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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Parkinsonsche Krankheit

Die Parkinsonsche Krankheit (PD - Parkinson's disease) zeichnet sich klinisch durch einen
charakteristischen Bewegungsphinotyp aus. Dieser Krankheitsphinotyp wird durch eine progressive

Degeneration der dopaminergen Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) verursacht.

1.1.1. Symptomatik der Parkinsonschen Krankheit

Die Charakteristika der PD wurden 1817 von James Parkinson in der Abhandlung ,,An Essay on the
Shaking Palsy* zusammengefasst. Wie prignant beschrieben, zeichnet sich die Schiittellahmung (engl.
shaking palsy, lat. Paralysis agitans) durch folgende Kardinalsymptome aus: Bradykinesia, beschreibt
eine allgemeine Bewegungsarmut, wie z.B. der charakteristische kleinschrittige, schlurfende Gang,
verzogerte Bewegungsinitiation und verminderte Mimik; Ruhetremor, bezeichnet das langsame
Muskelzittern; Rigor, weist auf eine Muskelsteitheit hin, welche durch eine unwillkiirliche
Anspannung der quergestreiften Muskulatur hervorgerufen wird (gekriimmte Fehlhaltung des

Korpers); posturale Instabilitét, beschreibt die verminderte Aufrechterhaltung der Statur (Gang- und

Standunsicherheit, verursacht durch verzdgerte reflektorische Ausgleichsbewegungen). Weitere
Begleitsymptome sind individueller Art und kénnen im Verlauf der Krankheit entstehen oder sich
verstarken. Hierbei sind zu nennen: psychische Verdnderungen, wie Bradyphrenie (verlangsamte
Denkabldufe und Antriebsverlust), Lewy-Korperchen-Demenz, niedergedriickte Stimmung bis zu
Depressionen, Schlafstorungen, Miidigkeit, Storung der Aufmerksamkeit, sowie Sinnestduschungen
(oft medikamentos begriindet), des Weiteren konnen sensorische Missempfindungen (insbesondere

des olfaktorischen Sinnes) auftreten, Schmerzen in Gelenk und Muskel, sowie vegetative Storungen.

1.1.2. Das Extrapyramidalmotorische System

Das Extrapyramidalmotorische System kontrolliert die Harmonie der Bewegungen und die Korrektur
der Korperhaltung. Neben der Steuerung der Willkiirmotorik, beeinflusst es Motivation, Emotion und
Kognition. Die vom motorischen Kortex ausgehenden Informationen werden iiber die Basalganglien
gefiltert und moduliert an den Hirnstamm zum Riickenmark und an den Thalamus geschickt, welcher
seinerseits den Motorkortex moduliert. Die Basalganglien beschreiben den Regelkreislauf zwischen
Striatum (Putamen, Nucleus caudatus, Nucleus accumbens), Globus pallidus (GPe - Globus pallidus
externus; GPi - Globus pallidus internus), Substantia nigra (SNpc - Substantia nigra pars compacta;

SNpr — Substantia nigra pars reticulata) und subthalamischen Kerngebieten (sieche Abb. 1.1. und 1.2.).
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Thalamus

Subthalamic
Nucleus
Globus Substantia Nigra
Pallidus
Abb. 1.1. Schematische Darstellung der Basalganglien. Entnommen aus

http://hopes.stanford.edu/basics/braintut/f_ab19bslgangp.gif&imgrefurl.
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Abb. 1.2. Extrapyramidalmotorisches System. Modifiziert nach Lang und Lozano, 1998.

Das Striatum ist der Hauptrezipient der Informationen aus Motorkortex, Thalamus und Hirnstamm
und wird des Weiteren iiber die SNpc moduliert. Der Motorkortex erregt das Striatum mittels
glutamaterger Projektionen. Die GABAergen Efferenzen vom Striatum zum GPi und SNpr weisen
iiberwiegend D;-Rezeptoren auf, welche exzitatorisch erregt werden durch Dopamin der SNpc
(interner Modulator der Basalganglien). Das hemmende GABAerge Signal des Striatums an den
Ausgangsstrukturen der Basalganglien (GPi und SNpr; Hemmung der Hemmung) fiihrt zur
aktivierenden Wirkung auf die Thalamus/Motorkortex- und Hirnstamm/Riickenmark-Schleifen. Diese
Regulationsschleife wird als direkter oder exzitatorischer Weg des Striatopallidums verstanden. Der
indirekte oder inhibitorische Weg geht von GABAergen Efferenzen des Striatums zum GPe aus,
welche durch Dopamin der SNpc iiber D,-Rezeptoren inhibitorische Impulse erhalten. Im indirekten
Regelkreislauf wird beim Dopaminsignal der SNpc der GPe nicht inhibiert, somit kann der GPe
hemmend auf die subthalamischen Kerngebiete wirken und die Anregung der inhibitorischen

GABAergen Ausgangssignale des GPi und der SNpr unterdriicken (siehe Abb. 1.2.). Fehlt das

2
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Dopaminsignal der SNpc, wie bei Parkinson-Patienten (siehe Abb. 1.3.), wird der GPe gehemmit,
somit bleiben die subthalamischen Kerne aktiv und wirken aktivierend auf GPi und SNpr. Kommt es
zu einer Exzitation der Ausgangszentren der Basalganglien (GPi und SNpr), ist die direkte Hemmung
aus dem Striatum aufgehoben und es kommt zu einer Suppression der kortikalen Motorsysteme (bei
Parkinson-Patienten sichtbar als Akinesia, Rigiditdit und Tremor) und des Hirnstammes (bei

Parkinson-Patienten treten Abnormalititen der Haltung und Postur auf) (siehe Abb. 1.2. und 1.4.).

