres Ca*" konnte eine zentrale Rolle bei der Aktivierung von Mikroglia gezeigt
werden. Mittels des proinflammatorischen Agens LPS (s. Kap. 2.1.2, S. 21) behandelte Mikro-
glia zeigen dabei eine spezifische Antwort in der Konzentration des intrazelluldren Kalziums mit
einem schnellen und transienten Anstieg (Bader et al. 1994). Aktivierte Mikroglia zeigten ein
dauerhaft erhohtes basales [Ca**]i, wahrend eine Kalziumdepletion mittels Ligand (BAPTA) ihre
Zytokinausschiittung verringern konnte (Hoffmann et al. 2003). Andersrum vermitteln auch
proinflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-1p selbst wiederum einen Anstieg des [Ca**]i
(Goghari et al. 2000). Kalzium stellt damit einen zentralen Bestandteil eines positiven Loops zur

Regulierung mikroglialer Aktivierung dar.

1.11 SK-Kanale und die Parkinson-Krankheit

Bisherige Ansatze, SK-Kanale als potenzielles pharmazeutisches Ziel in der Parkinson-Krankheit
zu erforschen, konzentrierten sich hauptsachlich auf neuronale SK-Kanéle. So konnte Apamin
als SK-Kanal-Blocker Uber eine Modifikation der Feuermuster dopaminerger Neurone im 6-
OHDA-Modell (s. Kap. 1.6.1.3,S. 11) motorische und nicht-motorische Defizite von striatalen
Neuronen reduzieren (Chen et al. 2014). Die Steigerung der Exprimierung von SK-Kanalen mit
dem Wirkstoff NS309 zeigte in vitro neuroprotektive Effekte an postmitotischen dopaminergen
Neuronen gegenilber Rotenon (s. Kap. 1.6.1.2, S. 11) (Dolga et al. 2014). Auch die positive Mo-
dulation von SK2/3-Kandlen mit 1-EBIO und CyPPA in dopaminergen Neuronen, die durch
einen glutamatergen Agonisten (AMPA) Exzitotoxizitdt ausgesetzt waren, flihrte in vitro zu

einem geringeren Verlust an dopaminergen Neuronen (Benitez et al. 2011).

CyPPA konnte in Verhaltensstudien an Mausen, die mit Methylphenidat behandelt wurden,
dem hyperdopaminergen Effekt durch eine Reduktion der Aktivitdit dopaminerger Neurone
entgegenwirken (Herrik et al. 2012). Wahrend die Rolle der SK-Kanale wie auch der Kaliumka-
nale generell in Modellen direkter Neuronenschadigung und Exzitotoxizitdat Gegenstand aktuel-
ler Forschung als potenzielles pharmakologisches Ziel sind (Wang et al. 2008), ist ihre Rolle bei
neuroinflammativer, mikroglial vermittleter Neuronenschadigung in Krankheitsmodellen noch

wenig etabliert.
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1.12 Zielsetzung dieser Dissertation

Aktivierte Mikroglia spielen eine zentrale Rolle in der Entstehung und der Progression neuro-
degenerativer Erkrankungen. Neue Erkenntnisse lassen vermuten, dass die pro-
inflammatorische Aktivierung der Mikroglia Uber Calcium-aktivierte SK-Kandle entscheidend
beeinflusst werden kann. Jingst konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der SK-
Kanalmodulator CyPPA eine LPS induzierte pro-inflammatorische Antwort der Mikroglia redu-
zieren kann. Analog zu LPS fiihrt auch a-Synuclein, welches mit der Entstehung des M. Parkin-
son in Verbindung gebracht wird, zu einer pro-inflammatorischen Aktivierung mikroglialer

Zellen.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der die Wirkungen von Vor- und Nachbehandlungen
von CyPPA als selektiver SK-Kanalinduktor auf die Effekte von a-Synuclein in primaren Mikro-

gliazellen.

Primare Mikroglia wurden dabei aus Mausen gewonnen und kultiviert. Die Verdnderungen in
der Proliferation wurden mittels impedanzkorrelierter Bestimmung des Zellindex durch das
XCELLigence®-System erhoben. Zellmorphologische Veranderungen wurden mithilfe einer mi-
krogliaspezifischen (F4/80) und kernspezifischen (DAPI) Farbung und anschlieRender Fluores-
zenbildgebung dargestellt. Die inflammative Antwort wurde einerseits direkt durch das Aus-
mal der Zytokinausschittung mittles Zytokin-ELISA sowie auf zelluldrer Ebene durch Bestim-

mung verschiedener Proliferations-/inflammativer Marker mittels Western Blot beurteilt.

In dieser Arbeit sollte so gezeigt werden, dass auch die a-Synuclein vermittelte Aktivierung von
Mikroglia durch CyPPA reduziert werden kann und somit die Wirkweise des SK-Kanals in die-
sem Modell weiter aufgeklart werden. Als Mal3stab fir die Aktivierung und ebenso die Reduk-
tion derselben dienten die Endpunkte: Proliferation, Morphologie und die Ausschiittung ent-

ziindlicher Mediatoren.
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2 Material und Methoden

2.1 Substanzen

Alle Standardchemikalien wurden von Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) er-
worben, sofern nicht anders beschrieben. Die Zellkulturmedien stammen von der Firma PAA
(Colbe); fur die genaue Zusammensetzung der Kulturmedien s. Kap. 2.3.1, S. 27. Alle Puffer und
Losungen wurden mit demineralisiertem, ultrareinem Wasser, dass mittels SG Ultra Clear UV
plus pure water system (VWR, Darmstadt) gewonnen wurde, hergestellt und mittels eines
Dampfautoklaven (Systec V-40, Systec GmbH, Wettenberg) sterilisiert. Besondere Substanzen,
Hersteller und Bestellnr. sind in Tabelle 1.1Tabelle 2.1 aufgelistet und werden nachfolgend im

Einzelnen beschrieben.

Substanz Hersteller Bestellnummer
CyPPA Sigma-Aldrich C5493
LPS Sigma L2654
a-Synuclein, 61-140 rPeptide S-1013-1
Amyloid-beta Bachem Distribution H-1368
Apamin Sigma A9459

Tabelle 2.1 Verwendete Substanzen.
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2.1.1 CyPPA
CyPPA (NS6277; Cyclohexyl-(2-(3,5-dimethyl-Pyrazol-1-yl)-6-methyl-Pyrimidin-4-yl)-Amine) ist
ein selektiver SK2/3-Kanal Aktivator. Fir pharmakodynamische Eigenschaften in Modellsyste-

men s. Kap. 1.9.1, S. 14.

CH,
ove
NS
' N

CH,
H ==
H,C
CyPPA
{NS6277)
Abbildung 2.1 Struktur von CyPPA.

Name CyPPA
Hersteller Sigma-Aldrich
Molekulargewicht 285,39 g/mol
Reinheit >99%
Quelle synthetisch

Tabelle 2.2 Eigenschaften von CyPPA.
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2.1.2 LPS

LPS (Lipopolysaccharid) ist ein Zellwandprotein von Bakterien. Es wird vielfach als proinflam-

matorischer Induktor von Mikroglia verwendet.

HO

0
HO
0 o T O-Antigen
0 s} o’f\oﬂ
HO
HO
Aullerer Kern
. -
- |nnerer Kern

Abbildung 2.2 A: LPS, chemische Struktur.
Hersteller Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Molekulargewicht unterschiedlich
Reinheit >98 %
Quelle E. coli

Tabelle 2.3 Eigenschaften des verwendeten LPS.
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2.1.3 «-Synuclein

a-Synuclein ist einProtein und besteht aus 140 Aminosauren (14kDa). Die von uns verwendete
Form schlief§t die Aminosauren an Position 61-140 mit ein (8,4kDa). Fir die Verwendung von

a-Synuclein in Parkinson-Modellen s. Kap. 1.5,S.9 ).

_‘-“-
., y
. g ¢
Abbildung 2.3 3D-Struktur von alpha-synuclein N
(Ulmer et al. 2005).

Name aSynuclein, 61-140

Hersteller r-peptide, Bogart, GA, Vereinigte Staaten
Molekulargewicht 8,4 kDa (81 Aminosauren)
Reinheit >95 % (SDS-Page)
Konterion Puffer: 20mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, pH 7,5
Quelle Rekombinant, exprimiert in E.coli.

Tabelle 2.4 Eigenschaften von a-Synuclein.

Pufferl6sung:

NaCl 0,5844g
TrisBase 0,24228 g
H,0 bidest ad 100 ml

Tabelle 2.5 Pufferlosung fur a-Synuclein.
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2.1.4 Amyloid-beta

Amyloid beta kommt in verschiedenen Isoformen, am haufigsten mit einer Ldnge von 40
(AB40) bzw. 42 (AB42) Aminosauren vor, die durch die enzymatische Spaltung des APP (amy-
loid-precursor-protein) entstehen. Amyloid beta wurde zuerst aus intrazerebralen Plaques
isoliert, die bei Alzheimer-Patienten und Patienten fortgeschrittenen Alters mit Down-Syndrom
auftreten (Masters et al. 1985). Seine physiologische Funktion ist Gegenstand der Forschung,
eine antimikrobielle Wirkung wird diskutiert (Soscia et al. 2010). Physiologisch fallt das Protein
nicht aus, akkumuliert nicht und bildet keine schwerloslichen Agglomerate. Bei Patienten mit
Alzheimer-Krankheit oder Down-Syndrom kdnnen AB-Plaques aus schwerléslichen A-
Aggregaten jedoch in Gefdllen und im Gehirn gefunden werden. AB findet durch seine unter
anderem mikrogliavermittelte proinflammatorische Wirkung Verwendung als schadigende

Substanz in Nager-Modellen der Alzheimerkrankheit (Fang et al. 2010).

Um dieses Modell zu etablieren fiihrten wir verschiedene vorlaufige Experimente zur toxischen
und proinflammatorischen Wirkung des Amyloids auf Mikroglia durch. Als positive Kontrolle

diente LPS (Lipopolysaccharid, 200 ng/ml).

Abbildung 2.4 Superstruktur von AB.

1 mg AB wurden in 10% Ammoniaklésung geldst und bei -80°C gelagert. Vor Verwendung wur-
de in der Konzentration Img/ml in sterilem Wasser geldst, und mit 100mM Tris und 50 mM
NaCl in eine 58 UM Lésung liberfiihrt. Diese Losung wurde 48 h bei 1400 rpm unter Raumtem-
peratur gerihrt.
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Hersteller abcam
Molekulargewicht 4514.08
Reinheit >95%
Gelost in DMSO
Quelle Rekombinant

Tabelle 2.6 Eigenschaften von Amyloid-beta.

2.1.5 Apamin

Fiir die pharmakologischen Eigenschaften von Apamin s. Kap. 1.9.2, S. 14.

Hersteller Abcam
Reinheit >95 % (
Molekulargewicht 2027,35 Da
Chemischer Name CNCKAPETALCARRCQQH-NH,

Tabelle 2.7 Eigenschaften von Apamin.

2.1.6 Primire Antikorper

Alle priméaren Antikorper wurden in TBST verdiinnt. Fir Hersteller und Verdiinnungen s. Tabel-

le 2.8.

Antikorper Hersteller Verdiinnung
Actin MP Biomedicals 1:10000
GAPDH Cell Signaling 1:20000
iNOS BD Transduction 1:500
MAP-Kinase Cell Signaling 1:1000
p42/44, phospho p42/44 Cell Signaling 1:1000
KCNN 2 Abcam 1:500

Tabelle 2.8 Verwendete Antikorper und ihre Verdiinnung.

2.1.7 Sekundare Antikorper

Alle sekundaren Antikorper wurden von Vector Labs (Burlingame, Kalifornien) erworben. Beim
Western Blot kamen horse radish peroxidase (HRP)-markierte Antikérper gegen Maus (IgG,

H+L), Ziege (IgG, H+L) und Hase (lgG, H+L), 1:2000-1:10.000 in TBST verdiinnt, zum Einsatz.
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2.2 Zellkulturmaterialien

Sterile Plastikutensilien, Tabelle 2.9.

Bauteil Bestellnummer Hersteller
T75 culture flasks 658175 Greiner bio one
T175 culture flasks 660175 Greiner bio one
6-well plates 657160 Greiner bio one
24-well plates 662160 Greiner bio one
96-well plates 655180 Greiner bio one
ibiTreat 8-well 80826 Ibidi GmbH
15 ml tubes 62.554.512 Sarstedt
50 ml tubes 62.559.001 Sarstedt
Cell scraper 83.1832 Sarstedt
Sterile filter 0,2 um, 250 ml 83.1822.101 Sarstedt
Petri dishes 35x10mm 627160 Greiner bio one

Tabelle 2.9 Zellkulturmaterialien. Greiner bio one: Frickenhausen, Deutschland, Sarstedt: Niimbrecht, Deutsch-
land, Ibidi: ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland.

2.2.1 Zellen and Zelllinien

2.2.2 Praparation primarer Mikrogliazellen in Kultur
Primare Mikrogliazellen wurden aus Méausen der C57BL6-Linie gewonnen. DieMikroglia wur-
den aus den Gehirnen der Mduse am 1. Bis zum 4. postnatalen Tag prapariert. Die Prozedur

entsprach einem vorbeschriebenen Standardprotkoll (Saura et al. 2003).

Alle Instrumente wurden vor der Dissektion in Ethanol gereinigt. Trypsin und Trypsininhibitor
wurden abgewogen und unter UV-Licht fir 30 min sterilisiert. Die neugeborenen Mause wur-
den durch Dekapitation getotet, die Kopfe in 1x HBSS-Lésung(s. Kap. 2.3.1, S. 27 ) auf Eis ver-
wahrt. Der Kopf wurde sagittal inzidiert und die Gehirne mit einem scharfen Loffel aus dem
Schadelknorpel entnommen. Sie wurden in Petrischalen in HBSS verwahrt. Die Meningen so-
wie der Hirnstamm und das Mesencephalon wurden unter dem Mikroskop mit scharfen Pin-
zetten entfernt. Die Cortices und Hippocampi wurden in einem 50 ml Falcon tube fiir 15 min
mild trypsinisiert (0,25% Trypsin, ImM EDTA, beide von Sigma, Taufenkirchen, Deutschland,
gelost in DMEM/Hams’s F12, s. Kap. 2.3.1, S. 27). Die Trypsinaktivitat wurde durch Waschen
mit Trypsininhibitor fiir 2 min beendet. Die Zellen wurden mit einer kapillarisierten Glaspipette
trituiert und bei 300 x g fir 7 min Zentrifugiert. Das Pellet wurde in DMEM/Ham’s F12 gelGst
und die Zellen nach Auszdhlung in einer Neubauer-Zahlkammer in einer T75 Zellkulturflasche

mit einer Dichte von 2,5-3 Mio. Zellen/Flasche ausgesat.
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Die Flaschen wurden bei 37° C / 5%CO2 inkubiert und das Medium nach 2 und nach 4 Tagen

gewechselt.

Nach 9-11 Tagen, je nach mikroskopischem Aspekt, wurden die Flaschen bei 150 rpm / 37° C
fiir 1-1,5h geschiittelt, um adharente Mikroglia von Astrozyten zu l6sen. Das Medium, welches
nun frei flottierende Mikroglia enthielt, wurde bei 300 x g fiir 7 min zentrifugiert und die Zellen

je nach Trager in unterschiedlicher Dichte ausgesat (s. Tabelle 2.10).

Platte Zellen/well Volumen (ml)
24 well 250.000 0,5-1
96-well 12.000-15.000 0,1-0,2
Ibidi 25.000-30.000 0,2

Tabelle 2.10 Dichte der Mikrogliazellen in Kulturtragern.
2.2.3 CHME-5 -Zellen
CHME-5 ist eine immortalisierte mikrogliale Zelllinie (Janabi et al. 1995), die wir als Modellsys-

tem fir Neuroinflammation in der Parkinsonkrankheit erprobt haben.
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2.3 Methoden - Zellkultur

2.3.1 Zellkulturmedien
Im Folgenden werden die Zusammensetzungen der verwendeten Zellkulturmedien flir primare

Zellen und Zelllinien tabellarisch aufgefihrt.

Mikroglia Zellkulturmedium / CHME-5-Zellkulturmedium

MEM/Ham’s F 12 500 ml
+10 % FCS Gold 50 ml
+ Penicillin 100 U / ml
+ Streptomycin 100 pg / ml
+ Glutamin 2mM

Tabelle 2.11 Kulturmedium fiir primare Mikroglia und CHME-5 Zellen.

Wahrend der Prdparation, Inkubation und Behandlung (wie oben beschrieben) wurden die

folgenden Kulturmedien verwendet:

HBSS (Hank’s balanced salt solution) 1x

10x HBSS 50 ml
HEPES 0,573 g
Gentamicinsulfat (10 mg / ml) 0,5 ml
H,0 bidest ad 500 ml

Tabelle 2.12 HBSS-L6sung.

EBSS (Eagle’s modified balanced Salt solution), pH 7.2

NaCl 6,8¢g
KCl 0,4g
CaCl, x 2xH,0 0,264 g
Cl,x 7 H,0 02g
NaHCO; 22¢g
NaH,PO, x H,0 0,14¢g
Glukose lg
H,0 bidest ad 1000 ml

Tabelle 2.13 EBSS Losung.
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HBSS (Hank’s balanced salt solution) 10x

KCl 4g
KH,PO, 068
NacCl 80¢g
NaHCO; 35¢g
Na,HPO, x 2H,0 06¢g
D-Glucose 10g
Phenolrot 01lg

Tabelle 2.14 HBSS 10x.

MEM (Eagle’s minimum essential medium)+ FCS

MEM-Phenolrot 4,695 mg
1mM HEPES 4,75 mg
26 mM NaHCO; 1,1g
40 mM Glukose 5g
20 mM KCl 0,605 g
1 mM Natriumpyruvat 0,6g
1,2 mM L-Glutamin 0,088 g
10% (v/v) FCS 50 ml
10% (v/v) Gentamicinsulfat 0,5 ml
H,0 bidest ad 450 ml

Tabelle 2.15 MEM.

Trypsin/EDTA

0,05% Trypsin 100 mg
0,02% EDTA 40 mg
1x PBS ad 200 ml

Tabelle 2.16 Trypsinlosung.

PBS 10x, pH 7.4

NaH,PO, x 2 H,0 10,54 g
NaCl 180 g
KH2PO4 2,88¢g

Tabelle 2.17 PBS Losung.

Die verwendeten Substanzen und Medien sind mit Hersteller und Bestellnummer im Folgen-

den aufgelistet (s. Tabelle 2.18).
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Substanz

MEM
Neurobasalmedium
HBSS

DMEM/High Glucose
DMEM/Ham’s F12
FCS (Gold)
D-(+)-Glukose

B27 (50x)
Gentamicin (10 mg / ml)
HEPES

KCl

L-Glutamin

NaHCO;
Natriumpyruvat
Phenolrot
L-alanyl-L-glutamin
Borsdure

Borax

EBSS

Trypsin-EDTA
Penicillin/Streptomycin
Trypsin

Trypsin Inhibitor

Isofluran

L-Glutaminsdaure-mono-Na hydrat

Hersteller
Invitrogen
Invitrogen
gibco

PAA

Sigma

PAA
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Sigma

Sigma
Biochrom
Fluka

Fluka

Sigma

PAA

PAN

Sigma

Sigma

Baxter

Sigma

Tabelle 2.18 Kulturmedien / Substanzen mit Hersteller und Bestellnummer.

Bestellnummer

11700-077
12348
14060

E15-810
D8062
Al11-151
G7528

17504-044
G1264
H3784
60130
G8540
31437
P5280
P3532
K0302
15665
71999
E3024

L11-659
T64-345
T1426
T9253-1G
HDG9623
G1626
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2.3.2 Induktion einer entziindlichen Reaktion von Mikroglia

Ziel der Dissertation war unter anderem die Etablierung eines Modellsystems mikroglialer Ak-
tivierung durch Applikation von a-Synuclein. LPS (Lipopolysaccharid) (s. Kap. 2.1.2, S. 21) ist ein
vielfach eingesetzter Induktor mikroglialer Aktivierung. Als Bestandteil von Bakterienzellwan-
den wird das LPS von Mikroglia als Fremdkoérper erkannt, was letztendlich zu ihrer Aktivierung
fiihrt. LPS wird dabei in vitro und in vivo in neuroinflammativen Modellen genutzt. In einem
breiten Review der in vivo-Nutzung beschreiben Hoogland et al. (2015) drei Definitionskrite-
rien fir mikrogliale Aktivierung: (1) Mikroglia zeigen die typische veranderte Morphologie im
immunhistochemischen Staining; (2) es zeigt sich eine deutlich gesteigerte Zahl und/oder Gro-
Re der Mikroglia im Vergleich zur Kontrollgruppe; (3) es zeigt sich eine deutlich gesteigerte

Expression mikroglialer und/oder entziindlicher Marker (s.u.).