A Normial B. Parkinson’s
Disease

Caudmle

N'g |oauiul.nlf+
prathway

Abb. 1.3. Darstellung des Verlustes dopaminerger, Neuromelanin-haltiger Neurone in der
SNpc und der verminderten dopaminergen Innervierung im Striatum. Verdndert
nach Dauer und Przedborski, 2003.
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Abb. 1.4. Verdnderung der Extrapyramidalmotorischen Schleife bei Parkinson-Patienten verursacht

durch das Fehlen der dopaminergen Erregung des Striatums. Modifiziert nach Lang und
Lozano, 1998.
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1.1.3. Neuropathologie der Parkinsonschen Krankheit

Neuropathologisch ist die PD durch eine progressive Degeneration der dopaminergen, Neuromelanin-
positiven Neurone in der SNpc gekennzeichnet (siehe Abb. 1.3. und 1.5.). Die Symptome treten erst
bei einem 50 %igen Verlust nigraler dopaminerger Neurone und einer 80 %igen Dopamindepletion an
striatalen Synapsen auf (Marsden, 1990; Fearnley und Lees, 1991). Der Dopaminmangel wird iiber die
Dauer der priklinischen Phase ausgeglichen, vermutlich durch Hochregulation der Dopaminsynthese
in verbliebenen Neuronen und Erhohung der Empfindlichkeit der postsynaptischen striatalen Neurone
fir das Dopaminsignal (Zigmond, 1997). Die priklinische Phase oder Latenzzeit kann mehrere
Jahrzehnte (Koller et al., 1991; anhand von post mortem Analysen) oder weniger als sieben Jahre

(Morrish et al., 1998; anhand von PET (Positronen-Emissions-Tomographie)-Analysen) betragen.

Abb. 1.5.

Darstellung der SN mit den dopaminergen, Neuromelanin-positiven
Neuronen (schwarz) bei Gesunden (rechts) und Verlust dieser
Zellen bei Parkinson-Patienten (links). Entnommen aus einer
Prasentation von Dauer und Przedborski, 2003 (Universitit Basel).

Ein weiteres neuropathologisches Merkmal der PD ist die Ausbildung von Lewy-Koérperchen (LB -
engl. Lewy Bodies; Lewy, 1912; siehe Abb. 1.6.). Diese intrazelluldren Einschliisse findet man
vermehrt in der SNpc und Locus coeruleus, aber auch in weiteren Hirnbereichen (Braak et al., 2004).
LB stellen intraneuronale Einschliisse dar und sind in ihrer Zusammensetzung protein- und
membranhaltig. Die wichtigsten Komponenten dieser Aggregate sind a-Synuclein (Spillantini et al.,
1997), Synphilin-1 (Lee et al., 2004), Lipide sowie Teile des proteosomalen und lysosomalen Systems
(Lennox et al., 1989, Engelender, 2008) und des Heat-Schock-Protein-Systems (Uryu et al., 2006).

Abb. 1.6.

Hiématoxilin-Eosin-Féirbung der Lewy-Korperchen; entnommen
aus einer Prisentation von Dauer und Przedborski, 2003
(Universitit Basel).
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Die in Abschnitt 1.1.1. beschriebenen Begleitsymptome konnen eine Antwort auf die von Braak et al.
(2004) beschriebenen Parkinson-Stadien (I bis VI) sein, welche anhand von LB-Ausbildungen in
unterschiedlichen Hirnarealen der Parkinson-Patienten post mortem festgelegt wurden. Beim
Fortschreiten der PD sind topographisch Komponenten des autonomen, limbischen und
somatomotorischen Systems von LB-Einschliissen betroffen. Im Stadium I bis II der pramotorischen
Phase ist die SNpc nicht von LB-Einlagerungen betroffen, eine progressive Neurodegeneration mit

LB-Ablagerungen in der SNpc tritt ab Stadium III auf.

1.1.4. Privalenz und Klassifizierung

Morbus Parkinson stellt die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung nach der Alzheimerschen
Krankheit dar. Die PD tritt in allen ethnischen Gruppen auf, die hochste Inzidenz ist jedoch bei
Europiern zu verzeichnen mit einer leicht erhohten Privalenz bei Minnern (Zhang und Roman, 1993).
PD manifestiert sich meist zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr (mit Ausnahme der familidren
Formen). Die Erkrankungsinzidenz steigt exponentiell zwischen dem 65. und 90. Lebensjahr an. Die
Privalenz der Gesamtbevolkerung liegt bei 0,3 % und erhoht sich auf 3 % bei 65-Jdhrigen (Moghal et
al., 1994).

Das Parkinson-Syndrom wird in vier Formen klassifiziert in Hinblick auf den Entstehungsursprung.
Der genetische Hintergrund in familidren Formen (5 bis 10 % aller Parkinson-Patienten) ist mit neun
Genloci (PARK1 bis 9) assoziiert. Die hdufigsten Formen sind autosomal-rezessiv vererbt (PARK2, 6,
7und 9). Bis auf PARKS, treten autosomal-dominante Formen (PARK1, 3, 4, 5 und 8) selten auf (siehe
auch Abschnitt 1.6.). Die Mehrheit der Parkinson-Patienten entwickelt die FErkrankung ohne
genetischen Hintergrund (sporadische oder idiopathische Formen, mind. 75 % der Parkinson-
Patienten). Weniger héufig sind Parkinson-Symptome auf das symptomatische Syndrom (sekundires
Syndrom, z.B. vaskulir-, medikamentos- oder toxin-induziert) oder das atypische Parkinson-Syndrom

(im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen entstehend) zuriickzufiihren.

1.1.5. Diagnose

Zur Diagnose der PD wird der sog. L-DOPA-Test angewandt. Hierbei wird das positive Ansprechen
auf L-DOPA (Vorstufe des Dopamins; Kompensierung des dopaminergen Verlusts in der SNpc; siehe
Abschnitt 1.2.) in einem standardisierten Test (Unified Parkinson's Disease Rating Scale, UPDRS)
untersucht, welcher Intelligenz (intellektuelle und gedankliche Beschwerden), Verhalten (Motivation,
Initiative) und Stimmung (Depressionen), Aktivititen des tdglichen Lebens (Sprechen,
Geschicklichkeit der Hidnde) und motorische Aspekte (Tremor, Rigiditdt, Bradykinesia, Mimik)
anspricht. Zur Bildgebung der neurologischen Situation des Patienten kann eine computer- (CT) oder

kernspintomographische (MRT) Untersuchung durchgefiihrt werden. Mithilfe einer SPECT (single
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positron emission computed tomography) Analyse lédsst sich das Ausmal} des Zellverlustes in der SN

beurteilen.

1.1.6. Therapieansitze

Die Behandlung der Parkinson-Patienten erfolgt bislang meist symptomatisch. Hierbei werden durch
Substitution des striatalen Dopamin-Defizits, welches durch die Degeneration der pridsynaptischen
Innervierung entsteht, die Symptome gelindert. Die Gabe von L-DOPA (L-Dihydroxyphenylalanin;
gehirngiingige Vorstufe des Dopamins), Dopaminrezeptor-Agonisten oder Inhibitoren des
Dopaminmetabolismus ermdglicht, die dopaminerge Modulatorfunktion der Basalganglien zeitweise
zu erhalten, mithilfe von NMDA-Antagonisten und Anticholinergika wird die Neurotransmitter-
Balance der Basalganglien bei erniedrigtem Dopaminsignal ausgeglichen. Diese Therapieansitze
zeigen nur Erfolg, solange die Degeneration der SNpc nicht vollig fortgeschritten ist und dopaminerge
Neurone als Dopaminspeicher dienen. Beim Fortschreiten der Krankheit kommt es zu
Wirkungsfluktuationen, dem sog. On-Off-Phinomen, sowie Bewegungsstorungen (Dyskinesien).
On-Phasen bezeichnen eine gute Beweglichkeit, die von Off-Phasen, schlechter Beweglichkeit, und
Dyskinesien, wie das plotzliche Erstarren, begleitet sind. In spidten Stadien wird neben der
irreversiblen ablativen neurochirurgischen Strategie, die Tiefenhirnstimulation angewandt, in welcher
durch Implantation von Stimulationselektroden, iiberaktive Fehlimpulse des Nucleus subthalamicus,
Globus pallidus oder vorderen Thalamus (sieche Abschnitt 1.1.2.) unterdriickt werden. Neuroprotektive
und neurostabilisierende Therapieansidtze sind von grofter Bedeutung fiir die Erhaltung der
Funktionalitét des nigrostiatalen Fundaments der Bewegungsmodulation. Neuroprotektive Substanzen,
welche auf antioxidativer Wirkung basieren, werden in dieser Arbeit untersucht und in Abschnitt 1.7.

und 4.3. ausfiihrlich erldutert.

1.2.  Besondere Eigenschaften dopaminerger Neurone der SNpc

In Parkinson-Patienten kommt es zu einer selektiven Degeneration dopaminerger Neurone in der
SNpc. Die Integritit dieser Neuronenpopulation wird altersassoziiert beeintrichtigt. Welche

Eigenschaften der dopaminergen Neurone fiithren zur verstidrkten Vulnerabilitét dieser Zellen?

Beschaffenheit dopaminerger Neurone

Braak et al. (2004) beschrieben anhand von post mortem Studien die neuronale Situation in Parkinson-
Patienten. In dieser Abhandlung werden PD-Stadien anhand von LB-Ausbildungen festgelegt. Es
konnte festgestellt werden, dass die Zellen, welche sich fiir die intrazelluldre Aggregatbildung anfillig
zeigen, eine spezifische Morphologie aufweisen. Diese Neurone besitzen Axone, welche

disproportional lang und diinn sind im Vergleich zur Grée des Somas (Braak et al., 2004). Nigrale
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dopaminerge Neurone senden sehr lange Projektionen an das Striatum (Goldstein, 2003), in diesen
Neuronen wird ein hoher Anteil (iiber 95 %) des Gesamtzellvolumens in axonalen Fortsitzen
organisiert (Feng, 2006). Des Weiteren weisen fiir LB-Ablagerungen anfillige Neurone nicht
myelinierte oder leicht myelinierte Axone auf. Myelinierte Neurone erlauben einen schnellen

Transport und verbrauchen weniger Energie fiir die Impulsweiterleitung (Nieuwenhuys, 1999).
Dopaminsynthese, Dopaminabbau und das Neuromelanin

Ausgangspunkt der Dopaminsynthese ist die Aminosdure Tyrosin. Tyrosin wird aus dem
Extrazelluldrraum in die Nervenzelle aufgenommen oder intrazelluldir mithilfe des Enzyms

Tyrosinhydroxylase (TH) aus der Aminosdure Phenylalanin gebildet (siehe Abb. 1.7.).