In vielen Studien werden neben Zellmorphologie und Zellindex Mediatormolekiile wie Zytokine
und Chemokine erfasst. Dazu zdhlen vornehmlich TNF-a, IL-1B und IL-6, des Weiteren IL-10
und TGF-B (Hoogland et al. 2015). In vitro-Studien schlieBen dariiber hinaus die NO-Produktion

als Entziindungsmarker mit ein.

Wir verwendeten LPS daher in unseren Studien als positive Kontrolle mikroglialer Aktivierung
und erhoben bei der Aktivierung mit a-Synuclein die o.g. Merkmale als Parameter fiir eine

erfolgreiche Aktivierung. Als (ibliche Dosis eignete sich eine Konzentration von 200 ng/ml LPS.

2.3.3 Reduktion der Immunantwort in Mikroglia durch spezifische Induktion der
SK/KCNN-Kanile
In einer vorangegangenen Arbeit unseres Labors konnte die oben beschriebene, LPS-induzierte
Immunantwort der Mikroglia durch selektive Aktivierung der KCNN3/SK3/K¢,2.3-Kanile atte-
nuiert werden (Dolga et al. 2012). Neben den erwdhnten Zyto- und Chemokinen wurde dabei
auch das intrazelluldre Calcium als wichtiger Teil des Signalweges der Inflammation erfasst.
Dabei konnte eine Reduktion der Immunantwort durch den selektiven Kanalaktivator CyPPA
gezeigt werden(s. Kap. 2.1.1, S. 20), was sich in einer Reduktion der Zellzahl und GréRe, einer
veranderten Morphologie und reduzierter Produktion proinflammatorischer Mediatoren zeig-
te. In Modellen der Aktivierung mit LPS eignete sich eine Dosierung von 25 uM CyPPA als the-

rapeutisch Effektiv bei geringer Toxizitat.
2.3.4 Messung des Zelliiberlebens

2.3.4.1 Mikroskopische Erfassung der Zellmorphologie
Die manuelle Begutachtung der Zellmorphologie erfolgte lichtmikroskopisch mit einem Axio-

vert 200 Mikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Fotografische Aufnahmen konnten mit
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einer installierten Lumenera Infinity 2 Kamera gemacht und mit der zugehorigen INFINITY

ANALYZE Software archiviert werden (beide Lumenera Corporation, Ottawa, Kanada).

2.3.4.2 DAPI und F4/80-Fdarbung und Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellen wurden in 35 mm Zellkulturkammern mit Glasboden (ibidi-Slides) gesat und behan-
delt (ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland). Sie wurden jeweils 24 h nach Isolation behan-
delt/geschadigt und nach weiteren 24 h mit 4 % PFA (in PBS) fixiert. AnschlieBend wurden sie
mit 0,04 % Triton X (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)fiir 5 min permeabilisiert. Unspe-
zifische Bindungen wurden mit 3 % Pferdeserum fiir 30 min blockiert und die Zellen iber Nacht
mit einem priméaren Antikorper gegen das mikrogliaspezifische F4/80 (1:100) bei 4° C inkubiert.
Sekundare anti-rabbit Antikérper, die mit Alexa FLUOR® 488 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-
land) gekuppelt sind, wurden bei Raumtemepratur fir 1 Stunde inkubiert und die Zellen an-
schlieBend in PBS gewaschen. Die Aufnahmen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop
(DMI600B, Leica, Wetzlar, Deutschland) bei Exzitationswellenldangen von 364 nm (DAPI) bzw.
488 nm (F4/80) angefertigt.

Die Zellkerne wurden mittels des DNA-bindenden DAPI (6-Diamidino-2-Phenylindol-

dihydrochlorid) gegengefarbt.

2.3.4.3 MTT-Assay

Die metabolische Aktivitdt als indirekter Marker wurde mittels des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids (MTT)-Reduktions-Assays erhoben. In einer 96-well-Platte
wurden dazu 10 pl einer in PBS auf 5 mg/ml verdinnten MTT-Losung (Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland) gegeben (Endkonzentration 0,5 pg/ml). Die Zellen wurden anschlieRend fur
1 h bei 37° C inkubiert und anschlieBend bei -80° C wieder fiir 1 h gefroren. Anschliefend wur-
de der Farbstoff mit 100 ul DMSO / well gelést. Die Umsetzung des Farbstoffs erfolgt dabei
proportional zur metabolischen Aktivitat der Zellen bzw. auch nach der Anzahl vitaler Zellen im
Assay. Nach einer weiteren Inkubation bei 37° C unter standigem Schiitteln wurde die Absorp-
tion bei 565 nm gegen die Referenzwellenlange von 630 nm gemessen (Fluostar OPTIMA, BMG
Labtech, Offenburg, Deutschland). Das Zelliberleben wurde als Anteil der Viabilitdit gemessen

an unbehandelten Kontrollzellen [%] angegeben.

2.3.4.4 Echtzeitmessung des Zelliiberlebens mit dem xCELLigence® System

Das xCELLigence System (Roche, Penzberg, Deutschland) misst indirekt die morphologischen
Veranderungen in Zellpopulationen. Dazu sind Mikroelektroden im Boden spezieller 96-well
Platten (E-plates) installiert, die Zu- und Abnahme von ZellgréRe iber Impedanzmessung reali-

sieren kénnen. Der Widerstand steigt dabei mit der Flache, die die Zellen am Boden des wells
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bedecken. Bei den hier gezeigten Versuchen wurden Mikroglia mit einer maximalen Dichte von
8000 Zellen/well gesat und der Zellindex (cell index, Cl) vom zum System gehdrigen Programm
gegen die Zeit aufgetragen. Die Zellen wurden mit den o.g. pharmakologischen Agenzien je
nach Experiment unterschiedlich behandelt, der Zeitpunkt der Behandlung ist in den jeweiligen
Graphen markiert. Die Verdnderung der Impedanz ist ein indirekter Paramter fiir die Anderung
des Zellvolumens und damit der Viabilitat der Zellen; im Falle der Mikroglia bewirkt auch eine
Aktivierung eine deutliche GréRenzunahme (s. Kap. 1.3 1.1 Mikroglia — Morphologie und
Funktion, S. 3). Der hier erhobene Zellindex dient also gleichzeitig als MessgroRe fiir die Aktivi-

tat der Zellen.
2.3.5 Messung der Zytokin- und NO-Produktion

2.3.5.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Das Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikorperbasiertes Nachweisverfah-
ren (Assay), das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Das nachzuweisende Antigen (in
diesem Fall Zytokine) wird dabei adsorptiv an einer Mikrotiterplatte gebunden. Ein enzymge-
koppelter Zweitantikorper (oder auch Detektionsantikdrper) bindet wiederum an den ersten.
Je mehr Erstantikorper an der Platte binden kann, desto mehr Farbstoffsubstrat wird umge-
setzt. Die Absorption des umgesetzten Farbstoffs kann also gemessen werden und erlaubt es,

die Konzentration des Antigens zu bestimmen.

Wir verwendeten ein Standardverfahren mit Antikorper-/Nachweisreagenz-Sets fur IL-6, TNF-a

und IL-1B.

2.3.5.2 Griess reagent
NO ist ein wichtiger Mediator von Entziindungsreaktionen und wird regelhaft als Marker fir
mikrogliale Aktivitat erhoben. Nachgewiesen wird dabei Nitrit (NO*) als eines von 2 stabilen

Abbauprodukten von NO mittels der Griess Reaktion.

Fir die Messung der NO-Konzentration im Uberstand der Mikroglia wurde das PROMEGA-

Griess Reagent System (Promega, Madison, WI, Vereinigte Staaten) verwendet.
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Griess Reagent System

Sulfanilamidlésung 1% Sulfanilamid in 5% Phosphorsaure
NED-L6sung 0,1% N-1-Napthylethylenediamindihydrochlorid in H,O
Nitritstandard 0,1 M Natriumnitrit in H,O

Tabelle 2.19 Bestandteile des Griess Reagent Systems.

Zunachst wurde als Standard eine Verdinnungsreihe des Nitritstandards pipettiert. Zu 50 pl
der zu untersuchenden Probe wurden 50 ul der Sulfanilamidldsung pipettiert und fiir 5-10 min
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl der NED-L6sung hinzugefligt und ebenfalls fiir 5-
10 min inkubiert. Die Absorption wurden anschlieend mit dem Fluostar OPTIMA (BMG Lab-
tech, Offenburg, Deutschland) bei 520-550 nm gemessen.

2.3.6 Proteinanalyse

2.3.6.1 Gewinnung von Proteinproben aus Mikroglia

Mikroglia wurden zur Proteinanalyse in 6-well-Platten in einer Dichte bis 300.000 Zellen/well
gesat. 24 h nach Aussaat erfolgte die Behandlung entweder als Co-Treatment oder in 2 Schrit-
ten als Pre- bzw. Posttreatment (nach 24 h a-Synuclein und nach weiteren 24 h CyPPA bzw.

andersherum) in Ublicher Dosierung.

Die Zellen wurden dann mit PBS gewaschen und in auf 4 °C gekihltem PBS mittels Cellscraper
vom Boden der wells geldst. Nachfolgend wurde fiir 10 min bei 4 °C und 600 x g zentrifugiert.
Das Pellet wurde in Lysepuffer gelost (s. Tabelle 2.20). Unloslicher Zelldebris wurde abermals
durch Zentrifugation bei 4 °C und 14.000 x g entfernt und der Uberstand fiir weitere Experi-

mente bei -80 °C eingefroren.

20 mM Tris, in 100 ml 0,314 ¢
150 mM NacCl 0,87¢g
1 mM EDTA 29,2 mg
1 mM EGTA 38,0 mg
1% Triton

2,5 mM Natriumpyrophosphat

1 mM Natriumorthovanadat

Proteaseinhibitorcocktail 1 Tabl.
Phosphataseinhibitor 1 Tabl.
H,0 bidest Ad 100 ml

Tabelle 2.20 Lysepuffer. Proteaseinhibitorcocktail und Phosphataseinhibitor: Boehringer, Mannheim, Deutsch-
land. Alle anderen: Sigma, Taufkirchen, Deutschland.
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2.3.6.2 Bestimmung der Proteinmenge mittels BCA-Lowry

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte mittels BCA (bicinchinonic acid) —Assay, bei dem
unter alkalischen Bedingungen Cu**-Proteinkomplexe geschaffen werden. Im Aschluss daran
wird in der Biuret-Reaktion Cu*" zu Cu* reduziert. Die Menge des reduzierten Kupfers ist dabei
direkt proportional zur Proteinmenge im Assay und kann fotometrisch gegen eine Eichkurve
aus einer Verdiinnungsreihe bestimmt werden, da BCA einen violetten Farbkomplex mit dem

reduzierten Kupfer bildet.

Zum Einsatz bei der Messung kam das Pierce BCA Kit (Perbio Science, Bonn, Deutschland). Die
Proteinproben wurden nach Extraktion in PBS verdinnt (je nach Konzentration in der Probe
1:20 bzw. 1:50) auf eine Gesamtmenge von 100 pl. Als Eichkurve wurde eine Verdlinnungsrei-
he von 0-200 ug bovinem Serumalbumin (Perbio Science, Bonn, Deutschland) pro 100 pl ver-
wendet, ebenfalls in PBS verdiinnt. 200 pl des Nachweisreagenz (Reagenz A : Reagenz = B 50:1)
wurden zu den Proben hizugefiigt und die Proben fiir 30 min bei 60°C inkubiert. AnschlieBend
wurden sie in 96-well-Platten (Greiner bio one, Frickenhausen, Deutschland) pipettiert. Die
fotometrische Messung der Absorption erfolgte bei 590 nm (mittels Fluostar OPTIMA, BMG
Labtech, Offenburg, Deutschland).

2.3.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis (SDS-PAGE) dient der Separation
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht bzw. der Kettenlenge des Polypeptids. Die Bewe-
gung der Proteine im elektrischen Feld durch das Polyacrylamidgel wird auRerdem von deren
Ladung bestimmt; die Bindung von SDS an die Proteine resultiert in einer gleichen Ladung pro
Masse, die Auftrennung der Proteine erfolgt also nur noch nach deren Molekulargewicht. Flr
verschiedene MolekiilgréBen werden dabei unterschiedlich Dichte Gele verwendet (s. Tabelle

2.21,5.35).

Fiir das Laden des Gels wurden etwa 20-30 pg Protein mit 40ul H20 bidest und 8 ul des unten
beschriebenen Probenpuffers bei 95 °C fiir 5 min inkubiert. Die Proben wurden in die Gelt-
aschen pipettiert und ca. 5 pl des Molekulargewichtsmarkers PageRuler™ Plus Prestained Lad-
der (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die Elektrophorese wurde mit 60V
durchgefiihrt, bis die Proben das Trenngel mit einer klaren Front erreicht hatten. Die Auftren-
nung im Trenngel erfolgte bei 125 V fiir ca. 1,5-2 h. Das Gel wurde anschlieRend auf eine Poly-

vinylidenfluoridmembran (PVDF, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) bei 15V fiir 2 h geblottet.

Die PVDF-Membran wurde fiir 2 min in Methanol aktiviert und anschlieBend fir 10 min in 1x

Transferpuffer inkubiert. Die Filterpapiere (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) wurden ebenfalls
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in 1x Transferpuffer inkubiert. Geblottet wurde mittels des Trans-Blot SD semi-dry transfer
cell-Systems (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland). Die Membran wurde anschliefend in 1x TBST
gewaschen und flr eine Stunde im unten genannten Blocking-Puffer geblockt. Nach einem
weiteren Waschgang mit TBST wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C mit einem primaren
Antikorper in 5% Blocking-Puffer inkubiert (Verdiinnungen und verwendete Antikorpers. 2.1.6,
S. 24 und Kap. 2.1.7, S. 24). Der Blot wurde tags darauf nach abermaligem Waschen mit dem
entsprechenden HRP (horse-radish perocidase)-konjugierten sekundaren Antikorper in 5%
Blocking-Puffer fir 1 h inkubiert. Die Bindung wurde mit ECL-Losung (PJK GmbH, Kleinbitters-
dorf, Deutschland, Katalog-Nr. 10315) detektiert. Die Membran wurde fiir 2 min in zuvor nach
herstellerprotokoll hergestellten ECL-L6sung inkubiert, anschlieRend gewaschen und im Che-
midoc-XRS System (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) ausgewertet. Als Referenzprotein fiir eine
gleichmalige Ladung der Proben wurde ein monoklonaler Anti-Aktin-Antikorper (Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) verwendet.

Die Membranen wurden nach Stripping zur Detektion verschiedener Proteine verwendet. Dazu
wurde der Blot nach der Auswertung gewaschen und fir 20 min in Stripping-Puffer inkubiert.
Nach erneutem Waschen und Blocken fiir 1 h wurde die Membran nach o.g. Protokoll mit dem

nachsten Antikorper Gber Nacht inkubiert.

V60-150 kDa 7,5%
45-60 kDa 10 %
35-40 kDa 15%

Tabelle 2.21 MolekiilgroBen und zu verwendende Gelkonzentration.

Herstellung des Trenngels (12,5%)

dH,0 3,35
1,5M Tris pH 8,8 2,5
SDS 10 % 0,1
Acrylamid/bis (30%) 4
APS 10 % 0,05
TEMED 0,01
Summe 10

Tabelle 2.22 Losung zur Herstellung des Trenngels mit 12,5 %.
Die Losung wurde nach mischen in die zuvor praparierten Glaskammern gefiillt. Die Polymeri-
sation nimmt ca. 30 min in Anspruch. Um ein austrocknen des Gels zu vermeiden, wurde es

mit Isopropanol iberschichtet.
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Herstellung des Sammelgels (4%)

dH,0 6,1
0,5M Tris pH 6,8 2,5
SDS 10% 0,1
Acrylamid/bis (30%) 1,3
10 % APS 0,05
TEMED 0,02
Summe 10

Tabelle 2.23 L6sung zur Herstellung des Sammelgels (4%).

Das Trenngel wurde mit der o.g. Losung lberschichtet und ein Kamm eingesetzt. Die Polymeri-

sation des Sammelgels nimmt etwa 20 min. in Anspruch.

0,5M Tris pH 6,8

TrisHCI 7,88 ¢g
H,0 bidest ad 100 ml

Tabelle 2.24 Herstellung des Tris-Puffers (pH 6,8).

Der pH wurde mit konzentrierter HCI bei 6,8 stabilisiert.

1,5M Tris pH 8,8

TrisHCI 236¢g
H,0 bidest ad 100 ml

Tabelle 2.25 Herstellung des Tris-Puffers (pH 8,8).

Der pH wurde mit konzentrierter HCl bei 8,8 stabilisiert.

APS (Ammoniumpersulfat) 10%

APS 1lg
H,0 bidest ad 10 ml

Tabelle 2.26 Herstellung der APS-L6sung.

SDS 10%
SDS 10g
H,0 bidest ad 100 ml

Tabelle 2.27 Herstellung der SDS-Losung.
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TrisBase 3g
Glycin 144¢
SDS lg
H,0 ad 1000 ml

Tabelle 2.28 Herstellung des Elektrophoresepuffers.

Probenpuffer

Glycerin 50g
Tris HCI 3,72 g
SDS 10g
B-Mercaptoethanol 25g
Bromophenol blau 01g
H,0 bidest ad 100 ml

Tabelle 2.29 Herstellung des Probenpuffers.

Beim Western Blot verwendete Lésungen und Puffer:

NaH2S04 x 2 H20 10,54 g
Nacl 180 g
KH,PO, 2,88¢g
H,O (ultrapure) ad 2000 ml

Tabelle 2.30 Substanzen zur Herstellung von 10x PBS.

Die Losung wurde bei einem pH von 7,4 stabilisiert und durch einen 0,25 um-Filter filtriert; vor

der Verwendung je nach benétigter Menge 1:10 verdiinnt.

NacCl 292 g
24,2 g TrisBase
H,O0 bidest ad 1000 ml

Tabelle 2.31 Substanzen zur Herstellung von 10x TBS.

Die Loésung wurde bei einem pH von 7,5 stabilisiert.



Material und Methoden

38

10x TBS 100 ml
H,0 bidest 900 ml
Tween 20 500 pl

Tabelle 2.32 Substanzen zur Herstellung von TBST.

TrisBase 3g
Glycin 14,4¢g
Methanol 100 ml
H,0 bidest ad 1000 ml

Tabelle 2.33 Substanzen zur Herstellung des Transferpuffers.

Blocking-Puffer 5%

Milchpulver 25g
TBST ad 500 ml

Tabelle 2.34 Substanzen zur Herstellung des Blocking-Puffers.

Stripping-Puffer

Glycin 15g
SDS lg
Tween 20 10 ml
H,O0 bidest ad 1000 ml

Tabelle 2.35 Substanzen zur Herstellung des Stripping-Puffers.

Der pH wurde mit konzentrierter HCl bei 2,2 stabilisiert.
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2.4 Statistische Analyse

Die Zytokinmessungen wurden hinsichtlich ihrer Signifikanz wie folgt untersucht:

Die erste Fragestellung ist, ob die Zytokinlevel durch Behandlung mit a-Synuclein in verschie-
denen Dosen im Vergleich zur Kontrolle signifikant zu einem alpha-Level von 0,05 erhdht sind.
Weiterhin sollte geklart werden, ob die durch CyPPA erreichte Reduktion der Werte gegentiiber
unbehandelten und ungeschadigten, aber behandelten Zellen signifikant ist. Eine dritte Frage-
stellung vergleicht verschieden Arten der Behandlung miteinander: Ist hier eine Vorbehand-

lung einer Nachbehandlung signifikant Gberlegen?

Problematisch waren dabei nicht die verhaltnismaRig geringen Standardabweichungen, son-
dern die aufgrund der technischen Mdglichkeiten geringe Zahl der Stichproben (zwischen n=3
und n=6). Der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung ist durch die gegebene Stichprobengro-
Re wenig aussagekraftig, jedoch ist eine Normalverteilung aufgrund der Art und Durchfiihrung
des Experimentes anzunehmen. Zur statistischen Auswertung wurde daher ein nicht-
parametrischer Test gewahlt, der lediglich 2 Stichprobengruppen (z.B. Kontrolle und gescha-
digte Zellen) miteinander vergleicht, in diesem Fall der U-Test nach Whitney und Mann. Hier-
bei ergab sich fiir die Aktivierung sowie fiir die Reduktion innerhalb der verschiedenen Be-
handlungen ein signifikanter Effekt. Ein Vergleich der einzelnen Behandlungsmethoden ergab
trotz deutlichen Trends und geringer Standardabweichungen keinen signifikanten Vorteil der
Vorbehandlung. Eine Wiederholung der Experimente mit deutlich groRerer Stichprobenzahl

ware hier wiinschenswert.

Die statistische Analyse wurde mit dem WinStat-Plugin fiir Microsoft Excel® durchgefiihrt.
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2.5 Material

2.5.1 Gerate und Software

Gerat

300 Volt Electrophoresis Power Supply
Autoklav VX-95

Brutschrank APT.line™ €150
ChemiDoc

Eismaschine F100 Compact

Feinwaage 770

Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Heraeus Megafuge 16R Centrifuge
Horizontalschuttler 3015

Kihlschrank Profiline

Magnetriihrer MR Hei-Standard
Mikrowellengerat R-202
Nanophotometer

pH-Meter FiveEasy

PipetHelp

Pipetten Gilson Pipetman
Reinstwassersystem Ultra Clear UV plus
Spectrophotometer SmartSpec Plus
Sterilbank NU-437-400E

Thermomixer comfort
Tiefkthlschrank (-80°C) FORMA 900 Series
Tiefkiihlschrank Premium NoFrost

Vortex — Genie 2

2.5.2 Messapparaturen

Gerat

100x Olimmersionsobjektiv A-Plan
Analog-Digital-(AD)-Wandler ITC-16
Anregungsfilters ET 436/20x
Attofluor

Dual-emission photometry system

Emissionsfilter CFP D480/40M

Hersteller
LabNet

Systec

Binder

Bio-Rad

Icematic

KERN & Sohn
Thermo Scientific
Thermo Scientific
GFL

Liebherr
Heidolph Instruments
SHARP Electronics
Implen

Mettler Toledo
Accumax

Gilson

SG

Bio-Rad

INTEGRA
Eppendorf
Thermo Scientific
Liebherr

Scientific Industries

Hersteller

Zeiss

InstruTech

Chroma Technology
Invitrogen

TILL Photonics

Chroma Technology
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Emissionsfilter YFP HQ535/30M
EPC-7-Verstarker

Inverses Mikroskop Axiovert 135
Perfusionssystem ALA VC3-8SP
Polychrome V

Strahlenteiler DLCP 515
Ziehgerat P-87

2.5.3 Software

Software

Office Professional Plus 2010
WinStat

Quantity One 4.6.5

2.5.4 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsstoff

Borosilikat-Glaskapillaren GC 150 F-10

Deckglaser 25mm
Parafilm
Pasteurpipetten

Petrischalen (unbeschichtet)

Chroma Technology

List Medical

Zeiss

ALA Scientific Instruments

TILL Photonics

Chroma Technology

Sutter Instruments

Hersteller
Microsoft
Microsoft

Bio-Rad

Bezugsquelle
Harvard Apparatus
VWR

Brand

Hartenstein

Hartenstein

Pipettenspitzen Greiner
Polypropylen ReaktionsgefaRe 15mL und 50mL Greiner
Zellkulturplatten 6-well (beschichtet) Greiner

Zellkulturschalen 6cm, 10cm und 25cm (beschichtet) Greiner
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3 Ergebnisse

3.1 «a-Synuclein aktiviert Mikroglia

3.1.1 a-Synuclein induziert Anderungen der Zellmorphologie in Mikroglia

Um den Effekt von a-Synuclein auf unsere mikroglialen Kulturen zu bestimmen, wurden diese
zundchst mit LPS (s. Kap. 2.3.2, S. 30) in Ublicher Konzentration (200 ng/ml) behandelt und die
Anderung ihrer ZellgroRe durch das xCELLigence System erfasst. Die messbare Anderung ihrer
GroRe dient als Parameter der Aktivierung der Zellen (Dolga et al. 2012) und kann als positive
Kontrolle fir die mit a-Synuclein behandelten Zellen verwendet werden. Des Weiteren wurde
die optimale Konzentration von a-Synuclein bei der Behandlung der Zellen in einer Dosis-
Wirkungs-Beziehung ermittelt, sehr hohe Konzentrationen (iiber 10 uM a-Synuclein) zeigten
dabei toxische Effekte und fiihrten mikroskopisch zu einer Fragmentation und starken Verklei-
nerung der Zellreste, die wir als Absterben der Zellen werteten (s. Abbildung 3.2 A, B). Bereits
ab einer Konzentration von 250 nM wurde eine Abnahme der Impedanz als Korrelat der Zell-

viabilitat festgestellt (s. Abbildung 3.1 A).
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Abbildung 3.1 A: Erh6hte Dosen von a-Synuclein bewirken eine schneller Abnahme des Zellindex. Behandelt
wurde nach 24 h, bereits ca. 12 h spater ist bei erhohter Dosis des verwendeten a-Synucleins eine Abnahme des
Zellindex zu verzeichnen.

Fir die Aktivierung wurde das 60-141 AS-Fragment des a-Synucleins verwendet. Die Zellen
wurden wie in Kap. 2.2.2 prapariert und 24 h nach Aussaat mit verschiedenen Konzentrationen

zwischen 5 nM und 10 uM a-Synuclein, verdiinnt in DMEM/Ham’s F12, behandelt.
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Abbildung 3.2 Effekte von LPS und a-Synuclein auf Mikroglia. A: Morphologische Veranderungen unter der Be-
handlung mit LPS / a-Synuclein im Vergleich zur Kontrolle. In diesem nativen Bild ist eine deutlicheAnderung von
nadelférmigen, langgestreckten Zellsomata (links oben, Kontrolle) hin zu einem breiteren und plumperen Zell-
kérper (rechts oben, LPS-Behandlung 24h und untere Reihe, Behandlung mit 5 bzw. 10 pM a-Synuclein) zu sehen.
B: Positive Kontrolle der Aktivierbarkeit der Zellpopulation mit LPS, Attenuierung des Effekts mit CyPPA. Es zeigt
sich eine deutliche Zunahme des Zellindex bei Behandlung mit LPS (griine Kurve), CyPPA kann diesen Effekt ver-
ringern (blaue Kurve). C: Zellindexverdnderungen nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von a-
Synuclein. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme des Zellindex unter Behandlung mit LPS (hellblau) sowie mit
verschiedenen Konzentrationen von a-Synuclein (rot/griin). Auch hier reduziert CyPPA diesen Effekt (dunkel-

blau).
Zellindexverdnderungen konnten nach Behandlung mit a-Synuclein nach 90 Minuten beobach-

tet werden, der Effekt zeigte sich Gber mehr als 40 h persistent (s. Abbildung 3.2 B). Mikrosko-
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pisch zeigt sich eine dhnlich dem Effekt von LPS veranderte Zellstruktur und -dichte; bei hohe-

ren Konzentrationen nimmt die Zelldichte deutlich ab (s. Abbildung 3.2 A).

Bei Behandlung mit Konzentrationen lGber 1 uM a-Synuclein zeigte sich hinsichtlich der Gro-
Renzunahme und Proliferation sowie der Zytokinausschiittung keine weitere Steigerung der

Aktivierung mehr.

Die Impedanzmessungen wurden durch Immunfluoreszenzfarbungen mit dem mikroglialen
Marker F4/80 und dem Kernmarker DAPI erginzt. Dabei lieRen sich die Anderungen in Zell-
morphologie und -gréRe auch optisch darstellen (s. Abb. 3.7,S. 50, Abb. 3.9, S. 52 und Abb.
3.11, S. 54).

3.1.2 a-Synuclein erhoht die Zytokinproduktion in Mikroglia

Die Konzentrationen der Zytokine IL-6, TNF-a und IL-1B im Uberstand der behandelten Mikro-
glia wurden mittels Standard-ELISA mit dem Duoset ELISA System (R&D, Minneapolis, MN)
ermittelt. Hierbei wurden in 3 aufeinanderfolgenden Experimenten jeweils Uberstinde aus 2

wells gepoolt. Bei Behandlung von 6 wells pro Versuchsanordnung ergab sich n=3.

Die Behandlung von Mikroglia mit a-Synuclein fihrte zu einem Anstieg aller 3 getesteten Zyto-

kine in verschiedenen Versuchsanordnungen.
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3.1.3 IL-6
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Abbildung 3.3 Zytokinproduktion (IL-6) von Mikroglia unter Behandlung mit a-Synuclein. A: Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen eingesetzter a-Synuclein-Konzentration und Zytokinproduktion nach 24 h. Mikro-
glia wurden mit aufsteigenden Dosen von a-Synuclein behandelt und die Ausschiittung von IL-6 mittels ELISA
bestimmt. Es zeigt sich ab einer Dosis von 10 nM a-Synuclein ein deutlicher Anstieg der Zytokinproduktion (n=3,
U-Test nach Whitney und Mann). B-D: gemessene Zytokinproduktion behandelter Mikroglia zu verschiedenen
Zeitpunkten (B: 24h, C: 48h, D: 72h), die Konzentrationen syn 5 und syn 10 entsprechen 5 bzw. 10 nM. Die Pro-
duktion von IL-6 steigt nach Behandlung mit a-Synuclein im Vergleich zur Kontrolle signifikant an. Dieser Effekt
lasst sich auch nach 48 h beobachten. Nach 72 h ist die Steigerung nicht mehr als signifikant zu betrachten, was
auf die hohe Streuung der Werte bei fortschreitender Dauer des Experiments zuriickzufiihren ist (n=3, U-Test
nach Whitney und Mann).

Die Ausschittung von IL-6 liel sich mit aufsteigenden Konzentrationen von a-Synuclein bei der
Behandlung (5-1000 nM) steigern. Die Messung wurde mit Medium, das zu verschiedenen
Zeitpunkten in flissigem Stickstoff schockgefroren wurde, fortgesetzt. Die Zytokinproduktion
zeigte sich dabei liber die ersten 48h konstant; mit fortlaufender Dauer des Experiments ist

dieser Effekt als Trend zu sehen, statistisch aber nicht mehr siginfikant.
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3.1.4 TNF-aundIL-1f
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Abbildung 3.4 A: TNF-a-Produktion nach Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von a-Synuclein. Mi-
kroglia wurden mit aufsteigenden Dosen von a-Synuclein behandelt und die Ausschiittung von TNF-a mittels
ELISA nach 24 h bestimmt. Es zeigt sich ab einer Dosis von 5 nM a-Synuclein ein deutlicher Anstieg der Zytokin-
produktion (n=3, U-Test nach Whitney und Mann).

B-D: gemessene Zytokinproduktion von IL-1B zu verschiedenen Zeitpunkten (B: 24h, C: 48h, D: 72h), die Konzen-
trationen syn 5 und syn 10 entsprechen 5 bzw. 10 nM. Die Produktion von IL-1f steigt nach Behandlung mit a-
Synuclein im Vergleich zur Kontrolle signifikant an. Dieser Effekt lasst sich auch nach 48 h beobachten. Nach 72 h
ist die Steigerung nicht mehr als signifikant zu betrachten, wenngleich der Trend bestehen bleibt. Nach 72 h be-
gann ein Teil der Proben bereits abzusterben, sodass die Effekte der Behandlung zwischen den einzelnen Proben
des Experiments sehr unterschiedlich ausgepragt waren (n=3, U-Test nach Whitney und Mann).

Ebenso wie IL-6 lieR sich auch die Produktion von TNF-a durch Behandlung mit a-Synuclein
induzieren. Die Steigerung der Produktion wird schon ab Konzentrationen von 5 nM signifi-
kant. Verglichen wurde jeweils die Zyotkinproduktion der Kontrolle gegen aufsteigende Kon-
zentrationen von a-Synuclein. Die Produktion von IL-1B ldsst sich durch geringe Mengen a-
Synuclein induzieren. Ein Anstieg der Zytokinproduktion Uber die Zeit ist als Trend erkennbar;
wie bei den vorangegangen Experimenten nehmen die Standardabweichungen (ber die Dauer

des Experiments stark zu.

In Zusammenschau der morphologischen Veranderungen, der Zytokinaktivierung und der Zell-

proliferation legten wir uns auf eine Dosis des aktivierenden a-Synuclein von 100 nM fiir die
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folgenden Experimente fest. Da eine friihzeitige Reaktion der Mikroglia festzustellen war und
die Ergebnisse zu spateren Zeitpunkten durch partiellen Zelluntergang stark zu schwanken
begannen, entschieden wir uns flr einen Untersuchungszeitpunkte fir die nachfolgenden Zy-

tokin-Messungen von 24 h nach Beginn der Synuclein-Behandlung.

3.1.5 Western Blot - Proliferation und Inflammation bei Behandlung mit «-
Synuclein
Primare Mikroglia wurden wie oben beschrieben behandelt und prapariert, der Western Blot

anschlieRend wie in Kap. 2.3.6, S. 33 beschrieben durchgefihrt.

Es zeigten sich bei der Behandlung mit a-Synuclein deutlich gesteigerte Marker der Prolifera-
tion im Gesamten. So waren nicht nur Proteine der inflammatorischen Signalwege erhoht ex-
primiert worden, sondern auch Kontrollproteine wie GAPDH und Actin (nicht gezeigt). Spezifi-

schere proliferative Marker wie phospho-p44/42 zeigten sich ebenfalls erhéht.

A

Ktrl. 100nM 500nM 1M 2,5uM

PA4/42 | S S S 1> kDa

phospo-p44/42 42 kDa

Ktrl. 100nM 500nM 1M 2,5uM

iNOS [ S | 131 KDa

KCNN2
SO0 B B e | 26 kDa

Abbildung 3.5 Western Blot nach Behandlung mit 100 nM bis 2,5 uM a-Synuclein. Deutlich erh6hte Proteinex-
pression des Proliferationsmarkers phospho-p44/42 zeigen sich bei allen Dosierungen genauso wie die im proin-
flammatorischen Signalweg zu findende iNOS. SK-Kandle werden in unserem Versuch hochreguliert.
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3.2 Der positive SK-Kanal Modulator CyPPA attenuiert die mikrogliale
Reaktion auf Stimulation mit a-Synuclein

Nachdem eine signifikante Aktivierung von Mikroglia gezeigt werden konnte, entschieden wir

uns die Rolle der KCNN/Kc,2-Kandle mit dem selektiven positiven KCNN2/3/Kc,2.2/Kc,2.3-

Kanalmodulator CyPPA zu untersuchen. Hierfiir wurden zunachst verschiedene Konzentratio-

nen getestet; es zeigte sich wie zuvor beschrieben eine optimale Wirkkonzentration von CyPPA

bei 25 uM, die daraufhin in den weiteren Experimenten verwendet wurde.

3.2.1 Der Kca2.2/Kca2.3-Modulator CyPPA verringert die morphologischen Verin-

derungen sowie die Zytokinausschiittung im Co-Treatment
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Abbildung 3.6 A: Zellmorphologische Verdnderungen bei Behandlung mit a-Synuclein und CyPPA (25 uM), erfasst
mit dem xCELLigence System. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg des Zellindex durch die Behandlung mit a-
Synuclein (100 nM). Eine gleichzeitige Applikation von CyPPA schrinkt diesen Effekt ein. B-D: Zytokinlevel im
Uberstand von TNF-a, IL-6 und IL-18 nach Behandlung mit a-Synuclein (100 nM) und CyPPA (25 puM) im Co-
Treatment, gemessen 24h nach Behandlung. Man sieht eine deutliche Steigerung der Zytokinausschiittung durch
Behandlung mit a-Synuclein. Die gleichzeitige Behandlung mit CyPPA reduziert die Zytokinausschiittung von TNF-
a, IL-6 und IL-1B signifikant (n=3, U-Test nach Whitney und Mann).
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Die Zellen wurden wie oben beschrieben gewonnen und ausgesat. 24 h nach Aussaat wurde
CyPPA in diesem Modell gleichzeitig mit dem aktivierenden Agens a-Synuclein appliziert (25
UM respektive 100 nM).

Wie in Abbildung 3.6 A zu sehen, steigt der Zellindex vom Ausgangspunkt der Messung, dem
der Wert 1 gegeben wird, nach Behandlung mit a-Synuclein um das 4-fache. Eine gleichzeitige
Behandlung mit CyPPA vermochte diesen Effekt in unabhangigen Experimenten zu vermindern
(im gezeigten Experiment von ca. Faktor 4 auf den Faktor 2 nach 20 h). Interessanterweise
zeigt sich der Effekt der Reduktion des Zellindex nach anfanglicher Steigerung erst nach ca. 6-8

h. Dieser Trend deckt sich mit Ergebnissen, die bei der Stimulation mit LPS erhoben wurden.

Abbildung 3.6 B-D zeigen eine signifikante Reduktion der Zytokinausschittung. CyPPA allein

hat dabei keinen Effekt auf die Expression.
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Abbildung 3.7 Produktion von NO nach Stimulation mit a-Synuclein (100 nM) und Co-Treatment, gemessen nach
24 h. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg der NO-Produktion unter Behandlung mit a-Synuclein. Die gleichzeitige
Behandlung mit CyPPA reduziert die NO-Produktion signifikant (n=3, U-Test nach Whitney und Mann).

Als weiterer inflammatorischer Marker wurde im Co-Treatment ergdanzend die NO-Produktion
mittels Griess-Reagenz (s. Kap. 2.3.5.2, S. 32) gemessen. Auch hier zeigte sich eine deutliche
Reduktion der Ausschiittung unter Behandlung mit CyPPA bei gleichzeitiger Aktivierung mit a-

Synuclein.
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Abbildung 3.8 Die gleichzeitige Behandlung mit CyPPA (25uM) fiihrt zu einer deutlich verdanderten Zellmorpholo-
gie, die im Einklang mit den Impedanzmessungen schmalere, ramifizierte Zellkérper zeigt. Die Zellen wurden
jeweils 24 h nach Aussaat behandelt, die Bilder nach weiteren 24h angefertigt. Rot: mikroglialer Marker F4/80,
blau: DAPI, kernspezifische Firbung. Das linke obere Bild zeigt die unbehandelten Mikroglia. Das rechte obere
Bild zeigt die deutliche Anderung der Zellmorphologie unter Behandlung mit a-Synuclein, hin zu einer amoboiden
Zellform mit stark vergroBertem Zellk6rper. Links unten ist die Reduktion dieses Effektes bei gleichzeitiger Be-
handlung mit CyPPA und eine Anderung der Morphologie zu einer sternformigen, grob ramifizierten Zellform zu
sehen. Die alleinige Behandlung mit CyPPA hat, rechts unten zu sehen, keinen Effekt auf die Zellmorphologie.

Die Zellen der Kontrollgruppe (links oben) zeigen das typische, langliche Zellmuster mit din-
nem, lang ausgezogenem Zellkdrper, wie es fiir die sog. ,resting microglia“ beschrieben ist.
Deutlich zu sehen ist die GréRBenzunahme und aufgepreizte, amodboide Verdanderungen der
Zellmorpholgie im rechten oberen Bild (Behandlung mit a-Synuclein). Das sternférmige Ausse-
hen der Zellen nach Behandlung der aktivierten Zellen mit CyPPA (links unten) zeigte sich als
gut reproduzierbar und ist teilweise schon lichtmikroskopisch zu erkennen. Bei der alleinigen

Behandlung mit CyPPA ergaben sich keine deutlichen Veranderungen der Zellmorphologie.