NH," TH NH,'
C -COO <--- C-CoO
HO M H

Tyrosin Phenylalanin

- \A
Aut- =
" NH, oxidation HO— "\~ _NH, ~ HC-0 OH
S EEEaEE |
HO HO V7 SS HO o
DOPAMIN- e o on v HVA
SEMICHINON DOPAMIN R N # -7
i MAO-B "~y | -~~~ comT
' HO—\__~ 0
v DOPAC
NEUROMELANIN
Abb. 1.7. Darstellung des Dopaminmetabolismus.

Tyrosin wird im ersten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt mittels TH zu 3,4-Dihydroxy-L-
Phenylalanin (L-DOPA) umgewandelt. Im ndchsten Schritt wird mithilfe der aromatischen
Aminosiure-Decarboxylase (AADC) L-DOPA zu Dopamin decarboxyliert (sieche Abb. 1.7.). Dopamin
wird in synaptischen Vesikeln mithilfe des vesikuliren Monoamintransporters 2 (VMAT 2)
gespeichert. Nach der Erregung der nachfolgenden Postsynapse an striatalen D- und D,-Rezeptoren
(siehe Abschnitt 1.1.2.) wird Dopamin v.a. in Nervenzellen oder in benachbarte Gliazellen mithilfe des
Dopamintransporters (DAT) aufgenommen. Dopamin wird in Nervenzellen entweder in Vesikeln
gespeichert oder zytosolisch metabolisiert. Monoaminoxidase-B (MAO-B) katalysiert die oxidative
Desaminierung des Dopamins und die weitere Umwandlung zu 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd
(DOPAC). Dieses Enzym ist in dopaminergen Zellen und Gliazellen prisent. Weiterer Abbau von
DOPAC findet nur in Gliazellen statt, da dopaminerge Neurone das Enzym Katecholamin-O-

Methyltransferase (COMT) nicht besitzen. In Gliazellen wird DOPAC zu Homovanillinsdure (HVA)
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mittels COMT methyliert. COMT katalysiert auch direkt den Abbau von Dopamin zu
3-Methoxytyramin (3-MT), welches anschlieBend zu HVA abgebaut wird (siehe Abb. 1.7.).

Die Speicherung des Dopamins in Vesikeln ist von groBer Wichtigkeit in Hinblick auf die
Transmission des Signals bei Impulsweiterleitung als auch fiir den Schutz der Nervenzelle. Dopamin
wird im Zytoplasma enzymatisch mithilfe der MAO-B (an der dulleren Mitochondrienmembran
lokalisiert) oder durch Autoxidation abgebaut (siche Abb. 1.7.). Bei beiden Reaktionen kommt es zur

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).

MAO-B
Dopamin + O, + HHO —  DOPAC + NH; + H,0;,

Autoxidation
Dopamin + O, >  DA-Semichinon + O,” + H'

Dopamin + O, + 2H* ——» DA-Semichinon + H,;0,

Dopamin-Semichinon reagiert mit gleicher Spezies oder Cystein-Seitenketten von Proteinen (auch
Glutathion) (Tse et al., 1976; Graham et al., 1978; Stockes et al., 1999) und bildet das biochemische
Grundgeriist der Neuromelaninschichten. Diese komplexieren aliphatische Ketten von Lipiden und
Peptide, chelatieren Metallionen wie Eisen, Kupfer, Zink, Magnesium, aber auch Schwermetalle aus
der Umwelt (Zecca et al., 1994; Enochs et al., 1994) und akkumulieren Umwelttoxine wie 1-Methyl-4-
Phenylpyridinium (MPP") und Paraquat (D" Amato et al., 1986, Lindquist et al., 1988, Ostergren et al.,
2004). Neuromelanin wird in gesunden Neuronen eine Schutzfunktion zugeschrieben, indem es die
reaktiven Dopaminmetaboliten und andere reaktive und toxische Spezies sowie redoxaktive Eisen-
ionen abfingt und in den autophagosomalen Vesikeln des Neuromelanins vor dem Zytosol verschlief3t
(Zareba et al., 1995). Gelangt aber das Neuromelanin in den Extrazelluldrraum (wenn Zellen sterben),
wird eine massive mikrogliale Antwort ausgelost, welche die umliegenden Zellen schadigt. Des
Weiteren werden bei massiver Beladung der Zellen mit Neuromelanin Transportprozesse innerhalb der
Zelle verhindert (Ducan and Goldstein, 2006). Ein Ausbruch des Neuromelanins aus
autophagosomalen Vesikeln ins Zytosol, d.h. aller langjdhrig akkumulierter toxischer Spezies, konnte
eine Determinante der Progression der PD darstellen (Zecca et al., 2006). Auch wurde eine

proteosomale Inhibition durch das Neuromelanin beschrieben (Shamoto-Nagai et al., 2004).