Ergebnisse

3.2.2 Der Kc.2.2/Kca2.3-Modulator CyPPA verringert die morphologischen Veran-
derungen sowie die Zytokinausschiittung im Pre-Treatment

Die Zellen wurden wie oben beschrieben gewonnen und ausgesat. 24 h nach Aussaat wurde

CyPPA in diesem Modell appliziert (25 uM). Weitere 24 h spater wurde das aktivierende Agens

a-Synuclein hinzugefiigt (100 nM).
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Abbildung 3.9 A: Zellmorphologische Verdnderungen bei Vorbehandlung mit CyPPA (25uM), erfasst mit dem
XCELLigence System. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg des Zellindex durch die Behandlung mit a-Synuclein (100
nM). Eine 24 h zuvor vorgenommene Behandlung mit CyPPA schrinkt diesen Effekt ein. B-D: Zytokinlevel im
Uberstand von TNF-a, IL-6 und IL-1B nach Behandlung mit CyPPA (25uM, 24 h) und a-Synuclein (100 nM, 48 h),
gemessen 24 h nach Applikation von a-Synuclein. Man sieht eine deutliche Steigerung der Zytokinausschiittung
durch Behandlung mit a-Synuclein. Die vorherige Behandlung mit CyPPA reduziert die Zytokinausschiittung von
TNF-a, IL-6 und IL-1 signifikant (n=3, U-Test nach Whitney und Mann).

Wie in Abb. Abbildung 3.9 A zu sehen verdndert sich der Zellindex nach Behandlung mit a-
Synuclein positiv. Eine vorherige Behandlung mit CyPPA vermochte diesen Effekt in unabhan-
gigen Experimenten vollstandig zu verhindern (im gezeigten Experiment von ca. Faktor 3 auf
den Faktor 1 nach 35 h). Im Gegensatz zum Co-Treatment kommt es hier nicht zu einem an-
fanglichen Anstieg des Zellindex; die positive Modulation des K¢.2.2/Ke,2.3-Kanals 24 h vor

Schadigung verhindert eine Reaktion der Mikroglia hinsichtlich ZellgréRe und Proliferation.
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Abbildung 3.9 C-D zeigen eine signifikante Reduktion der Zytokinausschiittung. CyPPA allein

hat dabei keinen Effekt auf die Ausschiittung.

Kontrolle Synuclein
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Abbildung 3.10 Die Vorbehandlung mit CyPPA (25 uM) reduziert die durch a-Synuclein (100 nM) hervorgerufenen
Anderungen der Zellmorphologie. Die Zellen wurden jeweils 24 h nach Aussaat behandelt nach 48 h geschadigt
und die Bilder nach weiteren 24h angefertigt. Rot: mikroglialer Marker F4/80, blau: DAPI, kernspezifische Fér-
bung. Das linke obere Bild zeigt die unbehandelten Mikroglia. Das rechte obere Bild zeigt die deutliche Anderung
der Zellmorphologie unter Behandlung mit a-Synuclein, hin zu einer amoboiden Zellform mit stark vergroRertem
Zellkorper. Links unten ist die Reduktion dieses Effektes bei vorheriger Behandlung mit CyPPA und eine Anderung
der Morphologie zu einer sternférmigen, grob ramifizierten Zellform zu sehen. Dieser Effekt ist staker ausgepragt
als bei gleichzeitiger Behandlung (s. Abb. 3.7). Die alleinige Behandlung mit CyPPA hat, rechts unten zu sehen,
keinen Effekt auf die Zellmorphologie.

Im linken oberen Bild zeigt sich die typische Morphologie der ,resting microglia“ wie beschrie-
ben (linkes oberes Bild). Wie erwartet zeigten sich auch in diesem Experiment deutliche Ver-
anderungen der Morphologie durch Behandlung mit a-Synuclein (rechts oberes Bild). Eine
Vorbehandlung mit CyPPA fiihrte zu einer noch deutlicheren Reduktion der durch a-Synuclein
der induzierten Veranderungen (vgl. Abbildung 3.8, S. 50). CyPPA allein zeigte auch in diesen

48 h nach Behandlung aufgenommenen Bildern keinen Einfluss auf die Morphologie.
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3.2.3 Der Kc.2.2/Kca2.3-Modulator CyPPA verringert die morphologischen Veran-
derungen sowie die Zytokinausschiittung im Post-Treatment

Die Zellen wurden wie oben beschrieben gewonnen und ausgesat. 24 h nach Aussaat wurde a-

Synuclein in diesem Modell appliziert (100 nM). Weitere 24 h spater wurde CyPPA hinzugeflgt

(25 uM).
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Abbildung 3.11 A: Zellmorphologische Veranderungen bei Vorbehandlung mit CyPPA (25 uM), erfasst mit dem
XCELLigence System. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg des Zellindex durch die Behandlung mit a-Synuclein (100
nM). Eine anschlieBende Applikation von CyPPA fiihrt zu einem Abfall des Zellindex. B-C: Zytokinlevel im Uber-
stand von TNF-a, IL-6 und IL-1B nach Behandlung mit a-Synuclein (100 nM, 24 h) und CyPPA (25 uM, 48 h), ge-
messen 24 h nach Applikation von CyPPA. Man sieht eine deutliche Steigerung der Zytokinausschiittung durch
Behandlung mit a-Synuclein. Die anschlieBende Behandlung mit CyPPA reduziert die Zytokinausschiittung von
TNF-a, IL-6 und IL-1 signifikant (n=3, U-Test nach Whitney und Mann).

Wie in Abbildung 3.11 A zu sehen verandert sich der Zellindex nach Behandlung mit a-
Synuclein positiv. Eine interventionelle Behandlung mit CyPPA vermochte diesen Effekt in un-
abhangigen Experimenten deutlich zu verhindern (im gezeigten Experiment von ca. Faktor 3

auf den Faktor 2 nach 60 h). Von der Behandlung bis zu einer signifikanten Reduktion des Zell-
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index vergehen dabei zwischen 8 und 14 h. Es konnte somit gezeigt werden, dass auch bereits

aktivierte Mikroglia durch CyPPA attenuiert werden kénnen.

Fiur die Zytokinausschiittung konnte eine weniger deutliche Reduktion der Ausschittung ge-
zeigt werden, die nur fir TNF-a signifikant war (s. Abbildung 3.11 B, S. 53). Die Senkung der
Konzentration von IL-6 kann lediglich als Trend gewertet werden, die Reduktion der Produk-

tion von IL-1B (nicht gezeigt) lieR sich nicht reproduzieren (s. Abbildung 3.11, S. 53).

Kontrolle Synuclein

Synuclein+CyPPA

Abbildung 3.12 Die zeitversetzte Behandlung mit CyPPA (25uM) reduziert die durch a-Synuclein (100nM) hervor-
gerufenen Anderungen der Zellmorphologie. Die Zellen wurden jeweils 24 h nach Aussaat geschidigt, nach 48 h
behandelt und die Bilder nach weiteren 24h angefertigt. Rot: mikroglialer Marker F4/80, blau: DAPI, kernspezifi-
sche Farbung. Das linke obere Bild zeigt die unbehandelten Mikroglia. Das rechte obere Bild zeigt die deutliche
Anderung der Zellmorphologie unter Behandlung mit a-Synuclein, hin zu einer amoboiden Zellform mit stark
vergroBBertem Zellkorper. Bei der Behandlung mit CyPPA nach Schadigung lasst sich eine Riickfiihrung in eine
ramifizierte Morphologie nicht beobachten (vgl. Abb. 3.7 und 3.9). Dennoch lasst sich eine deutliche Reduktion
der ZellgroRe beobachten. Die alleinige Behandlung mit CyPPA hat, rechts unten zu sehen, keinen Effekt auf die
Zellmorphologie.

Im linken oberen Bild zeigt sich die typische Morphologie der ,resting microglia“ wie beschrie-
ben (linkes oberes Bild). Wie erwartet zeigten sich auch in diesem Experiment deutliche Ver-
danderungen der Morphologie durch Behandlung mit a-Synuclein (rechts oberes Bild). Eine
Nachbehandlung mit CyPPA fiihrte zu einer weniger deutlichen Reduktion der durch a-
Synuclein der induzierten Verdnderungen (linkes unteres Bild, vgl. Abbildung 3.8, S. 50 und

Abbildung 3.10, S. 52). Hier wechseln sich noch entzlindlich veranderte Zellsomata mit der von
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der Behandlung bekannten sternformigen Mikroglia ab. CyPPA allein zeigte auch in diesen 48 h

nach Behandlung keinen mikroskopisch sichtbaren Einfluss auf die Morphologie, wie schon in

vorangegangenen Experimenten beschrieben.
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3.2.4 Western Blot-Analyse der Behandlung mit CyPPA im Co-Treatment
Die Western Blot-Analyse wurde fir die gleichzeitige Behandlung hinsichtlich proliferativer und
proinflammatorischer Marker durchgefiihrt. Des Weiteren wurde die Proteinexpression der

KCNN 2-Kanéle sowie von Aktin als Kontrolle Gberprift.
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Abbildung 3.13 Western Blot-Analyse nach Co-treatment. Es zeigen sich eine deutlich gesteigerte Proteinexpres-
sion des Proliferationsmarkers phospho-p44/42 nach Behandlung mit a-Synuclein. Die gleichzeitige Behandlung
mit CyPPA reguliert die Expression negativ. Unter der Behandlung mit a-Synuclein ebenfalls erhoht ist die Prote-
inexpression der proinflammatorischen iNOS. Auch hier zeigt sich ein reduktiver Effekt der gleichzeitigen Behand-
lung mit CyPPA. Die Proteinexpression des KCNN2-Kanals ist unter Behandlung mit a-Synuclein erh6ht. Die
gleichzeitige Behandlung mit CyPPA zeigt einen wenn auch schwidcher ausgepragten negativ modulierenden
Effekt auf die Proteinexpression des KCNN-2-Kanals.

Wie Abbildung 3.12 zeigt fanden wir erhohte Expression der proliferativen und inflammatori-
schen Marker. Die Aktin-Kontrolle (nicht gezeigt) ist aufgrund der starken Proliferation der
Mikroglia ebenfalls erhéht und eignet sich daher schlecht als Marker fiir mikrogliale Aktivie-
rung. Der spezifischere Proliferationsmarker phospho-p 44/42 zeigt sich hingegen erhéht und

lasst sich durch eine Behandlung mit CyPPA deutlich reduzieren.
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3.3 Aktivierung von Mikroglia mittels Amyloid-f8
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Abbildung 3.14 Behandlung von Mikroglia mit AB. A: Entwicklung der Zellmorphologie. Im Vergleich zur Positiv-
kontrolle mit LPS bzw. Negativkontrolle unbehandelter Mikroglia zeigt sich keine signifikante Zunahme des Zell-
index B+C: Zytokinlevel im Uberstand nach Behandlung mit A bzw. LPS fiir 24h. Angaben in uM (2,5-20 uMm).
Auch hier zeigt sich keine signifikante Steigerung der Zytokinproduktion durch Behandlung mit Amyloid-beta im
Vergleich zur Positivkontrolle mit LPS/Negativkontrolle unbehandelter Mikroglia.

Wie in Abbildung 3.14 zu sehen induzierte das LPS wie erwartet eine starke Reaktion der Mi-
kroglia hinsichtlich der Anderung der Zellmorphologie. Ebenso verhilt es sich mit den Zytokin-
leveln der Mediatoren IL-6 und TNF-a. In unseren Versuchen gelang es uns jedoch nicht, eine
dhnliche Antwort mit Amyloid zu induzieren. In Hinblick auf den hohen Aufwand bei der Prapa-

ration des Amyloids wurden die Versuche daraufhin zugunsten des a-Synuclein eingestellt.
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3.4 Aktivierung von CHME-5-Zellen mit LPS

Nach mehreren Versuchen die Zellen wie primare Mikroglia mit LPS zu stimulieren und zu akti-
vieren, stellten wir die Versuche aufgrund fehlender Responsivitdt in Morphologie und Zellvia-
bilitdat ein. Des Weiteren zeigte sich eine toxische Wirkung des untersuchten CyPPA bei be-

handlungsrelevanten Konzentrationen.
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Abbildung 3.15 Die Effekte von LPS (25-1000 ng/ml) und CyPPA (1-100 uM) auf das Zelliiberleben der CHME5-
Zellinie. MTT-Assay. Primdre Mikrogliakulturen wurden mit aufsteigenden Dosen von LPS bzw. CyPPA behandelt
und zu zwei Zeitpunkten hinsichtlich des Zelliiberlebens untersucht. Es zeigt sich kein signifikanter Effekt bei der
Behandlung bis 1000 ng/ml LPS. Eine Behandlung mit CyPPA zeigt eine signifikante Reduktion des Zelliiberlebens
ab einer Dosis von 25 uM CyPPA.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse aus dem ersten Teil der Studie zeigen die Aktivierung der Mikroglia durch a-
Synuclein und die darauffolgende gesteigerte proinflammatorischen Zytokinen, Anderungen in
der Zellmorphologie und Proliferation. Das etablierte Modell mikroglialer Aktivierung mittels
LPS als allgemeines neuroinflammatorisches Modell wurde somit im Hinblick auf die Parkin-

son-Pathologie um eine Aktivieriung mittels a-Synuclein erweitert.

Im zweiten Teil wurde der Einfluss des SK-Kanalaktivators CyPPA auf Reduktion der Mikroglia-
Aktivierung untersucht. Dabei wurde auch fiir eine Aktivierung durch a-Synuclein die Reduk-

tion der inflammatorischen Antwort durch CyPPA in primarer Mikroglia in vitro gezeigt.

4.1 Aktivierung von primaren Mikroglia in Kultur durch a-Synuclein

als Modell fiir Synucleinopathien
Um unsere Fragestellung, ob eine Induktion von SK-Kanalen in Mikroglia eine Aktivierung
durch a-Synuclein reduzieren kann, hinreichend beantworten zu kdnnen, musste zunachst das
Modell der mikroglialen Inflammation, welches mit LPS bereits etabliert werden konnte (Dolga
et al. 2012), auf das Agens a-Synuclein Ubertragen werden. Eine erfolgreiche Aktivierung von

Mikroglia wurde anhand folgender Endpunkte liberprift:
- Anderung von Morphologie und Zellindex
- Ausschittung proinflammatorischer Zytokine und NO
- Anderung der Proteinexpression

Unser Aktivierungsmodell geht von einer dosisabhangigen Aktivierung von Mikroglia aus, die
ab einer bestimmten Konzentration experimentell und statistisch fassbare Effekte zeigt. So
wurde zundchst eine Dosis in der Behandlung mit a-Synuclein ausgewahlt, die sicher, objekti-
verbar und reproduzierbar eine Aktivierung zur Folge hat. Diese Dosis wurde fiir alle weiteren

Experimente gewahlt.

Ein Anstieg des Zellindex konnte nach Behandlung mit a-Synuclein zwischen 30 min bis spéates-
tens nach 6 h beobachtet werden. Die Anderung der Zellmorphologie wurde mikroskopisch
und immunhistochemisch nach 24 h beobachtet. Fiur alle Gberpriften Zytokine konnte bei
entsprechender Konzentration des eingesetzten a-Synucleins nach 24 h in den oben beschrie-
benen Bedingungen ein regelhafter Anstieg der Ausschiittung gezeigt werden. Bei steigender
Dosis wurden die Messungen dabei zunehmend signifikant, die Zytokinausschiittung nahm also

mit steigender Dosis zu (zur Statistik s. Kap. 4.8, S.71).
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Von besonderer Schwierigkeit war die Messung der Proteinexpression mittels Western Blot.
Da die aktivierten Mikroglia generell stark proliferieren, ist eine Beobachtung proinflammato-
rischer Proteinexpression im Vergleich zu basal exprimierten Proteinen schwierig. Im Zuge des
wahrend der Proliferation und des Zellwachstums gesteigerten Metabolismus werden Protei-
ne, deren Expression als Vergleich zu den proinflammatorischen Signalwegen herangezogen
werden konnte, ebenfalls hochreguliert. Eine Normalisierung der Zytokine auf die Gesamtpro-
teinmenge wurde nicht durchgefiihrt. Wie in den immunhistochemischen Darstellungen zu
sehen (s. Abbildung 3.6, 5.48), zeigen die Zellen ein sehr starkes Wachstum des Zellkdrpers. Es
ist anzunehmen, dass fiir dieses Wachstum auch ein groReres Zytoskelett und damit groRRere
Mengen Aktin benétigt werden. Proteine bzw. Enzyme der Stoffwechselfunktion und -
regulation dirften also ebenfalls stark erhoht sein. Wie aus den Impedanzmessungen abzulei-
ten ist, findet die Zellproliferation nach ca. 12 h ein Plateau, es findet also keine weitere Zu-
nahme des Zellvolumens statt. Wir isolierten flr unsere Messungen zwar Proteine aus dieser
Phase konstanten Zellvolumens, konnten jedoch weiterhin eine erhéhte Expression der zum

Vergleich herangezogenen Markerproteine wie GAPDH und Aktin beobachten.

Es ist daher schwierig abzugrenzen, welche Proteine im Rahmen der gesteigerten Prolifera-
tion, des reinen Zellwachstums und welche tatsachlich durch die Regulation intrazelluladrer

pro-inflammativer Signalkaskaden tberexprimiert werden.

Unsere Beobachtungen unterstitzen in Summe die Hypothese, dass freies, fibrillires a-
Synuclein zu mikroglialer Aktivierung fihrt. Darliber hinaus zeigt der Vergleich mit dem be-
kannten proinflammatorischen Agens LPS, dass sich die Aktivierung von Mikroglia in unserem
Modell hinsichtlich der verschiedenen Endpunkte der Beobachtung sowie der Qualitat der
Aktivierung dhnlich verhalt. Zytokine und proinflammatorischen Faktoren werden in zahlrei-
chen Studien als Mediator neuronalen Zelltodes betrachtet, gerade in jlingerer Vergangenheit

wird dieser Zusammenhang aber zunehmend bezweifelt und kontrovers diskutiert.

4.1.1 Limitationen des Modellsystems hinischtlich mikroglialer Aktivierung in
isolierten und Co-Kulturen

In unserem Modell wird ein spezifischer Teil der Synucleinopathien in einem isolierten Modell

betrachtet. In unser Modell nicht einbezogen sind die Interaktionen mit weiteren glialen Zellen

sowie der direkte Einfluss von a-Synuclein auf Neuronen. Mit einer hohen Reinheit unserer

mikroglialen Kulturen gelingt die ausgewahlte Betrachtung dieser Zellgattung; die Wechselwir-

kungen mit den Ubrigen Zellgattungen des ZNS einerseits und Zellen des peripheren Immun-

systems andererseits werden durch unser Modell nicht beleuchtet.



Diskussion

61

Die naheliegende Erweiterung des a-Synuclein-Modells zur Mikroglia-vermittelten neuronalen
Zellschadigung ist die Ubertragung in Co-Kulturen. In solchen Versuchen ist jedoch immer auch
ein direkter Effekt von a-Synuclein auf Neuronen i.S. einer direkten Neurotoxizitdt zu berick-
sichtigen. Die Mikroglia-vermittelte Neurotoxizitat in diesen Modellen Idsst sich nur durch den

Vergleich primarer Neuronenkulturen in An- bzw. Abwesenheit von Mikroglia zeigen.

Ein weiterer Schritt ist die Ubertragung in in vivo-Modelle, die sowohl| transgene Méuse als
auch Untersuchungen an erkrankten Individuen einschlieBen. Kap. 4.2, S. 70 gibt einen Uber-

blick Gber weitere Modellsysteme.

4.1.2 Bestimmung des Aktivierungsmodus

Die Zahlreichen Zytokine und Immunmodulatoren, welche die komplexe Reaktion einer Gliosis
steuern, werden nur zu einem Teil dargestellt. Auch wird nur ein kleiner, von uns als reprasen-
tativ erachteter Teil der tatsachlich ausgeschitteten Zytokine und Chemokine betrachtet. Zu
den von uns gemessenen Faktoren (lI-6, [I11 und TNF-a) kommen noch weitere wie die Che-
mokine IP-10/CXCL10, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2 und MIP-1a/CCL3 (Roodveldt et al. 2010).
Erstere werden in zahlreichen Inflammationsmodellen als Parameter herangezogen und sind
aus vorangegangenen Arbeiten in unserem Labor etabliert. In unserem Modell wird dariber-
hinaus eine homogene Masse von Mikroglia postuliert, die alle dem gleichen Aktivierungsme-
chanismus unterliegen. Aufgrund der durchaus deutlichen Expression typischer Zytokine des
M1-Aktivierungsmodus gehen wir zumindest von einer iberwiegeden M1-Aktivierung der von
uns untersuchten Zellkulturen aus. Analog zu den in T-Helferzellen beobachteten Aktivie-
rungsmodi Thl und Th2, wurde auch bei Makrophagen die Beoachtung unterschiedlicher Akti-
vierungsmodi gemacht, die dementsprechend M1/M2 genannt wurden. Die Modi unterschei-
den sich einerseits hinsichtlich des Stimulus: LPS, IFN-y und TNF flhren zu einer Aktivierung im
M1-Modus. Der Effekt dieser Aktivierung ist die Entziindungsreaktion des Typs 1 mit konseku-
tiver Bekampfung von intrazelluliren Pathogenen, der Tumorbekdmpfung und zur Spat-
Hypersensibilisierung. Der M2-Modus wird je nach Aktivator nochmal in M2a (aktiviert durch
IL-4 und IL-13), M2b (TLR und IL-1R-Liganden) und M2c (IL-10) unterteilt. Gemeinsame End-
strecke der Aktivierung ist die Entziindungsreaktion Typ II, die die Immunmodulation, die Be-
kdampfung von Fremdorganismen wie Parasiten, die Umgestaltung der Extrazelluldrmatrix und
auch Tumorpromotion umfasst. Darliber hinaus unterscheiden sich die Aktivierungsmodi hin-
sichtlich der ausgeschitteten Zytokine, die im Falle unseres Experimentes mit IL-6, IL-1B und
TNF-a fir eine Aktivierung im M1 Modus sprechen. Eine Aktivierung im M2-Modus lieBe eine
Ausschittung von z.B. IL-10 und TGF-B erwarten (Martinez und Gordon 2014). Diese Zytokine

wurden in unserem Modell jedoch nicht untersucht. Auf lokale Unterschiede in Phanotyp und
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immunologischem Verhalten in den unterschiedlichen Regionen des Gehirns kann in unserem

Modell also nicht eingegangen werden.

4.1.3 Varianten von «a-Synuclein und ihre Rolle in der Pathogenese neuroinflam-
mativer Erkrankungen
Sowohl in bisher verwendeten Modellsystemen als auch in vivo gibt es eine Vielzahl von Va-
rianten des a-Synucleins. Unterschiede bestehen in Modellsystemen, die meist rekombinantes
a-Synuclein verwenden, hinsichtlich der Lange und Fragmentierung des a-Synucleins. Dartber
hinaus konnen verschiedene Methoden der Praparation zu monomerem, fibrillarem a-
Synuclein fihren oder aber di- oder polymere Strukturen entstehen lassen. Von besonderer
Bedeutung ist darliber hinaus der C-Terminus des Proteins. C-terminal gekiirzte Proteinspezies
flihrten in vitro zu einer verstarkten TLR-4 vermittelten mikroglialen Aktivierung (Fellner et al.
2013). Hinsichtlich fragmentierter a-Synuclein-Spezies in vivo gibt es widersprichliche Er-
kenntnisse. Wahrend transgene Mause, die fragementierte Proteine exprimieren, einerseits
einen Zellverlust zeigen (Tofaris et al. 2006), ist dieser Effekt moglicherweise auch auf die feh-
lende Entwicklung durch die Abwesenheit von physiologischem a-Synuclein zurilickzufiihren
(Wakamatsu et al. 2008), dem eine entscheidene Rolle in der Neuroplastizitdt zugeschrieben
wird. In einer anderen Studie zeigte injiziertes, also relativ kurzfristig toxisch wirksames C-
terminal gekiirztes a-Synuclein ebenfalls schadigende Wirkung sowie den klinischen parkinso-
noiden Phenotyp in Mausen (Sacino et al. 2014). Viral (Adeno-assoziiertes Virus) exprimiertes
fragmentiertes a-Synuclein zeigte in einer Studie in vivo eine Verstarkung der Pathologie, die
durch das vollstindige Protein ausgeldst wurde (Ulusoy et al. 2010). Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass die fragmentierte a-Synuclein-Spezies auch die ungekiirzte Variante schneller
aggregieren lasst und in geringerer Dosis und kiirzerer Zeit zu neuronaler Zellschadigung durch
Ablagerung dieser Proteinaggregate fihrt (Zach et al. 2007), wenngleich dies 1. hier fir die
A53T-Mutante gezeigt wurde und 2. die Rolle der Mikroglia in der neuronalen Schadigung
auBen vor lasst (verwendet wurden dissoziierte mesencephale Neurone, zerebelldare Neurone

und Schnittkulturen des Mittelhirns, jeweils von Mausen).

Das von uns verwendete a-Synuclein ist N-terminal gekiirzt (61-140 AS). Der N-Terminus ist bei
Interaktionen mit Zellmembranen von Bedeutung und erleichtert durch eine Permeablisierung
der Membran die Aufnahme von a-Synuclein in die Zelle (Lorenzen et al. 2014). Die von uns
postulierte TLR-vermittelte mikrogliale Aktivierung geschieht jedoch ohne direkte Zellmem-
braninterkation. In den o.g. Studien konnte eine Verstarkung der Pathologie und der Aggrega-
tion von a-Synuclein fir C-terminal geklrzte Varianten gezeigt werden, wohingegen das von

uns verwendete Fragment den vollen C-Terminus exprimiert und damit dem physiologischen
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a-Synuclein dahingehend dhnlicher ist. Zu diskutieren und genauer zu untersuchen ist, ob die
direkte Neurotoxizitdt des N-terminal gekiirzten Fragments geringer ausgepragt ist und ob sich
dies fiur eine Differenzierung direkter und mikroglial vermittelter Neurotoxizitat in vitro eignet.
Hinsichtlich der Aktivierung isolierter Mikroglia stellten wir in den von uns untersuchten Quali-
taten des verkirzten a-Synuclein keinen Unterschied zur Aktivierung mit ,full length”-

Varianten des a-Synuclein fest.

4.1.4 Genetische Varianten von a-Synuclein

Klinisch sind drei missense-Mutationen des a-Synucleins bekannt, die mit familidren Formen
des M. Parkinson in Verbindung stehen: Die A53T, A30P- und E46K-Mutationen (Polymeropou-
los 1997; Kruger et al. 1998; Zarranz et al. 2004), wobei letztere auch in Zusammenhang mit
dem Phenotyp der Lewy-Korperchen-Demenz steht. Wenngleich allen hereditdren Formen der
Parkinson-Krankheit ein im Vergleich zur idiopathischen bzw. sporadischen Form ein friiherer
Krankheitsbeginn gemein ist, so reagieren mikrogliale Kulturen hinsichtlich der Zytokin- und
Chemokinexpression unterschiedlich auf die Exposition gegenliber den mutierten Proteinen.
Die Autoren schliefen daraus auf unterschiedliche Aktivierungsmodi der Mikroglia bei Exposi-
tion zu verschiedenen a-Synuclein-Varianten (Roodveldt et al. 2010). Die Versuchsdurchfiih-
rung ist dabei vergleichbar mit unserer Studie. Der zum Vergleich herangezogene a-Synuclein-
Wildtyp, der als monomeres, unfragmentiertes Protein vorlag, fihrte dabei zu einer erhéhten

Produktion von IL-6 und IL-1B, die sich mit unseren Untersuchungen deckt.

Eine weitere genetische Variante ist eine Duplikation bzw. Triplikation des SNCA-Gens. Trager
der Duplikationsmutation weisen eine Hirnstamm-dominante Form des Parkinson-Syndroms
auf (Chartier-Harlin et al. 2004), wahrend Trager der Triplikationsmutation den Phenotyp einer
Lewy-Korperchen-Demenz mit ausgedehnter Verteilung im Kortex aufweisen. Gleichzeitig sind
die Spiegel an freiem a-Synuclein in diesem Patientenkollektiv im Vergleich zur Normalbevol-
kerung verdoppelt. Weiterhin fihrt eine Duplikationsmutation zu einer spateren klinischen
Auspragung des Syndroms, die Triplikationsmutation zu einem friheren und klinisch starker
ausgepragten Krankheitsbild (Fuchs et al. 2007). Weitere Untersuchungen wurden bisher nur
anhand genetischer Analysen und der Korrelation zum klinischen Phanotyp durchgefiihrt. De-
ren Ergenisse weisen wiederum darauf hin, dass nicht nur die Art, Faltung und Strukur des
Synucleins, sondern auch die Dosis entscheidend fiir die klinische Auspragung der Krankheit ist

(Tambasco et al. 2016).

Die Multiplikationsmutationen des SNCA-Gens wiederum weisen hinsichtlich des anfallenden
a-Synucleins groBe Ahnlichkeit mit dem von uns verwendeten Fragment auf. Entscheidend fiir

die klinische Auspragung ist bei diesen Mutationen die Dosis. Ein Vergleich mit Laborbedin-
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gungen, in denen wie o.g. isolierte Kulturen fiir einen im Vergleich zum Patientenkollektiv kur-
zen Zeitraum mit vergleichweise hohen Dosen a-Synuclein behandelt werden, ist aber sicher
nicht zulassig. Nichtsdestoweniger konnte auch in vitro ein quantitativer Zusammenhang zwi-
schen a-Synucleinexpression und mikroglialer Aktivierung von Sanchez-Guajardo et al. (2010)
und Klegeris et al. (2008) gezeigt werden. Auch in unserem Modell lie sich ein positiv korrel-
lierter Zusammenhang zwischen Dosis des verwendeten a-Synuclein und Ausschiittung von
Zytokinen beobachten. Der gleiche Zusammenhang lasst sich in vitro bei Exposition mit LPS,
auch vonunterschiedlichen bakteriellen Organismen, beobachten (Mayer et al. 2014). Kondo et
al. (2011) konnten eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen peripher appliziertem LPS und den
morphologischen Veranderungen von Mikroglia im Mausmodell in vivo zeigen. Um eine mess-
bare Erhohung der Zytokinproduktion zu erreichen, mussten die Autoren eine 10-fach héhere
Dosis an peripherem LPS einsetzen. Ob hier eine Dosis-Wirkungsbeziehung oder eine Schwel-

lenwert-Aktivierung von Mikroglia vorliegt, konnten die Autoren jedoch nicht klaren.

Zusammenfassend verwendeten wir in unseren Studien ein Fragment von 81 AS (AS 61-140)
des in vivo vorkommenden freien a-Synuclein, das in vitro hinsichtlich seiner fibrillaren Struk-
tur, seiner spontanen Tendenz zu einem geringen Anteil zu oligomerisieren und letztlich auch
hinsichtlich der mikroglialen Aktivierung mit dem physiologisch bzw. pathophysiologisch vor-
kommenden a-Synuclein vergleichbar ist. Dennoch wurden in unserer Studie vergleichsweise
hohe Dosierungen ber einen vergleichsweise kurzen Zeitraum zur Aktivierung einer isolierten
mikroglialen Kultur verwendet. Um aber weitere Schllisse zu ziehen, sind insbesondere Unter-
suchungen zum Zusammenhang zwischen der Dosis, also der Menge des anfallenden a-

Synuclein im Patienten, und der entsprechenden pathophysiologischen Entwicklung notig.

In unserer Studie nicht beriicksichtigt sind Punkt- und missense-mutierte Varianten, die unter-
schiedliche mikrogliale Reaktionen und letztlich auch unterschiedliche klinische Auspragungen
des Parkinsonoiden Formenkreises bewirken. Ob eine Aktivierung der SK-Kandle auch eine
Reduktion der unterschiedlichen mikroglialen Reaktionen auf Punktmutanten des a-Synuclein

bewirkt, ist noch zu untersuchen.

Kap. 4.2, S. 70 gibt einen (berblick (iber in verschiedenen Modelle verwendete a-Synuclein-

Varianten.
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4.1.5 Aktivierung von Mikroglia in neurodegenerativen Krankheiten / Synuclei-
nopathien und mikroglia-vermittelte neuronale Zellschadigung

In unseren Studien konnte eine Aktivierung von Mikroglia mittels a-Synuclein gezeigt werden -

ein Vorgang, der als in der Pathogenese der Synucleinopathien zentral angesehen wird (Stefa-

nova et al. 2007; McGeer et al. 1988; Imamura et al. 2003). Bedeutet eine mikrogliale Aktivie-

rung jedoch automatisch eine neuronale Zellschadigung und wie ist die direkte Neurotoxizitat

von a-Synuclein einzuordnen?

Synucleinopathien sind Erkrankungen, die auf ein (ibermaRiges Anfallen von hyperphosphor-
yliertem, fibrillirem a-Synuclein zurlickzufiiren sind (Uversky 2008). Dazu zdhlen der M. Par-
kinson, die Lewy-Koérperchen-Demenz und die Multiple System Atrophie (MSA) (Beyer und
Ariza 2007). Bei diesen neurodegenerativen Erkrankungen wird die Beteiligung aktivierter Mi-
kroglia im Entzlindungsprozess diskutiert. a-Synuclein ist als Oligomer in der Lage, Mikroglia
direkt zu aktivieren und eine Entzlindungsreaktion auszulésen (Kim et al. 2013). Diese Aktivie-
rung kann einerseits direkt TLR-vermittelt oder iber den a-Synuclein-vermittelten neuronalen
Zelltod und die sekundare Attraktion von Gliazellen erfolgen und fihrt letztendlich wiederum
zu einer Schadigung neuronaler Zellen durch eine lberschiefende Produktion von Zytokinen
und pro-apoptotischen Faktoren (Lee et al. 2008). PET-Scans konnten in Parkinson-Patienten
aktivierte Mikroglia in geschadigten Arealen der Substantia nigra nachweisen (Ouchi et al.
2005; Gerhard et al. 2006). Aktivierte Mikroglia wurden auch in vivo in Patienten mit Lewy-
Kérperchen-Demenz und Parkinson gefunden (lannaccone et al. 2013). Dabei werden aktivier-
te Mikroglia zwar nicht in allen Teilen der Gehirne von Parkinson-Patienten nachgewiesen,
aber auch nicht ausschlieBlich in der Substantia nigra, sondern ebenso in kortikalen Anteilen
des Telencephalons. Selektiv ist die Schadigung aber gegeniliber dopaminergen Neuronen, die
sich zum groRen Teil in den Basalganglien befinden, insbesondere in der Substantia nigra. Es
wurde jedoch bisher kein inflammatorischer Mechanismus mit direktem Angriff von Mikroglia
auf speziell dopaminerge Neurone nachgewiesen; dies gilt auch fir die unterschiedlichen Akti-
vierungsmodi. Auch in unserem Modell gehen wir aufgrund der ausgeschiitteten Zytokine
(TNF-a, IL-6, IL-1B) von einer globalen, nicht-selektiven M1-Aktivierung der Mikroglia aus, die
zu einer allgemeinen Entziindungsreaktion fihrt. Warum werden also bei der Parkinsonkrank-

heit dopaminerge Neurone besonders geschadigt?

Hier ist wieder der direkte toxische Schaden des a-Synuclein vom mikroglia-vermittelten Zell-
tod zu unterscheiden. Petrucelli et al. (2002) haben gezeigt, dass dopaminerge Neurone emp-
findlicher als andere auf die Exposition zu a-Synuclein reagieren Dies wird unter anderem auf

eine erhohte Anfilligkeit gegenliber oxidativem Stress zurtickgefiihrt, der durch den Dopa-
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minstoffwechsel bedingt ist (Stokes et al. 1999). Ebenso wur ein direkter Zusammenhang zwi-
schen der Oxidation von Dopamin und der Aggregation von a-Synuclein postuliert (Cappai et
al. 2005). Hier wird also die Ursache der Aggregation im normalen Zellstoffwechsel gesehen
und damit der Ausgangspunkt der Pathogenese im Dopaminstoffwechsel verortet. Dies trifft
auch fiir andere Induktoren oxidativen Stresses zu, wie z.B. Rotenon (Sherer et al. 2002) oder
MPP+ (Kalivendi et al. 2004). Im MPTP bzw. MPP+ - Modell werden dabei die Inhibition des
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette und die Ausschiittung von Dopamin aus vesiku-
kdren Speichern diskutiert. Ebenfalls von Bedeutung ist die Formation reaktiver Sauerstoffspe-
zies im Cytosol oder eben durch Mikroglia in der unmittelbaren Umgebung des Neurons (Ri-
chardson et al. 2007). Gerade gegeniiber dem dadurch ausgel6sten oxidativen Stress sind do-
paminerge Neurone besonders emfpindlich. Die Aggregation von a-Synuclein wird also als
sekundarer Schritt in der Pathogenese gesehen. Dennoch liefert diese Sichtweise eine unzurei-
chende Erklarung fiir die Beobachtung, dass z.B. in der Lewy-Kérperchen-Demenz a-Synuclein-
Aggregate im gesamten Telencephalon gefunden werden. Fiir die Verteilung des a-Synuclein
im Gehirn und damit letztlich auch den klinischen Phenotyp kénnten dariiber hinaus die Spie-
gel freien a-Synucleins entscheidend sein (s.o., Fuchs et al. 2007). Des Weiteren finden sich
aktivierte Mikroglia zwar auch um Lewy-Kérperchen im Telencephalon im Rahmen einer reak-
tiven Mikrogliose, sie unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihres Phanotyps und der Expres-
sion von proinflammatorischen Rezeptoren. Toll-like-Rezeptoren sind ein wichtiger Bestandteil
des proinflammatorischen Signalweges (s. Abbildung 1.1, S. 3). TLR-2 wird dabei in Zusammen-
hang mit neurodegenerativen Erkrankungen gesehen, insbesondere in der Parkinson-
Krankheit. Dzamko et al. (2017) konnten einen signifikanten Unterschied der TLR-2-Expression
in Gehirnen von Parkinson-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen. In Gehirnen von
Patienten mit Lewy-Korperchen-Demenz konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter Unter-
schied von TLR-2-Expression zwischen Mikroglia der Substantia nigra sowie hippocampalen
Mikroglia bestand. Dies wiederum galt nicht fir Patienten mit M. Parkinson. Die Autoren
interpretierten diesen Unterschied als Ausdruck der verschiedenen Stadien der Erkrankung
und interpretierten den Anfall von Lewy-Korperchen und die ungleiche Verteilung mikroglialer

Phanotypen als Prodromalstadium der Parkinson-Krankheit (Doorn et al. 2014).

Fiir die Rolle der Mikroglia ist in jedem Falle zu klaren, ob es sich um aktive Promotoren der
Erkrankung handelt, die eine Entziindungsreaktion auslésen und aufrechterhalten und die
neuronale Schadigung damit verstarken, wie zuletzt von Briick et al. (2015) diskutiert oder ob
mikrogliale Aktivierung in vivo entgegen bisheriger Vermutung nicht zwingend Schaden bedeu-

tet, sondern eher Artefakt von in vitro-Studien ist (Biber et al. 2014).
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4.1.6 Die Rolle aktivierter Mikroglia in der Pathogenese der Parkinson-Krankheit

Analog zu der unterschiedlichen Aktivierung von T-Zellen in den Th1l- und Th2-Modus, also der
klassischen oder der alternativen Aktivierung, kdnnen auch Makrophagen und Mikroglia klas-
sisch, meist Gber Cytokine oder TLR, oder alternativ Gber IL-4 aktiviert werden. Diese Aktivie-
rungszustande wurden analog als M1 bzw. M2 bezeichnet (Ransohoff und Perry 2009). In jin-
gerer Zeit hat sich gezeigt, dass diese dichotome Einteilung den unterschiedlichen Aktivie-
rungsstadien und -modi immunotroper Zellen nicht gerecht wird (Martinez und Gordon 2014).
Unzweifelhaft fUhrt aber eine Aktivierung tber TLR oder Cytokin-vermittelt zum klassischen
proinflammatorischen Phdanotyp des M1-Modus und konsekutiv zur Ausschittung zahlreicher
weiterer Entziindungsmediatoren, darunter NO, Cox-2, TNFa, IL-1f, IL-6, IL-12 und CXCL1
(Chhor et al. 2013). Auch im Hinblick auf Neurotoxizitdit wurde zwischen M1- und M2-
Aktivierung unterschieden, wobei die M1-Aktivierung lange als neurotoxisch und die M2-
Aktivierung als neuroprotektiv galt. Inzwischen konnte auch fiir die M2-Aktivierung potentielle
Neurotoxizitat gezeigt werden; genauer flihrte eine IL-4 gesteuerte Aktivierung, die als M2-
Modus interpretiert wurde, bei extern durch Thrombininjektion geschadigten Neuronen zu
einer Promotion der neuronalen Zellschadigung. Diese wurde Uber mikroglialen NADPH-
Oxidase-vermittelten oxidativen Stress induziert (Park et al. 2008). M1-aktivierte Mikroglia
kénnen darilber hinaus auch neurogene Funktion haben. Dabei wurde der Aktivierungsmodus
der Mikroglia an den produzierten Zytokinen festgemacht (IL-1B, IL-6, TNF-a). Eine Supression
der mikroglialen Aktivitdt mittels Minocyclin flhrte in postnatalen Gehirnen von Ratten zu
einer verminderten Neurogenese und Oligodendrogenese (Shigemoto-Mogami et al. 2014). Ob
Mikroglia also eine Rolle bei physiologischen Prozessen spielen oder im Rahmen von Patholo-
gien zur neuronalen Zellschadigung beitragen, ist nicht nur von ihrem Aktivierungsmodus ab-
hangig und somit von weiteren, noch nicht beleuchteten Faktoren gesteuert. Dies trifft insbe-
sondere fiir die Aktivierungsmodi in Tumor-assoziierten Mikroglia in niedrig malignen und ma-

lignen Gliomen zu (s.u.).