Glutathion und Eisen

Das Glutathion (GSH) ist eines der wichtigsten zelleigenen Antioxidantien der Zelle zur
Detoxifizierung freier Radikale und Xenobiotika (siehe Abschnitt 1.3.2.). GSH tritt in millimolaren
Konzentrationen im Gehirn auf (Cooper und Kristal, 1997). Im Vergleich zu anderen Hirnbereichen

besitzt die SN erniedrigte Werte an GSH (Chen et al., 1989; Abbott et al., 1990; Kang et al., 1999).
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Eines der priméren biochemischen Merkmale der PD ist eine frithe Reduktion der GSH-Mengen in der
SNpc (Riederer et al., 1989; Sofic et al., 1992). Man geht davon aus, dass nicht primir die erhohte
Detoxifizierungsfunktion des GSH zur Erniedrigung der GSH-Werte in der SNpc beitrigt, sondern
eher Synthese und Abbau von GSH sich in Parkinson-Patienten frith verschieben (Sian et al., 1994a,b).

Hohe FEisenkonzentrationen sind charakteristisch fiir die SNpc. Bei Parkinson-Patienten ist die
Eisenkonzentration in der SNpc stark erhoht im Vergleich zu gleichaltrigen Kontrollpersonen (Sofic et
al., 1988; 1991). Freies Eisen (Fe*") verstirkt oxidativen Stress durch die Reaktion mit Peroxiden in
der sog. Fenton-Reaktion (siehe Abschnitt 1.3.2.(i).), und fordert die Entstehung der reaktivsten
Sauerstoffspezies, des Hydroxyradikals (HO"). Eine stringente Kontrolle des freien Eisenpools in der
Zelle sorgt fiir eine optimale Verfiigbarkeit des Eisens fiir biochemische Reaktionen, gleichzeitig
werden aber die Mengen fiir verstirkte oxidative Reaktionen limitiert. Ferritin, der Hauptspeicher des
Eisens, erhilt das Eisen in einer nicht-reaktiven Form. In Parkinson-Patienten ist das Ferritin geséttigt
mit Eisen (Griffiths et al., 1999). Dopaminmetaboliten (siche oben) und Superoxid entziehen dem
Ferritinpool das Eisen und machen es fiir Redoxreaktionen verfiigbar (Double et al., 1998). Des
Weiteren verstirkt Eisen die Autoxidationsreaktion des Dopamins, wobei wiederum vermehrt reaktive
Peroxide entstehen (Ben-Shachar et al., 1995), und fordert gleichzeitig die Ablagerung des Dopamins
im Neuromelanin (Sulzer et al., 2000). Wie oben beschrieben, dient das Neuromelanin als Chelator fiir
Eisen, ist jedoch ein Uberschuss an Fe’* dem Neuromelanin angelagert, verhilt sich das Neuromelanin
wie ein Prooxidant und reduziert Fe’* zu Fe** und macht es hierdurch wieder verfiigbar fiir das Zytosol
(Fe’" besitzt niedrige Affinitit zu Neuromelanin; Ben-Shacher et al., 1991). Somit wird das Eisen

wieder verfiigbar fiir oxidative Reaktionen.

Mitochondriale Rolle

In post mortem Studien an Parkinson-Patienten konnte ein Aktivititsverlust des Komplex I innerhalb
der dopaminergen Neurone der SNpc detektiert werden (Schapira et al., 1990; Hattori et al., 1991;
Dawson und Dawson, 2003; Schapira, 2006; Keeney et al., 2006). Der Aktivititsverlust dieses
Atmungskomplexes ist mit erhdhten Carbonylierungen in katalytischen Dominen des Komplex I
korreliert (Keeney et al., 2006). Zudem zeigen sich dopaminerge Neurone der SNpc verstirkt
vulnerabel gegeniiber einer gestdrten Komplex I Aktivitit (siehe Abschnitt 1.6. und 1.8.2.). Dies
konnte auf die oben beschriebenen, erhohten prooxidativen Bedingungen innerhalb dieser
Neuronenpopulation zuriickzufithren sein, die durch den Dopaminmetabolismus, erniedrigte
Glutationwerte, das freie Eisen und die Existenz des Neuromelanins verursacht werden (Chinta und

Andersen, 2008).
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Oxidativer Stress

Das erhohte Auftreten oxidativer Modifikationen an zelluliren Komponenten konnte an post mortem
Untersuchungen innerhalb der nigralen Region von Parkinson-Patienten bestitigt werden (Sanchez-
Ramos et al., 1994; Floor und Wetzel, 1998; Zhang et al., 1999; Kikuchi et al., 2002; Andersen, 2004;
Keeney et al., 2006). Dopaminerge Zellen der SNpc besitzen besondere Beschaffenheiten, welche eine
prooxidative Situation in diesen Zellen bei nicht ausreichenden antioxidativen Schutzmechanismen
einfilhren. All die oben genannten Besonderheiten dopaminerger Neurone der SNpc werden

altersassoziiert und besonders in Parkinson-Patienten verstirkt.

1.3. Oxidativer Stress

Seit Zellen von der oxidativen Atmung profitieren, werden sie durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
belastet. Parallel zur evolutiondren Adaptierung an die sauerstoffreiche Atmosphire durch die
Aufnahme des oxidativ metabolisierenden ,Mitochondriums* haben eukaryotische Zellen
antioxidative Schutzsysteme entwickelt, welche die Entstehung von oxidativem Stress zu verhindern
versuchen. Oxidativer Stress duBert sich darin, dass das endogene antioxidative System der Zelle die
anfallenden Radikale nicht ausreichend entgiften kann. Es kann in diesem Zusammenhang zwischen
ROS-Produktion und -Beseitigung unterschieden werden, welche in Zusammenarbeit einen stationidren
Redoxzustand in Zellen beibehalten oder zur ROS-Emission beitragen, wodurch Zellkomponenten
oxidativ beeintrichtigt werden. Im letztgenannten Redoxzustand kommt es zur Entstehung oxidativ
modifizierter Proteine, Membranen und Nukleinsiduren, die wiederum vermehrt oxidativen Stress
propagieren. Oxidativer Stress wird mit der allgemeinen Seneszenz und verschiedenen Pathologien,
wie neurodegenerativen und nicht neurologischen Erkrankungen, in Verbindung gebracht (Lin und

Beal, 2006; Nunomura et al., 2006).

1.3.1. Wie entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS)?

In aeroben Organismen kommt es zur Bildung von ROS, dieser Begriff vereinigt sowohl entstehende
Sauerstoff- als auch Stickstoffradikale. Die wichtigste oder primire Quelle der ROS-Bildung stellen
Mitochondrien dar. An der inneren Mitochondrienmembran werden in der energetischen ATP-
Kopplung Elektronen iiber Redoxzentren transferiert, die potentiell einzelne Elektronen verlieren
konnen (sieche Abb. 1.8.). Ausbrechende Elektronen, die etwa 1 bis 3 % des Elektronentransfers
ausmachen (Boveris und Chance, 1973; siehe auch Andreyev et al., 2005), werden von O, abgefangen.
Ein Ein-Elektronen-Transfer auf O, fithrt zur Bildung des Superoxid-Anions (O,"), des
Vorldufermolekiils der ROS. Komplex I (NADH Dehydrogenase) ist neben Ubichinon (Coenzym Q,
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Q) und Cytochrom b des Komplex III (Ubichinon:Cytochrom c¢ Reduktase) hierfiir verantwortlich

(zusammengefasst in Turrens, 2003).

H+ H+ H+ E—
Intermembranraum | T T
- Q\: N ________\(' CytC ) innere
Komplex I | __.....___..... A Komplex I1T ~7" =~ Komplex IV Komplex V| Wfitochondrienmembran
| # Komplex I~ "\\e-

T A
Matrix NADHFl : | .

' A

.
NAD+ : H+ . v : H+

N i

- ' .
4,
e_

120,+ zm\ {
H+ Y0 l\
H

APD +P, +  ATP

: SOD Katalase
¥ o, —> O,/ H,0, H,0 + 0,
e- GSH NADP®
* B Rl s e U R T > Fenton-
Fe Fe l reaktion GPx GR
Lipid Y idati GSSG NADPH
ipidperoxidation .
OH H,0
Abb. 1.8. Darstellung der Atmungskette der Mitochondrien, der Hauptbildungsquellen von ROS,

sowie der Hauptdetoxifizierungsenzyme.

Das O, -Radikal ist hoch reaktiv, v.a. an Eisen-Schwefel-Zentren der mitochondrialen Atmungskette.
Da das Superoxid-Anion aufgrund seiner negativen Ladung Membranen nicht iiberschreitet, ist seine
Reaktivitdt limitiert. Die Reduktion des O, -Radikals fiihrt zur Bildung des Wasserstoffperoxids
(H,0,). Diese Reaktion wird hauptsidchlich von der Superoxiddismutase (SOD) katalysiert. H,O, ist
begrenzt reakiv, es diffundiert aber durch Membranen. Eisenionen (Fe™*) begiinstigen die sog.

Fentonreaktion (i), wobei das reaktivste Saurstoffradikal, das Hydroxyradikal (HO'), entsteht:

(i) Fe**+H,0, —» Fe'*+HO +HO

Das O,"-Radikal kann die Fentonreaktion (i) fordern, indem es die Reduktion des Eisenions Fe** zu

Fe™ (ii) begiinstigt:

(i) Oy +Fe™ _—3» O,+Fe™

Neben Fisenionen konnen weitere Metallionen, v.a. Kupferionen, an diesen Reaktionen beteiligt sein.

Die Quelle der nicht-membrangekoppelten Elektronenemission des Komplex I kann in drei
experimentelle Mechanismen unterschieden werden (Murphy, 2009). 1) Der reverse Elektronenfluss
(RET), welcher energetisch an das Membranpotential gekoppelt ist, erlaubt Elektronen entgegen des
Redoxgradienten zu ,,wandern‘ (vom reduzierten CoQH, zum NAD" anstatt zum O,). Dieser Vorgang

tritt auf bei einer Inhibition des Komplex III mit Antimycin A in Anwesenheit von Succinat, NAD"
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und hohem Membranpotential. RET fiihrt zur starken ROS-Produktion, welche 5 bis 20 % der
Gesamtsauerstoffkonsumption beansprucht. 2) Der zweite experimentelle Mechanismus der
vermehrten ROS-Produktion wird durch Rotenon und andere Komplex I Inhibitoren, wie MPP",
induziert. Fiir eine gesteigerte ROS-Produktion wird ein hoher Reduktionsgrad des Redoxtrigers
NADH benétigt, das Membranpotential reguliert diesen Prozess nicht (siehe auch Diskussion). 3) Der
Mechanismus der vermehrten ROS-Bildung ohne Komplex I Inhibition wird unterstiitzt durch hohen
Reduktionsgrad des NADH, und somit durch vermehrte Aktivitit der NAD'-gelenkten Enzyme, und
wird stimuliert durch ein hohes Membranpotential (Chance und Williams, 1956). Der Mechanismus
der ROS-Generierung durch Komplex III, welcher CoQH, oxidiert und Cytochrom c¢ als
Elektronenakzeptor nutzt, wird durch das unstabile Semichinon (Q7) vermittelt, welches im CoQ-
Zyklus der CoQH,-Oxidation entsteht. Diese Reaktion wird durch Behandlung mit Antimycin A
erhoht.