Neben der Relevanz des Aktivierungsmodus wird auch der Einfluss bzw. die Unzuldanglichkeit
von in vitro-Studien generell diskutiert. So wird mikroglial vermittelter neuronaler Zelltod auch
als potentielles Artefakt von in vitro-Studien beschrieben (Biber et al. 2014). Hier werden drei
Einflussfaktoren genannt, die mikrogliale Neurotoxizitiat generell in Frage stellen: So werden in
Kultur meist unreife Mikroglia aus pra- oder friih postnatalen Organismen verwendet, die kei-
ne immunologische Pragung durchlaufen haben. Des Weiteren kommen Mikroglia in Kultur mit
Serumbestandteilen aus dem Zellkulturmedium in Kontakt, in vivo passiert dies aller Wahr-
scheinlichkeit nach nicht. Letztlich werden Mikroglia in vivo unabldssig durch eine Vielzahl von

Mediatormolekiilen reguliert und bedarfsgerecht aktiviert, darunter CX3CL1, CD200 und wei-
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tere (Hellwig et al. 2013). Dem steht entgegen, dass in vitro nicht aktivierte Mikroglia geringe-
ren neuronalen Zellschaden bewirken als sie es in ihrem aktiverten Zustand tun (Brown und
Vilalta 2015). In vivo-Studien sind zur weiteren Klarung daher unabdingbar, die im Folgenden

diskutierten Ergebnisse und Vermutungen stehen also prinzipiell unter den o.g. Vorbehalten.

Fir die - zumindest Gberwiegende - M1-Aktivierung der Mikroglia in unseren Versuchen spricht
zweierlei: Zunachst konnte bisher gezeigt werden, dass mikrogliale Aktivierung mit a-Synuclein
TLR-4-vermittelt stattfindet. Aktivierung von Mikroglia (iber TLR-4 flihrt meist zur Aktivierung
im M1-Modus. Weiterhin steigerte die Aktivierung durch a-Synuclein die Produktion von IL-1,
IL-6 und TNF-a, klassischen Zytokinen der proinflammatorischen M1-Aktivierung. Eine immun-
histochemische oder genetische Analyse fand jedoch nicht statt, ebenfalls wurde die Produk-

tion von Zytokinen anderer Aktivierungsmodi (z.B. IL-10) nicht Gberpruft.

Die Schadigung von Neuronen durch Mikroglia erfolgt nach deren Aktivierung auf verschiede-
nen Wegen. Auch die Abwesenheit neurotroper Faktoren wie IGF-1, die z.B. durch Exposition
zu LPS von Mikroglia nicht mehr produziert werden, kann schadigend wirken. Wichtiger aber
sind die Expression und Ausschittung von Mediatoren, insbesondere pro-inflammatorischen

Zytokinen, die Neurone direkt oder aber mittelbar liber die Aktivierung weiterer Glia toten.

TNF-a ist ein von Mikroglia exprimierter Mediator, der direkt (iber den TNF-R1-Rezeptor und
die nachfolgende Aktivierung von Caspase 8 zur Apoptose, liber die Aktivierung von RIP1, RIP3
und MLKL zur Necroptose von Neuronen fiihren kann, iber NF-kB jedoch wiederum proin-
flammatorisch und damit antiapoptotisch wirkt (Christofferson et al. 2014). Hier ist jedoch
unklar, ob fiir den Untergang der Neurone auch Mikroglia anwesend sein miissen. Neniskyte et
al. (2014) konnten zeigen, dass der neuronale Zelltod im Zusammenhang mit TNF-a durch mi-
krogliale Phagozytose vermittelt ist. Als Vorraussetzung fiir Mikroglia-vermittelten neuronalen
Zelltod wird an anderer Stelle zumindest die Anwesenheit von Mikroglia-behandeltem Me-
dium genannt und als Co-Aktivator von TNF-a Fas genannt, welches Neurone auch (ber den
Fas-Rezeptor zur Apoptose bringen kann (Taylor et al. 2005). Eine andere Studie beschreibt
TNF-a und IL-1B als Synergisten, die neuronalen Zelltod tber iNOS-Aktivierung in Astrozyten
vermitteln (Chao et al. 1995), also nur indirekt wirken. TNF-a ist in verschiedener Art und Wei-
se flir neuronalen Zelltod verantwortlich, dabei aber immer abhangig von Korezeptoren und
Kofaktoren, wie zum Beispiel Fas oder IL-B (s.0.). Die Anwesenheit von TNF-a alleine fihrte in
einem Nager-Modell der Alzheimer-Krankheit nicht zu einem Verlust von Neuronen (Cho et al.
2011). Eine weitere Studie verneint einen zwingenden Zusammenhang zwischen Neuroin-
flammation und axonaler Schadigung in einem Modell axonaler Pathologie bei fehlendem Te-

traspanin-2, einem Myelin-Protein (Monasterio-Schrader et al. 2013), wenngleich die Uber-
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tragbarkeit dieses sehr speziellen Modells auf axonale Schadigung im neuroinflammativen

Setting zu diskutieren ist.

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) bewirkt die Ausschiittung von NO. Dies wiederum fiihrt
Uber die Inhibition mitochondrialer Respiration, Inhibition der Glykolyse, eine Verschiebung
der mitochondrialen Permeabilitdt und Uber die Aktiverung von ADP-Ribosepolymerase zu
neuronalem Zelltod aufgrund fehlender Energietrager. Des Weiteren kann NO Uber p53, den
p38-MAPK Signalweg oder ER-stress zur Apotpose fithren (Brown 2010). Insbesondere mikro-
gliale iNOS kann im Rahmen von Inflammation gesteigert exprimiert werden und fihrt im
MPTP-Modell zu neuronalem Zelltod (Brzozowski et al. 2015). Die schadigende Wirkung
scheint dabei jedoch stark vom AusmaR der NO-Produktion abzuhangen, niedrigere Dosen sind
nicht schadlich (Mander und Brown 2005). Neben den Effektoren selbst hdangt das Ausmald der
Schadigung dariiber hinaus von duRReren Umstdanden wie Hypoxie, Anwesenheit von Astroglia
und neuronaler Exzitibilitdit ab (Mander und Brown 2005). Die Expression mikroglialer iNOS
und die Formation reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies flihrte auch in einem LPS-Modell,
welches dem in dieser Arbeit untersuchten am nachsten kommt, zum Zelluntergang von
Neuronen (Shie et al. 2005). Speziell fir NO kann also von direkter neurotoxischer Wirkung

ausgegangen werden.

Mikroglia spielen in Synucleinopathien eine vielfaltige Rolle. Einerseits interagieren sie direkt
mit Astroglia, wobei sie sowohl durch Astroglia aktiviert werden kdnnen, aber auch ihrerseits
durch Expression von Zytokinen wiederum Astroglia und auch weitere Immunzellen regulieren
und attrahieren (Gu et al. 2010; Halliday und Stevens 2011). Uber diese Signalmolekiile fiihren
aktivierte Mikroglia direkt und indirekt zum Untergang von Neuronen. Im hier untersuchten
Modell gehen wir von dem fir die Aktivierung von Mikroglia mit a-Synuclein vorbeschriebenen
TLR-vermittelten Signalweg aus. Untersucht wurden aber nur Marker der Inflammation, also
letztlich der proinflammatorische Output. In Anbetracht der zahlreichen Ergebnisse, die eine
Schadigung von Neuronen durch mikrogliale Entziinungsmediatoren zeigen (s.0.), gehen wir
davon aus, dass die von uns aktivierten Mikroglia in Co-Kultur neurotoxische Wirkung entfalten
werden. Ziel unserer Studie war eine Reduktion dieser potentiellen Neurotoxizitdt durch eine
verringerte Ausschiittung dieser Mediatoren. Im speziellen fir NO ist gezeigt worden, dass das
Ausmal der Schadigung dosisabhdngig ist. Es erscheint daher logisch, dass eine Reduktion
proentziindlicher Mediatoren die Neurotoxizitdt aktivierter Mikroglia reduzieren kann. Um
eine direkte Neurotoxizitat aktivierter Mikroglia zu belegen, sind jedoch weitere Versuche in

Co-Kultur und in vivo nétig.
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4.1.7 Vergleich mit anderen Modellen

Um eine Einordnung der eigenen Untersuchung hinsichtlich des verwendeten Modellsystems
zu ermoglichen, sollen im Folgenden alternative Modellsystem der Parkinson-Krankheit (Tab
4.1) sowie der Multiplen System Atrophie (MSA) (Tab 4.2) dargestellt werden. Aufgrund der
vielfaltigen Wechselwirkungen zwischen dem schadigenden Agens, den geschadigten Neuro-
nen und aller daran beteiligten Zellgattungen der Glia und des peripheren Immunsystems,
werden in vielen Modellen isolierte Teilbereiche der Neuroinflammation abgebildet. Einfache
Modellsysteme umfassen dabei zundchst immortalisierte Zellinien oder primare, moglichst
reine Kulturen einer Zellgattung. Die vereinfachte Untersuchung bietet dabei auch Vorteile:
Sowohl in Kultur als auch in vivo sind Mikroglia a-Synuclein ausgesetzt. Eine isolierte Betrach-
tung liefert detailliert Aufschluss Uber intrazellulare Prozesse und das Verhalten der Zellen
ohne Interaktionen mit anderen Zellen, die diese Beobachtungen in komplexeren Modellen
natlirlich verdandern. Eine Untersuchung in Co-Kulturen kann dann in einem zweiten Schritt
klaren, ob dieses ,native” und unbeeinflusste Verhalten der Mikroglia durch Interaktion mit
anderen Zellen verandert wird und so den Einfluss der anderen Zellgattungen auf die mikro-
gliale Reaktion Uberhaupt erst kldaren. Unsere Untersuchungen an einer immortalisierten Zellli-

nine werden in Kap. 4.1.8 - Aktivierung von CHME-5-Zellen, S.76, diskutiert.

Des Weiteren werden die in unserem Modell untersuchten SK-Kanale auch in anderen Zellgat-
tungen des ZNS exprimiert. Eine Behandlung mit CyPPA wirde daher immer auch andere Zel-

len potentiell beeinflussen und die Beobachtung zum Effekt in Mikroglia damit verfalschen.

Einen weiteren zentralen Unterschied stellt die Quelle des a-Synucleins dar. Bei der Behand-
lung von Modellorganismen stehen rekombinante Wildtypvarianten genauso wie in ihrer Se-
quenz veranderte, mit familidren Parkinsonerkrankungen in Verbindung stehende mutante
Varianten des a-Synucleins zur Verfiigung. Auch gekiirzte und rekombinante Versionen, wie
die in unserer Studie verwendete 61-140-Variante, stehen zur Verfligung. In bestimmten Mo-
dellorganismen kann eine Uberexpression von a-Synuclein oder eine Expression von mutan-
tem a-Synuclein angelegt sein (transgene Organismen) oder induziert werden. Hier sollen
mogliche Alternativen und Erweiterungen unserer Studie gezeigt werden; vor allem eine Wie-
derholung mit a-Synuclein-Varianten, die eher den (patho-)physiologischen Gegebenheiten
entsprechen, ist dabei wiinschenswert. Letztlich sind gerade auch in den neurodegenrativen
Erkrankungen andere pathologische Proteine als Aktivatoren der Neuroinflammation zu unter-

suchen. Auf die Aktivierung durch Amyloid- wird daher in Kap. 4.1.9, S. 76 eingegangen.
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In komplexeren Modellen werden Tiermodelle mit Wildtyplinien, Mutationen oder transgene
Organismen verwendet. Die folgende Auflistung soll dabei auch einen Ausblick auf eine mogli-

che Ubertragung unserer Studien auf diese Modelle bieten.

Eine Ubertragung auf menschliche Modelle kann selbstverstindlich nur an bereits erkrankten
Individuen ohne deren Gefahrdung oder aber durch eine post mortem-Untersuchung durchge-

fahrt werden.
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Autoren

Untersuchungsobjekt

Verwendetes

a-Synuclein

Ergebnis

In vitro
Diese Stu-

die

Su et al.

2008

Klegeris et

al. 2008

Harms et

al. 2013

Roodveldt
et al. 2010

Alvarez-
Erviti et al.

2011

Rojanat-
hammanee
etal. 2011
In vivo
(Maus)

Su et al.

2009

Primare Mikroglia

Zellkultur

Primare Mikroglia

Zellkultur

Primare Mikroglia
Zellkultur, THP-1-
Zellen

Primare Mikroglia

Zellkultur

Primare Mikroglia

Zellkultur

BV-2 mikrogliale Zellli-

nie

BV-2 mikrogliale Zellli-

nie

SYNDM+/+ homozygo-
te double-mutant a-
Synuclein-transgene

Mause

61-140-rekombinantes

a-Synuclein

wt a-Synuclein,
a-Synuclein der
MNO9D-Zelllinie
A30P, E46K and A53T-

a-Synuclein

aggregiertes a-

Synuclein

wt-a-Synuclein,
A30P-, E46K- und

A53T-a-Synuclein

Medium von SH-SY5Y-
Zellen (neuronale Zel-
linie), die wt- oder
AT53-a-Synuclein
Uberexprimieren

wt-, A30P- und A53T-

a-Synuclein

double-mutant hu-

manes a-Synuclein

Die positive Modulation von
SK-2 Kanalen reduziert die a-
Synuclein-vermittelte in-
flammatorische Reaktion
von Mikroglia

Synuclein aktiviert Mikroglia,
der CD-36 Scavenger-
Rezeptor ist beteiligt
a-Synuclein aktiviert Signal-
proteinkinasen in THP-1 und
mikroglialen Zellen

MHCII ist fur die a-Synuclein-
induzierte Aktivierung von
Mikroglia [...] erforderlich
Die Art und das Ausmalf
mikroglialer Aktivierung sind
von der Art des verwendeten
a-Synucleins abhangig
a-Synuclein-Ausschiittung
von neuronalen Zellen indu-
ziert eine inflammatorische

Antwort in Mikroglia

Die Expression von mutan-
tem a-Synuclein moduliert

den Phanotyp von Mikroglia

Uberexpression von huma-
nem Synuclein aktiviert Mi-

kroglia
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Sacino et

al. 2014

(Fellner et

al. 2013)

In vivo
(Mensch)
Gerhard et
al. 2006

Ouchi et al.

2005

Post mort.
(Mensch)
Imamura

et al. 2003

Ouchi et al.

2005

M83+/+ homozygote

transgene Mause

TLR4 (-/-) homozygote
transgene Mause, wt-

Mause

Parkinson-Patienten

Patienten mit Lewy-

Koérperchen-Demenz

Gehirne von Patienten

mit M. Parkinson

Gehirne von Patienten

mit M. Parkinson und
Lewy-Korperchen-

Demenz

full-length mouse fi-
brillar aS (mfib), 21—
140 fibrillar human aS
(hfib21-140), human
A71-82 aS
rekombinantes full-

length-a-Synuclein

Intramuskulare Injektion von
a-Synuclein induziert ZNS-
Synucleinopathie in transge-

nen Mausen

TLR-4 wird fir die a-
Synuclein-abhangige Aktivie-
rung von Mikroglia und As-

troglia erforderlich

Aktivierte Mikroglia in Pa-
tienten mit Parkinson finden
sich im Besonderen in Berei-
chen der Pons, Basalganglien
und kortikalen Regionen

Bei Patienten mit frihe Le-
wy-Kérperchen Demenz
finden sich vermehrt akti-

vierte Mikroglia

Aktivierte Mikroglia finden
sich vermehrt in den Basal-
ganglien von Menschen mit
M. Parkinson

Mikroglia mit inflammato-
risch verandertem Phanotyp
finden sich vermehrt in Sub-
stantia nigra und Hippocam-
pus sowie in der Nahe von

Lewy-Korperchen

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber Arbeiten und Modellsysteme der Synucleinopathien.

Unser Modell betrachtet moglichst reine, isolierte Mikroglia. Diese wurden zunachst in Co-

Kultur mit Astroglia angelegt und von diesen mechanisch abgel6st. Es handelt sich also um
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Mikroglia, die vor ihrem Einsatz als Modellsystem in Wechselwirkung mit astroglialen Zellen
standen. Inwieweit dies die Untersuchungen beeinflusst, kann diese Studie nicht beantworten.
Die Wechselwirkungen zwischen Mikroglia und Astroglia sind jedoch vielfdltig. So kénnen Mi-
kroglia als Modulator der astroglialen Funktion auftreten und immunologische und neuropro-
tektive Funktionen der Astroglia beeinflussen (Chen et al. 2015). Umgekehrt beeinflussen As-
trozyten mediatorvermittelt auch Mikroglia und sind in der Lage, deren Aktivierung zu reduzie-
ren (Norden et al. 2014). Im Rahmen der ZNS-Verletzung beleuchten Gao et al. (2013) die
Wechselwirkungen in beide Richtungen. Eine Studie zur Wechselwirkung zwischen Astrozyten
und Mikroglia in einem LPS-Modell der Mikroglia konnte einerseits die Interaktion der Zellgat-
tungen beim Abbau von Zelldebris und die Verringerung der mikroglialen Aktivierung durch
Astrozyten zeigen. Andererseits wurden in derselben Studie auch pro-inflammatorische und
neuronenschadigende Effekte der Astrozytenfunktion gezeigt (Cerbai et al. 2012). Durch die
Isolation einer einzigen Zellgattung entfernt sich unser Modell weitgehend von diesen physio-
logischen Bedingungen, um isoliert von duReren Einflissen und Zell-Zell-Wechselwirkungen
eine bestimmte Zellgattung zu betrachten. Das von uns verwendete a-Synuclein stellt nur ein
Teilstlick der natirlich vorkommenden Variante dar. Trotzdem konnten sowohl unsere als
auch vorangehende Studien eine immunologische, z.B. TLR-2-, TLR-4- oder MHC-II-vermittelte
Reaktion auf diese gekiirzte Version des a-Synucleins zeigen (Kap. 1.1, S. 3). Der Endpunkt
unserer Studie ist die isolierte mikrogliale Aktivierung auf zellularer Ebene; hinsichtlich Prolife-
ration, Morphologie und Ausschiittung von Entziindungsmediatoren. Co-Kulturen kénnen da-
riber hinaus neuronale Schadigung demonstrieren. Tiermodelle sind letztlich in der Lage, diese

Schadigung mit der klinischen Prasentation von Symptomen zu korrelieren.

Ein weiteres Modellsystem fiir Synucleinopathien, auf das hier kurz eingegangen werden soll,
sind Modelle der Multiplen System Atrophie (MSA). In dieser Erkrankung finden sich oligoden-
rogliale Einschliisse (CGls oder Papp-Lantos-Korper), die dhnlich den Lewy-Koérperchen a-
Synuclein-positiv sind. Auch fur die MSA wird daher eine entziindliche a-Synuclein-vermittelte
Genese diskutiert. Auch hier wird a-Synuclein durch Mikroglia pahgozytiert und fihrt zu des-
sen Aktivierung. Unser Modellsystem ist wie die meisten in vitro-Modelle mikroglialer Aktivie-
rung mit a-Synuclein im Prinzip also auch auf Modelle der MSA Ubertragbar. In Modellsyste-
men der MSA wird oft eine oligodendrogliale Uberexpression von a-Synuclein induziert. Tab.

4.2 gibt einen kurzen Uberblick iber Modellsysteme der MSA.
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Autoren Untersuchungsobjekt Verwendetes Ergebnis
a-Synuclein

In vivo

(Maus)

Stefanova  PLP-a-Synuclein trans- autologe Expression Mikrogliale Aktivierung fuhrt

etal. 2007 gene Mause zu Neurodegeneration in
oligodendroglialer Synuclei-
nopathie

In vivo

(Mensch)

Gerhard et Patienten mit MSA Aktivierte Mikroglia finden

al. 2003 sich vermehrt in Gehirnen
von Patienten mit MSA

Post mor-

tem

(Mensch)

Brudek et  Gehirne von Patienten Rezeptoren der TLR-Familie

al. 2013 mit MSA werden in verschiedenen

Arealen von Gehirnen von
MSA-Patienten lGberexpre-

miert

Tabelle 4.2 Uberblick iiber Arbeiten und Modellsystem der Multiplen System Atrophie (MSA).
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4.1.8 Aktivierung von CHME-5-Zellen

Aufgrund des verhaltnismaRig hohen Aufwandes bei der Praparation primarer Mikroglia such-
ten wir nach Alternativen fiir Untersuchungen in Zellkultur. Die mikrogliale Zelllinie CHME-5
wurde von Talbot et al. sowohl durch das Coronavirus OC43 als auch durch Acetylceramid akti-
vierbar beschrieben (Arbour et al. 1999; Macouillard-Poulletier de Gannes et al. 1998). Hierbei
fanden die Autoren einen Anstieg der Ausschiittung von IL-6, TNF-a und MCP-1. Aufgrund die-
ser Daten lag nahe, dass die CHME-5-Zelllinie prinzipiell aktivierbar ist und als Modellsystem
mikroglialer Aktivierung fungieren kénnte. Versuche, diese Zellen mittels LPS zu aktivieren
scheiterten jedoch sowohl im Hinblick auf eine Zunahme der Proliferation und Zellviabilitat als
auch hinsichtlich der Zytokinproduktion. Mdégliche Ursache ist eine fehlende Expression von
TLR, die Vorraussetzung fir eine Aktivierung mittels LPS sind. Dariiber hinaus reagierten diese
Kulturen auf das von uns verwendete CyPPA mit einer deutlichen und dosisabhangigen Ab-
nahme der Zellviabilitat. Aufgrund dieses vermutlich zelltoxischen Effekts von CyPPA auf diese
Zelllinie erwies sie sich flir unsere Versuche ungeeignet. Hinsichtlich der Aktivierung von
CHME-5 in verschiedenen Modellsystemen der Neuroinflammation konnten (Shaikh und Ni-
cholson 2009) zeigen, dass CHME-5 auf chronische Exposition zu Rotenon mit der Formation
von ROS reagieren. Darliber hinaus ist die Zelllinie selten als Modell mikroglia-vermittelter

Neuroinflammation verwendet worden.

4.1.9 Aktivierung von primiren Mikroglia mit Amyloid-f3

Analog zu vorangegangen Arbeiten praparierten wir Amyloid-B nach unserem Standardproto-
koll. Gold et al. (2014) konnten eine gesteigerte Ausschiittung der Zytokine IL-6 und TNF-a bei
mit AB-behandelten Mikroglia zeigen. Unterschiede in der Versuchsdurchfiihrung bestanden
einerseits hinsichtlich des verwendeten Peptids. So bezogen wir eine 42-AS-Variante von Ab-
cam, Cambridge, GB, wahrend die Autoren AB42 von Bachem, Bubendorf, Schweiz bezogen.
Weiterhin verwendeten wir mikrogliale Kulturen aus 1-2 Tage postnatalen Mausen, wahrend
Gold et al. Kulturen embryonalen Ursprungs verwendeten. Wir fanden in mehrmaligen Versu-
chen keine erhdhte Produktion von Zytokinen und keinen Anstieg des Zellvolumens in der Im-
pedanzmessung. Dies kbnnte zum einen mit der weiter fortgeschrittenen Reifung der postna-
talen Mikroglia zusammenhangen oder aber auf Unterschiede im verwendeten AB zurlickzu-
fliihren sein. Auch UnregelmaRigkeiten in der Praparation, die zu einer geringeren Oligomeri-
sierung des Amyloids und einem geringeren Ansprechen der Glia auf Exposition fiihren kon-
nen, sind nicht auszuschlieRen. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit mikroglialer Aktivie-

rung mittels a-Synuclein konzentrierten wir unsere Studien auf diesen Aktivator.
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4.2 SK-Kandle
Der zweite Teil der Studie zeigt, dass eine Induktion der SK-2-Kanale zu einer Reduktion der
Entzindungsmediatoren flihrte, die Proliferation der Mikroglia verringerte und eine Verdande-

rung der Zellmorphologie bewirkte.

4.2.1 Die Rolle der KCNN2/3/SK-2/3/KCa2.2/2.3-Kanile in der Aktivierung von
Mikroglia
Der genaue Zusammenhang zwischen morphologischer Verdanderung, Zytokinproduktion und
intrazellularem Kalziumlevel, die nicht Gegenstand dieser Arbeit waren, ist jedoch nicht voll-
standig aufgeklart. Fiir den zeitlichen Zusammenhang der zellmorphologischen Verdnderungen
konnte unsere Arbeit analog zu vorangegangen Studien einen unmittelbaren Anstieg zeigen
(Dolga et al. 2012; Kondo et al. 2011). Der zuvor beschriebene Verlauf der Aktivierung von
Mikroglia, geteilt in einen steilen Anstieg, einen ,steady state” und einen anschlieffenden Ab-
fall durch ein Ende der Proliferation und eventuell einsetzenden Zelltod (Beck et al. 2008),
konnte auch im a-Synuclein Modell bestatigt werden. Nach sofortigem Anstieg konnte diese
Plateauphase meist nach 2-3 h gezeigt werden. Ein Abfall des Zellindex zeigte sich unterdessen
meist zwischen 48 -72 h, wobei entscheidend war, wie oft die Zellen Stress durch duRere Ein-
flisse, wie z.B. wiederholten Behandlungen ausgesetzt waren. Auch die Dichte der durch Ab-
schitteln gewonnenen und neu ausgesaten Mikroglia spielte eine entscheidende Rolle. So war
die Proliferation bei zu groRer Zelldichte eingeschrankt, der Abfall des Zellindex begann ra-
scher. Bei zu geringer Zelldichte waren die Effekte hinsichtlich des Zellindex, vor allem aber in
den Zytokinen quantitativ zu gering, um messbar zu sein. Dies betraf in wiederholten Experi-
menten Dichten unter 10.000/cm?, eine zu Hohe Zelldichte stellte sich nativmikroskopisch als

Zellhaufen dar, die eine Differenzierung einzelner Zellen oder Zellsomata unméglich machte.

Von besonderem Interesse waren auch die zeitlichen Zusammenhange hinsichtlich der Be-
handlung vor, mit oder nach der Schadigung/Aktivierung der Zellen. Es konnte, wie in Kap.
3.2.1, S. 48ff zu sehen, ein starker Effekt der Reduktion aller gemessenen Endpunkte der In-
flammation fir die Vorbehandlung gezeigt werden. Es ist also davon auszugehen, dass eine
Vorbehandlung mit CyPPA die Zellen bereits weniger anfallig fiir eine inflammatorische Ant-
wort macht. CyPPA wurde dabei bei der nachfolgenden Behandlung mit a-Synuclein wieder
aus dem Uberstand der Zellen entfernt. Der protektive Effekt setzte sich aber dennoch bis zum

Einsetzen Zelluntergangs, also tUber mehr als 72 h, fort.

Bei der Nachbehandlung bereits geschadigter Zellen ist dieser Effekt deutlich geringer ausge-
pragt. Wahrend dies im Hinblick auf die Zytokinproduktion nicht statistisch nachweisbar war,

zeigen sich sehr deutliche Unterschiede in der Morphologie und im Zellindex zwischen den
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beiden Behandlungsmethoden. Die Schadigung der Zellen hat im letzteren Fall schon stattge-
funden, eine mikrogliale Antwort wurde ungehindert von pharmakologischen Einfllissen schon
initiiert, der Schaden ist also bereits angrichtet. Dennoch konnte auch bei bereits aktivierten
Mikroglia durch den Einsatz der SK-Aktivatoren eine Reduktion der Inflammation erreicht wer-
den. Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung von SK-Kanalen auch schon angestoRene

inflammatorische Prozesse einzuschranken vermag.

Die eindeutige Zuordnung des hier gezeigten Effekts zu den SK-2/3-Kanalen erfolgte lber die
zuvor nachgewiesene Spezifitdt des verwendeten Agens CyPPA. Zuvor durchgefiihrte Studien
konnten eine Reduktion der zelluldren mikroglialen Funktionen durch Inhibition der
KCNN2/3/SK2/3/KCa2.2/2.3-Kanéle zeigen (Pedarzani und Stocker 2008). Die Autoren einer
weiteren Studie postulieren/zeigten, dass die Inhibition dieser Kandle neurotoxische Effekte
der Mikroglia verringert (Schlichter et al. 2010). Im Gegensatz dazu zeigt unsere Studie - wie
bereits zuvor am LPS-Modell - eine deutliche Reduktion der Inflammation. Diese ist konsistent
zu den im LPS-Modell durchgefiihrten Studien, welche zeigen, dass eine Reduktion der in-

flammatorischen Antwort durch CyPPA von Apamin wiederum aufgehoben wird.
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Substanz SK1 (Kc.2.1) SK2 (Kc.2.2)a SK3 (Kc.2.3)a
Apamin IC50 [nM] 0,7-12,2 0,027-0,14 0,6-4
Tamapin Kd [nM] 24 1,7

Tabelle 4.3 Pharmakodynamik und Spezifitdt von Apamin und Tamapin, modifiziert nach Pedarzani und Stocker
2008; Pedarzani et al. 2002.

Diese Studie konnte weiterhin zeigen, dass bei vollstandiger Inhibition der SK-2-Kanale durch
spezifische Peptide (Tuteja et al. 2010) die Zytokinproduktion alleine durch Aktivierung der SK-

3-Kanadle gesteuert wird.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass auch weitere Kanale zur mikroglialen Aktiverung beitra-
gen. So werden zum Beispiel KCNN4/KCa3.1-Kanéle in Mikroglia stark exprimiert (Khanna et al.
2001) und sind an der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, NO und Tyrosinnitration betei-
ligt (Skaper 2011). Der genaue funktionelle Unterschied der beiden Kanalunterarten ist bisher

aber nicht aufgeklart.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass SK-3-Kanédle ein mogliches therapeutisches Ziel in
der pharmakologischen Behandlung der Parkinson-Krankheit durch die Verringerung inflam-

mationsbedingter Zytokinauschittung und damit verbundener neuronaler Schadigung sind.

4.2.2 Pharmakologische Beeinflussung des intrazelluliren Kalziums iiber SK-
Kanaile - Einfluss auf Proliferation, Inflammation und Apoptose
Wahrend Signalwege mikroglialer Aktivierung detailliert beschrieben wurden, ist die Regula-
tion mikroglialer Inflammation durch SK-Kanale, genauer auch der Einfluss auf Zytokinaus-
schittung und Proliferation, noch nicht genau beleuchtet. Die Aktivierung und Funktionsweie
der SK-Kanale selbst ist hingegen gut verstanden. Wie in allen nicht-erregbaren und erregba-
ren Zellen wird die Kalziumhomdostase in Mikroglia Gber die lonenflisse Gber die Membran
und Ein- und Ausfluss aus intrazellularen Kalziumspeichern reguliert (Kettenmann et al. 2011,
siehe Abb.1.6, S. 15). Diese Bewegungen des intrazelluldren Kalziums werden an der Membran
Uber SOC-(store operated channels)-kandle bewerkstelligt, an den intrazelluldren Speichern,
also z.B. dem ER oder Mitochondrien, tiber Ryanodinrezeptoren und IP;-regulierte Kalziumka-
néale. Diese Kanile regulieren Gber den Kalziumefflux aus den zellularen Kompartimenten wie-
derum SK-Kanale. So konnte gezeigt werden, dass Ryanodinrezeptor-vermittelter Kalziumefflux
aus intrazelluldren Speichern SK2- sowie SK3-Kandle aktiviert (Klement et al. 2010). In NRT-
(Nucleus reticularis thalamici)-Neuronen konnte eine Kopplung der Sarco(endo)plasmic reticu-
lum calcium ATPase (SERCA), der SK2-Kanéle und der low-voltage-gated Ca**-Channels (LVACC)
gezeigt werden, die zu rhythmischen Oszillationen des intrazelluldren Kalziums fiihrte (Coulon

et al. 2009). Dies impliziert zumindest in Neuronen eine enge Kopplung der SK-Kanéle in Kreis-
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laufe der intrazelluldaren Kalziumhomadoostase. Gleiche und artverwandte Kanadle werden eben-
falls in Mikroglia exprimiert, ihr Zusammenspiel in der Kalziumregulation wurde aber bisher in

dieser Zellgattung noch nicht genauer untersucht.

Intrazelluldres Kalzium ist ein wichtiger Modulator, aber wahrscheinlich kein direkter Effektor
in mikroglialer Aktivierung. Eine gesteigerte [Ca®*]; begiinstigt dabei die inflammatorische Re-
aktion (Beck et al. 2008; Kettenmann et al. 2011), eine aktive Steigerung der [Ca™],, z.B. Uber
lonomycin, kann aber keine Inflammation auslésen (Hoffmann et al. 2003). Eine Entfernung
des Extrazelluldren Kalziums durch EDTA wiederum kann die Reaktion von Mikroglia auf LPS
reduzieren (Dolga et al. 2012), dies gilt auch fir die Entfernung bzw. Bindung des intrazellula-
ren Kalziums Giber BAPTA-AM (Nagano et al. 2006). Eine gesteigerte [Ca®']; kann also als Vor-
raussetzung bzw. Promotor der Aktivierung gesehen werden, |6st aber alleine keine Reaktion
aus. Die intrazelluldare Kalziumhomoostase ist dariiber hinaus von entscheidender Bedeutung
fur das Gleichgewicht zwischen Nekrose und Apoptose: Wahrend die kiinstliche Steigerung der
[Ca*]; Mikroglia im LPS-Modell eher zur Nekrose trieb, fiihrte eine Senkung der [Ca**]; Uber
BAPTA-AM eher zur apoptotischen Reaktion (Hoffmann et al. 2003; Nagano et al. 2006). Die
intrazellulare Kalziumhomoostase spielt auch in exzitierbaren Zellen, wie dopaminergen
Neuronen, eine entscheidene Rolle. Eine Regulation des intrazelluldren Kalziums Uber positive
Modulation von SK-Kanélen wirkte in einem Modell ischamischer Schadigung (Allen et al. 2011)
und bei Hyperexzitation (Benitez et al. 2011) neuroprotektiv. Eine negative Regulation von SK-

Kanalen hingegen fiihrte in exzitierbaren Zellen zu einer Dysregulation der spontanen Exzita-

tionen, die als ,firing burst” beschrieben wurde (Ji et al. 2009).

Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse, die den protektiven Effekt von Bienengift in einem
MPTP-Modell der Schadigung dopaminerger Neurone zeigen. Bei niedrigen Spiegeln von Zyto-
kinen im untersuchten Striatum gingen die Autoren nicht von einer mikroglialen proinflamma-
tiven Beteiligung in den durchgefiihrten Experimenten aus. Die Protektion ist dartber hinaus
nicht signifikant durch die alleinige Applikation von Apamin, einem Bestandteil des Bienengifts
und bekanntem negativen Modulator von SK-Kanélen, reproduzierbar (Alvarez-Fischer et al.
2013; Alvarez-Fischer et al. 2008). Da andere Studien aber einen direkten Effekt von Apamin in
der Neuroprotektion dopaminerger Neurone zeigen konnten, gehen die Autoren davon aus,
dass ein anderer Bestandteil des Bienengifts dessen Funktion verstarkt. AuBerdem wird der
protektive Effekt des Apamins ausdriicklich nicht in Zusammenhang mit Inflammation ge-
bracht. Vielmehr wird die erhohte Erregbarkeit dopaminerger Neurone durch die negative
Modulation der SK-Kandle und ihre gesteigerte Aktivitat als protektiv gegeniber toxischer

Schadigung gesehen (Salthun-Lassalle et al. 2004). Entscheidend ist auch, dass das MPTP-
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Modell ein rein toxisches Modell der Parkinson-Krankheit darstellt. Bezliglich der inflammati-
ven Komponente im MPTP-Modell fanden sich unterschiedliche Ergebnisse. Luchtman et al.
(2009) fanden eine Erh6hung proinflammatorischer Zytokine nur bei chronischer Exposition;

Alvarez-Fischer et al. (2008) fanden in ihrer Untersuchung keine aktivierte Mikroglia.

4.2.3 Subzellulire Verteilung der SK2-Kanile in Neuronen

Die Expression und intrazelluldre Translokation von SK2-Kanalen ist bisher insbesondere in
Neuronen genauer beleuchtet worden. In kortikalen und hippokampalen Neuronen sind SK2-
Kanale vor allem an Dendriten lokalisiert, wo sie das postsynaptische Potenzial regulieren (Fa-
ber et al. 2005). Die an der Plasmamembran lokalisierten SK2-Kanéle wirken RyR-vermittelt mit
SERCA-Pumpen sowie low-voltage activated-Ca?*-Kanilen zusammen und formen rhythmische
[Ca*]-Oszillationen (Coulon et al. 2009). Fiir an der Palsmamembran lokalisierte SK-Kanile
sind darliber hinaus vielfaltige Funktionen beschrieben, die die Modifikation postsynaptischer

Potenziale betreffen.

Fur neuronale, immortalisierte Zellen unter oxidativem ER-Stress als Modell fur akute und
chronische Neurodegeneration konnte darlber hinaus eine protektive Funktion der SK-2-
Kanale gezeigt werden. Diese war jedoch nicht Gber an der Plasmamebran lokalisierte SK-2-
Kandle vermittelt, sondern auch unter Abwesenheit extrazelluldren Kalziums nachweisbar
(Richter et al. 2016), was auf eine Beteiligung intrazelluldrer SK-Kanale und intrazellularer Kali-
zumspeicher, wie des ER oder der Mitochondrien hinweist. Eine Aktivierung der Kanale nach
Schadigung von Neuronen mittels H,0, verhinderte zwar die Formation mitochondrialer
Superoxide, jedoch nicht eine Depolarisation der mitochondrialen Membran (Richter et al.
2015). Dariber hinaus konnte ihre Funktion bei der Regulation von NMDA-Rezeptoren und
Kalzium-Homoostase in Modell von Exzitotoxizitat gezeigt werden (Dolga et al. 2011). In der
Regulation der Kalziumhomoastase unter Glutamat-vermitteltem exzitotoxischem Stress spiel-
ten dabei vor allem mitochondriale SK-Kanéle eine Rolle (Dolga et al. 2013). Deren Aktivierung

hatte einen protektiven Effekt.

Diese Befunde legen nahe, dass SK2-Kandle zumindest in Neuronen auch an Zellkompartimen-

ten aktiv sind, insbesondere hinsichtlich der neuroprotektiven Funktionen.

4.2.4 Subzellulire Verteilung und Regulation von SK2-Kanilen in Mikroglia

Die Expression NF-kB bewirkt eine Transkription von SK2-Kanalen in Zellen des Nebennieren-
marks von Ratten lber eine Bindungsstelle der Promoterregion im SK2-Gen (Kye et al. 2007).
Der NF-kB- und p38-MAP-Kinase-Signalweg sind in aktivierten Mikroglia stark aktiviert (Koisti-
naho und Koistinaho 2002; Mattson 2005). Aktivierte Mikroglia wiederum exprimieren TNF-a,



Diskussion

82

welches die Aktivierung des NF-kB-Signalweges beglinstigt, der seinerseits eine positive Regu-

lation der SK2-Kanal-Transkription bewirkt (Dolga et al. 2008).