1.3.2. Das antioxidative Schutzsystem der Zelle

Das antioxidative Schutzsystem der Zelle kann in antioxidative Molekiile und antioxidative Enzyme

unterteilt werden (Moosmann und Behl, 2002).

Antioxidative Molekiile

Zu den antioxidativen Molekiilen der Zelle zéhlen endogene Stoffe, wie Glutathion, Harns&ure,
Ubichinon (Coenzym Q), Liponsdure und Bilirubin, oder antioxidative Molekiile der Nahrung, wie
Ascorbinsidure (Vitamin C), Tocopherole und Tocotrienole, wie das o-Tocopherol (Vitamin E),

Carotinoide und Flavonoide.

Glutathion ist das wichtigste antioxidative Molekiil der Zelle. Es reagiert direkt mit freien Radikalen,
wie 0,7, NO' (Sickstoffoxid) und HO" (Winterbourn und Metodiewa, 1994; Clancy et al., 1994), oder
fungiert als Elektronendonor in der Reduktion von Peroxiden, katalysiert durch die Glutathion-
peroxidase (GPx) (siehe Abb. 1.8.). Glutathion (GSH) stellt ein Tripeptid (y-L-Glu-L-Cys-Glu) dar mit
einer aktiven Thiolgruppe am Cystein. In oxidierter Form liegt es als Glutathiondisulfid (GSSG) vor
oder bildet Disulfide mit Proteinen an Cystein-Seitenketten aus. Die Synthese von GSH erfolgt
mithilfe des Enzyms v-Glutamyl-Cystein-Synthase (y-GCS), welche ATP-abhingig zuerst das
v-Glutamyl-Cystein bildet und nachfolgend ein Glycin hinzu anfiigt. Regulation der GSH-Synthese
durch y-GCS erfolgt iiber einen Riickkopplungsmechanismus des GSH und Phosphorylierung. Das
Recyclen von GSSG zu GSH wird vermittelt durch die Glutathion-Reduktase (GR), welche NADPH
als Reduktionsmittel nutzt. Die Degradation von GSH erfolgt extrazelluldar mithilfe der y-Glutamyl-

Transpeptidase. GSH tritt in millimolaren Konzentrationen im Gehirn auf (Cooper und Kristal, 1997),
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Mitochondrien beinhalten etwa 10 bis 12 % des Gesamtglutathions der Zelle. Wegen des relativ
kleinen Matrixvolumens, ist die mitochondriale GSH-Konzentration hoher als im Zytoplasma

(Wahlldnder et al., 1979).

Vitamin C und Vitamin E sind die wichtigsten Antioxidantien der Nahrung. Vitamin C kann ein
Elektron an Radikale abgeben unter Bildung des stabilen Ascorbylradikals. Vitamin C ist zytosolisch
aktiv. Radikale, die Membranen angreifen, werden von Vitamin E abgefangen. Vitamin E lagert sich
durch seinen lipophilen Charakter in Membranen ein und detoxifiziert Lipidperoxidationsprodukte und
stellt somit ein sog. Kettenabbruch-Antioxidans dar. Vitamin C und Ubichinon regenerieren oxidiertes

Vitamin E (Packer et al., 1979; Leung et al., 1981, Packer et al., 2001).

Antioxidative Enzyme

Das anfallende Superoxid-Radikal der Atmungskette (siehe Abschnitt 1.3.1.) ist sehr reaktiv. Es wird
mithilfe der Suproxiddismutase (SOD) entkriftet, indem zwei Superoxid-Radikale und zwei Protonen

zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid dismutieren (siehe (i) und Abb. 1.8.):

(l) 2 H+ +2 02'- —> 02 + H202

SOD tritt in drei Formen auf. Die Kupfer/Zink-abhingige Cu/Zn-SOD (SOD1) ist zytosolisch und im
mitochondrialen Intermembranraum anzutreffen, wohingegen die Mangan-abhéingige MnSOD (SOD?2)
hauptsdchlich mitochondrial lokalisiert ist (Okado-Matsumoto und Fridovich, 2001). SOD3 stellt eine
Cu/Zn-SOD dar, tritt aber extrazelluldr auf (Marklund, 1982; Fattman et al., 2003). Das anfallende
Wasserstoffperoxid kann mithilfe der Katalase (ii) oder der Glutathionperoxidase (iii) detoxifiziert

werden (siehe Abb. 1.8.):

(11) 2 H202 — 02 +2 Hzo
(iii) H,O, +2 GSH GSSG +2 H,0

Fiir die Detoxifizierung des Wasserstoffperoxids ist hauptsichlich die Glutathionperoxidase (GPx)
zustdndig (Makino et al., 1994), Katalase besitzt einen hohen K,,-Wert fiir Wasserstoffperoxid und ist
im Gehirn wenig aktiv (Marklund, 1982). Glutathionperoxidasen, welche Selenoenzyme darstellen
und Glutathion als Reduktionsdquivalenten nutzen, treten in verschiedenen Formen auf und sind
differentiell lokalisiert (Brigelius-Flohé, 1999). GPx1 ist in verschiedenen zelluldren Kompartimenten
lokalisiert, wie auch in der mitochondrialen Matrix und im Intermembranraum. GPx1 stellt vielleicht
das wichtigste enzymatische ROS-Detoxifizierungssystem dar, v.a. bei akutem oxidativen Stress.