Bisher ist also unklar, ob SK2-Kanile die Aufrechterhaltung des Kalziumhaushalts (iber Freiset-
zung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern wie dem ER oder dem Mitochondrium oder
Uber Kalzium-Influx aus dem Extrazellularraum bewerkstelligen. Experimentell konnten bei
Aktivierung von Mikroglia keine nennenswerten Strome (iber SK-Kanale der Plasmamembran,
wohl aber lber mitochondrialen SK-Kandlen gezeigt werden (Matschke, noch nicht publiziert).
Dies ist ein Hinweis darauf, dass nicht die Kanale der Plasmamembran, sondern mitochondriale
in die Regulation mikroglialer Aktivierung eingreifen. Weitere Untersuchungen zur Expression,
Translokation und zu den differentiellen Stromen lber SK-Kanalen verschiedener Zellkompar-
timente, insbesondere in Aktivierungssituationen, sind daher nétig, um die genaue wirkweise

der SK-Kanale aufzuklaren.

4.2.5 SK-Kanile in anderen Organen und Geweben
Neben Mikroglia werden SK-Kanale in zahlreichen anderen Geweben exprimiert (s. Kap. 1.8, S.
13). Durch die Moglichkeit der selektiven Regulierung dieser Kanale ergeben sich zahlreiche

andere therapeutische Ansatze (Christophersen und Wulff 2015).

Die derzeit untersuchten positiven Modulatoren werden nicht nur auf mikroglialer, sondern
auch auf neuronaler Ebene fir die Behandlung neurodegenerativer Krankheiten wie Alzheimer
und Parkinson diskutiert (Richter et al. 2015), aber auch in der Behandlung von Ataxie, Schizo-
phrenie und Alkoholabhangigkeit (Lam et al. 2013). Speziell fiir CyPPA wird auch eine mogliche

Verwendung bei neurologisch-psychiatrischen Krankheiten diskutiert (Herrik et al. 2012).

AuBerhalb des Nervensystems reichen die Anwendungen von uteroplazentarer Dysfunktion im
Schwangerschaftsdiabetes (Gokina et al. 2015) {iber die Dilatation von Arteriolen (Brahler et al.
2009) und die Regulation des Blutdrucks (Kohler et al. 2010) bis zur Sichelzellandmie (Ataga et

al. 2008) sowie der Behandlung von Atherosklerose.

Negative Modulatoren sind eine vielversprechende Substanzgruppe zur Behandlung kardialer

Arrhythmien, speziell kardialer Fibrillationen (Zhang et al. 2015).
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4.3 Ausblick

4.3.1 Genauere molekularbiologische Untersuchung des Modells

In unserem Modell konnten verschiedene Endpunkte der mikroglialen Aktivierung gemessen
und auch auf Proteinebene ein Anstieg proinflammatorischer Marker gezeigt werden. Den-
noch bleibt ein weiter Teil des Signalweges hier unbeleuchtet: Dies betrifft die Phagozytose
und Aufnahme von a-Synuclein durch Mikroglia, spezieller die Erkennung von a-Synuclein als
Fremdkorper/Antigen durch TLR sowie die Frage, welche Mutanten bzw. Fehlfaltungen von a-
Synuclein die Aktivierung begtinstigen (Codolo et al. 2013; Rojanathammanee et al. 2011). Eine
weitere Frage bleibt der Signalweg von der Aufnahme des a-Synuclein bis zur gesteigerten
Expression proliferativer Proteine und vor allem, wo genau und im Zusammenspiel mit wel-

chen weiteren Kanalen die SK-Kanale kalziumvermittelt dort eingreifen.

Eine vorangegangene Studie demonstrierte, dass die Aktivierung von SK-3-Kandlen eine Erho-
hung des [Ca®*]i durch LPS-Induktion vermindern konnte. Diese Erhéhung wurde zuvor als tiber
24 h persistent beschrieben (Hoffmann et al. 2003). Die genaue Regulation der mikroglialen
Proliferation und Inflammation durch Ca” ist Gegenstand aktueller Forschung (Beck et al.

2008; Dolga et al. 2012).

4.3.2 Untersuchung der neurotoxischen Wirkung aktivierter Mikroglia auf Neuro-
nenkulturen
Zu Beginn dieser Arbeit wurde auch der Effekt aktivierter Mikroglia auf Neuronenkulturen
untersucht. Wir fanden Hinweise, die neurotoxische Wirkung von Medium von mit LPS-
behandelten Mikroglia auf sowohl primare Neuronen als auch die HT-22-Zelllinie zeigten. Es ist
anzunehmen, dass mit a-Synuclein behandelte Mikroglia bzw. deren Medium dhnliche Effekte
zeigen wird. In verschiedenen Arbeiten konnte der neurotoxische Effekt von Mikroglia auf
Neuronenkulturen bereits nachgewiesen werden (Block et al. 2007). Eine Ubertragung des a-
Synuclein-Modells auf entsprechende Co-Kulturen Aus Mikroglia und Neuronen ware also der
nachste Schritt aufbauend auf den vorliegenden Ergebnissen. Dabei stellt sich insbesondere
die Frage, inwieweit eine Behandlung mit CyPPA neuronalen Zelltod im Rahmen mikroglialer

Aktivierung reduzieren kann.

Von besonderem Interesse ist auch die Ubertragung der Befunde zur Aktivierung der Mikroglia
durch a-Synuclein und der protektiven Effekte von CyPPA in vivo. Dabei sind insbesondere die
Bioverfligbarkeit und Toxizitdt von CyPPA sowie eventuelle Nebenwirkungen, Einfluss auf die
Neurokognition, den Affekt, die Vigilanz usw. zu klaren. Wie in Kap. 1.8 erwahnt, sind SK-

Kanale in verschiedensten Zellen anzutreffen und in zahlreiche Zellfunktionen involviert. Auch
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ein Einfluss auf andere Organsysteme sollte also untersucht werden. Es bleibt dariiber hinaus
aufzuklaren, welches therapeutische Potenzial in der gezielten Attenuierung von Mikroglia,

ggf. auch mit potenteren oder kanalspezifischeren Wirkstoffen, steckt.

4.3.3 Ubertragbarkeit auf klinische Studien

Sollte sich CyPPA oder ein eventuell noch spezifischerer und wirksamerer Stoff in einem der
0.g. Modelle bewihren, ist eine Ubertragung in ein klinisches Setup, z.B. im Rahmen einer ran-
domisierten, doppelblinden Interventionsstudie an Parkinsonpatienten, denkbar. Da CyPPA
zwar vornehmlich, aber nicht ausschliefSlich SK-3-Kanal aktiviert, ist hier vor allem eine hdhere
Spezifitat bezliglich der Aktiverung der SK-3-Untergruppe sowie eine hohere Wirksamkeit bei
geringerer Dosis gefordert. Fiir die Behandlung neurodegenrativer Erkrankungen ist letztlich
vor allem die Langzeitwirkung im Sinne einer praventiven Behandlung im Vergleich zum inter-
ventionellen medikamentésen Vorgehen nach Diagnosestellung von Interesse. Vorraussetzung
ist natlrlich eine erwiesene Wirksamkeit in der Intervention bzw. Sekundarprophylaxe. Derzeit
steht bereits ein neuer Wirkstoff zur Verfligung, der die Potenz von CyPPA bei vergleichbarer
Selektivitat weit Ubertrifft. Auch die Nebeneffekte von CyPPA (die Blockade spannungsabhéan-
giger Natriumkanale, ICso = 11 uM) sind nicht vorhanden. Die Substanz mit dem Namen
NS13001 wurde in einer Studie an transgenen Mausen mit spinozerebelldrer Ataxie Typ 2 als
wirksam in der Verbesserung der motorischen Funktion gezeigt. Bei oraler Applikation von 30
mg/d Uber 3 Wochen zeigte sich dabei eine gute Vertraglichkeit und Bioverfigbarkeit, unter

anderem durch die geringere Verstoffwechslung im Vergleich zu CyPPA (Kasumu et al. 2012).

4.3.4 Mikroglia in intrazerebralen Tumoren

Schon lange ist bekannt, dass ortsstandige Makrophagen 30 - 50% der Zellen in Tumormassen
hirneigener Tumoren ausmachen (Morantz et al. 1979); dies konnte kirzlich auch fur low-
grade-Gliome gezeigt werden (Gutmann et al. 2013). Mikroglia spielen als ortsstandige Im-
munabwehr des ZNS eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese. So nehmen sie z.B. im
Rahmen einer reaktiven Mikrogliose aktiv an der autokrinen Sekretion von Wachstumsfakto-
ren zur Aufrechterhaltung der Proliferation teil und sind wichtiger Bestandteil der Aktivierung
von tumorassoziierter Angiogenese. Auch attrahieren sie weitere Immunzellen und sorgen im
Zusammenspiel mit Astroglia fiir die Aufrechterhaltung des Mikromilieus, in dem Tumorzellen

wachsen kénnen (Hambardzumyan et al. 2016).

4.3.5 Mikrogliale Aktivierung und Tumorwachstum in Gliomen
Tumorassozierte Makrophagen (TAMs) sind nicht-neoplastische Zellen in und um Tumorforma-
tionen, die durch Sekretion einer Reihe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen das von Tu-

morzellen zum Wachstum benétigte , Tumor-Okosystem” bilden. Hierbei handelt es sich im
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ZNS zum groBten Teil um ortstandige Mikroglia. Bisher wurde der Begriff fir Mikroglia in hirn-
eigenen Tumoren verwendet; ein Nachweis von hirneigenen Mikroglia in anderen intracere-
bralen Tumorentitdten wie atypischen Meningeomen oder Metastasen anderer Primarii konn-
te bisher nicht erbracht werden. In low-grade Gliomen konnte der entscheidende Einfluss von
mikroglialer CX3CR1-Expression auf das Tumorwachstum gezeigt werden (Pong et al. 2013).
Das von Mikroglia produzierte CXCL-2 zeigte in Gliomen eine weit hdhere angiogenetische
Wirkung als der schon langer bekannte Wachstumsfaktor VEGF. Zudem konnte gezeigt wer-
den, dass vorwiegend ortsstandige Mikroglia i.S. von primadren ZNS-Zellen das GefaBwachstum
beglinstigen (Brandenburg et al. 2016). Dariber hinaus ist bekannt, dass mikrogliale Aktivie-
rung mittels LPS und GM-CSF die Migration von Tumorzellen steigert (Bettinger et al. 2002).
Analog dazu konnte eine Hemmung der mikroglialen Aktivitdt duch MMP-1 (Membran Typ-1
Metalloproteinase) p38MAP-Kinase-vermittelt die Migration von Gliomzellen reduzieren
(Zhang et al. 2014). Entscheidend fiir die Funktion von Mikroglia im Umfeld von Tumoren ist

ihr Aktivierungsmodus.

Die Hemmung von mikroglialer Proliferation, vor allem aber ihrer autokrinen Aktivitat ist ein
vielversprechender Ansatz zur Reduktion des Tumorwachstums in Gliomen. So konnte fiir das
durch eine Mutation im NF-1-Gen induzierte Optikusgliom gezeigt werden, dass eine Hem-
mung mikrolgialer Funktion durch c-Jun-Kinase-Inhibition (Minocyclin) bzw. Ganciclovir-
Behandlung zu einem reduzierten Tumorwachstum fiihrte (Simmons et al. 2011; Daginakatte
und Gutmann 2007). Der hier beleuchtete c-Jun-Signalweg konnte in verschiedenen Studien als

fur mikrogliale Aktivitat bedeutend gezeigt werden (Daginakatte et al. 2008; Wang et al. 2014).

Fir eine Reihe von mikroglia-assoziierten Wachstumsfaktoren konnte gezeigt werden, dass die
Hemmung ihrer Expression oder aber Bindung das Tumorwachstum reduzieren kann, darunter
CSF-1R (Pyonteck et al. 2013), cAMP (Warrington et al. 2010), STI1 (da Fonseca et al. 2012)

oder Neurolipin 1 (Miyauchi et al. 2016).

Neue Ansatze setzen auf eine indirekte Regulation von Tumorzellen: Kanalagonisten sollen
eine direkte Steuerung der mikroglialen Aktivitdt ermdglichen. Auch SK-Kanéle sind dabei ein
potentielles Ziel. D'Alessandro et al. (2016) konnten zeigen, dass die Inhibition der KCa3.1-
Kanalfamilie maligne Gliome gegenilber der Therapie mit Temozolomid sensibilisierte und die
Migration und Invasion von Tumorzellen verringerte. Den Autoren gelang es, mittels KCa3.1-
Inhibition eine Anderung des Phenotyps tumorassoziierter Mikroglia vom antiinflammativem
M2-Modus, wie er in TAMs in vivo gefunden wird, in den pro-inflammativen und antitumoro-
sen M1-Modus zu induzieren (Grimaldi et al. 2016). Nachdem die Rolle der SK-Kanale in

neurodegenerativen und neuroinflammativen Erkrankungen schon lange und auch aktuell
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Gegenstand der Forschung ist, ist Ihre Rolle in Tumorentstehung und Tumorwachstum aber

noch wenig beleuchtet.

Wir konnten zeigen, dass SK-Kandle ein potentielles pharmazeutisches Ziel bei der Regulation
mikroglialer Aktivitat sind. Wir gehen weiterhin davon aus, dass Mikroglia unter bestimmten
Umstdanden Einfluss auf Tumorwachstum und Promotion haben. Eine SK-Kanal-vermittelte
Regulation von Mikroglia kann also potentiell die mikroglia-abhangige Promotion der Tumor-
entstehung und des Tumorwachstums reduzieren. Hier ist vor allem zu untersuchen, ob eine
Induktion der SK-2-Kanalfamilie eine Reduktion der proliferationspromovierenden Faktoren in

Mikroglia bewirkt.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Parkinson-Erkrankung gehort zu den weltweit haufigsten neurodegenerati-
ven Krankheiten und ist die haufigste Bewegungsstorung beim Menschen. In der jlingeren
Vergangenheit wurde a-Synuclein als moglicher Ausloser der Parkinsonkrankheit identifiziert.
Seit einigen Jahren wird die Rolle der Mikroglia in neurodegenerativen Krankheiten diskutiert.
Sie stehen im Verdacht, im Rahmen einer UberschieRenden Entziindungsreaktion Neurone zu

schadigen und so zur Pathogenese beizutragen.

Hypothese: Der spezifische Wirkstoff CyPPA kann SK-Kanale selektiv 6ffnen. Wie zuvor in an-
deren Modellsystemen gezeigt werden konnte, flihrt dies zu einer Verringerung der inflamma-
torischen Antwort der Mikroglia. Wir vermuten eine dhnliche Wirkung auch in einem Modell-
system, das a-Synuclein als Induktor mikroglialer Inflammation verwendet. Mit a-Synuclein
aktivierte Mikroglia sollten sich also hinsichtlich ihrer inflammatorischen Antwort durch CyPPA

positiv beeinflussen lassen und die Entziindungsreaktion verringert werden.

Methoden: Wir gewannen Mikroglia aus postnatalen Mausen und legten Primarkulturen an.
Diese behandelten wir mit a-Synuclein, um sie proinflammatorisch zu aktivieren. Als Endpunk-
te der inflammatorischen Antwort bestimmten wir die Proliferation mittels Impedanzmessun-
gen. Zellmorphologische Veranderungen wurden durch Immunfluoreszenz bildgebend darge-
stellt. Die proinflammatorische Antwort im Hinblick auf ausgeschiittete Mediatoren wurde
anhand der produzierten Zytokine (IL-6, IL1B, TNF-a) analysiert. In einem zweiten Schritt er-
folgte die gleichzeitige, Vor- und Nachbehandlung dieser aktivierten Kulturen mit CyPPA. Die
Reduktion der inflammatorischen Antwort wurde ebenfalls anhand der oben genannten Para-

meter evaluiert.

Ergebnisse: Die Studie zeigt, dass die selektive Beeinflussung der SK-Kandle zu einem signifi-
kanten Riickgang a-Synuclein-vermittelter mikroglialer Aktivierung fuhrt. Hierbei zeigte sich
sowohl eine Reduktion der Proliferation und der Ausschiittung von Entziindungsmediatoren,
als auch eine geringere Veranderung der Zellmorphologie. Die a -Synuclein-vermittelte Aktivie-

rung von Mikroglia als Modell der Inflammation in PD konnte etabliert werden.

Schlussfolgerung: Der SK-Kanal-Modulator CyPPA reduziert in vitro die inflammatorische Ant-
wort von Mikroglia in einem Parkinson-Modell. Sollte dieser Effekt in der Ubertragung auf Co-
Kultursysteme bestand haben und eine geringere Schadigung primarer Neurone durch eine
UberschieRende Immunreaktion zur Folge haben, sind sie damit ein potentielles pharmakologi-

sches Agens in der Behandlung der Parkinsonkrankheit.
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6 Summary

Background: Parkinson’s disease (PD) is one of the most common neurodegenerative diseases
and the most common movement disorder in the human. a-Synuclein has recently been dis-
covered as a harmful endogenous compound and trigger of PD. The role of microglia in neuro-
degenerative disorders is an emerging field of research. In fact, increasing evidence suggests
that microglia largely contribute to the inflammatory pathogenesis of neurodegenerative dis-

eases.

Hypothesis: Previous studies showed that positive modulation of SK-channels by CyPPA signifi-
cantly inhibited microglial inflammatory responses to LPS. The present study addressed the
guestion, whether similar effects of CyPPA could be observed in a-synuclein-activated micro-
glia. a-synuclein induced microglial proliferation and concomitant pro-inflammatory activation
should be modified by CyPPA as judged at the level of morphology, proliferation and the en-

hanced production of pro-inflammatory cytokines.

Methods: We cultivated primary microglia from postnatal mice. These cells where subsequent-
ly treated with a-synuclein to induce an inflammatory response. Proliferation was measured
using life impedance measurements and visualised via microscopic immunofluorescence imag-
ing. Cytokine production (IL-6, IL1B, TNF-a) was evaluated to assess microglial pro-
inflammatory responses. Secondly, pre-, co- and post-treatment of activated cells with CyPPA
was performed. The alterations of the pro-inflammatory response of the primary microglial
cells to a-synuclein exposure were analyzed at the levels of morphology, proliferation and

cytokine expression pattern.

Results: Selective opening of SK-channels by CyPPA leads to a significant decrease of inflam-
matory responses in microglia exposed to a-synuclein in vitro. This pharmacological effect was
observed unequivocally at the levels of proliferation, morphological alterations and expression
of pro-inflammatory cytokines. Furthermore we established a-synuclein activation of microglia

as a model system for Inflammation in PD.

Conclusion: SK-channel modulators are capable of modifying the inflammatory responses of
cultured microglia after being activated with a-synuclein. If this effect persisted in co-culture
models reducing inflammatory activation of microglia and according damage to primary neu-
rons, SK-channels might be a potential pharmaceutical target in treating a-synuclein-induced

neuropathological disorders such as Parkinson’s disease.
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7 AbKiirzungsverzeichnis

AD Alzeihmer’s disease, Alzheimer-Demenz

AHP  Afterhyperpolarization

ALS amyotrophe Lateralsklerose

APP  amyloid-precursor-protein

AB Amyloid beta

BCA  bicinchinonic acid

Cl cell index, Zellindex

CyPPA NS6277; Cyclohexyl-(2-(3,5-dimethyl-Pyrazol-1-yl)-6-methyl-Pyrimidin-4-yl)-Amine
DAPI  6-Diamidino-2-Phenylindol-dihydrochlorid

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay

IL-x Interleukin x

IPS idiopathisches Parkinson-Syndrom

LPS Lipopolysaccharid

MAO-A / MAO-B Monoaminooxidase-A/B

MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine

MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
NSAID Nicht-steroidale antiinflammative Medikamente

PD Parkinson’s disease, M. Parkinson

ROS  reaktive Sauerstoffspezies

SERCA Sarkoplasmatische/Endoplasmatische Kalzium-ATPase
SN Substantia nigra

TNF-a Tumornekrosefaktor-a
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