Oxidiertes Glutathion (GSSG) kann mithilfe der Glutathion-Reduktase (GR) regeneriert werden (iiii):

(iiii) GSSG + NADPH + H* —* 2 GSH + NADP"
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Des Weiteren bieten die Glutathion-S-Transferase, welche bei der Detoxifizierung von Xenobiotika
und organischen Peroxiden beteiligt ist, durch Konjugation von GSH an Oxidationsprodukte, sowie
Peroxiredoxine und Thioredoxin-abhingige Peroxireduktasen, welche oxidierte Proteine und Lipide
regenerieren, einen wichtigen antioxidativen Schutz. Es sind auch Reparaturenzyme anzumerken, wie
DNasen, RNasen, Proteasen und Lipasen, sowie das proteosomale und lysosomale Abbausystem der
Zelle, welche einen sehr wichtigen Schutz vor oxidativ modifizierten Akkumulationen bieten (siehe

Abschnitt 1.3.4. und Abb. 1.9.).

1.3.3. Schédigung zellularer Molekiile

Uberwiegt die ROS-Bildung gegeniiber der ROS-Beseitigung, kommt es zur , Netto* ROS-Produktion
und hierdurch zu oxidativen Modifikationen zellulirer Komponenten (sieche Abb. 1.9.).
Lipidperoxidation erfolgt an mehrfach ungesittigten Fettsduren, welche stark angereichert in
Membranen des Gehirns und der mitochondrialen Membran vorkommen. Peroxidation wird durch das
Hydroxyradikal vermittelt. Hierbei entsteht eine Kettenreaktion der Radikalbildung. Dieser Vorgang
propagiert die Ausbreitung der Radikale und kann durch molekularen Sauerstoff, Perhydroxyradikale
(HOy'), sowie Metallionen, wie Eisen- und Kupferionen, unterstiitzt werden. Lipidperoxide konnen
mithilfe von Metallionen zu Aldehyden und Ketonen entarten. Die Hauptprodukte des Lipidzerfalls
und biochemische Marker des oxidativen Stresses sind Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxy-
nonenal. Beide Aldehyde zeigen zytotoxische Eigenschaften, sie sind mutagen, greifen Proteine an
und induzieren oxidative Bedingungen. Die Oxidation von Nukleinsduren ist mutagen, hierbei konnen
aromatische Basen, sowie das Zuckerriickgrad oxidiert werden, wobei es beim letzteren zu DNA-
Strangbriichen kommt. Das hédufigste Produkt dieser Reaktion ist das 8-Hydroxyguanin, welches einen
weiteren Marker des oxidativen Stresses darstellt. Proteinoxidation verursacht verschiedenartige
Modifikationen der Aminosdurereste, z.B. konnen Cystein- und Methionin-Seitenketten zu Disulfiden
und Sulfoxiden reagieren, Arginin und Lysin zu Aldehyden, aromatische Seitenketten kdnnen oxidiert
oder nitriert werden und aliphatische Kohlenstoffatome konnen zu Alkoholen oxidiert werden.
Lipidperoxidationsprodukte modifizieren Proteine und Reaktionen mit Zuckern und Aldehyden
verursachen eine verstirkte Proteinglykosylierung. Proteincarbonyle, welche bei disen Reaktionen
entstehen, stellen einen wichtigen Marker der Proteinoxidation dar. All diese Modifikationen fiihren

zur Beeintrichtigung zelluldrer Prozesse und zu vermehrten Reparaturmechanismen (siehe Abb. 1.9.).
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Abb. 1.9. Oxidative Schidigung zelluldrer Komponenten. Uberwiegt die ROS-Entstehung gegeniiber dem

antioxidativen Schutzsystem und den Degradationssystemen (Lipasen, Proteasen, proteosomales und
lysosomales Abbausystem, DNasen, RNasen) der Zelle, kommt es zum oxidativen Stress und hiermit zur

Akkumulation verdnderter zelluldrer Komponenten.

1.3.4. Beseitigung oxidativ modifizierter Proteine

Die Eliminierung modifizierter Proteine erfolgt mithilfe proteosomaler und lysosomaler
Abbauprozesse (siche Abb. 1.9.). Proteine, die fiir den proteosomalen Abbau bestimmt sind, werden
mit Polyubiquitin-Ketten markiert. Die Erkennung und Markierung der Zielproteine erfolgt innerhalb
einer Enzymkaskade, bestehend aus E1-, E2- und E3-Enzymen, wobei die Diversitidt der E3-Ligasen
des Ubiquitin-Proteosomen-Systems, die Erfassung einer Vielzahl unterschiedlicher Zielproteine
ermoglicht. Fiir die Aufnahme in das 26S-Proteosom miissen Proteine entfaltet werden. Stark oxidierte
Proteine existieren in stabilen Aggregaten, welche sich durch kovalente Quervernetzung,
Disufidbriicken oder hydrophobe Interaktionen gegeniiber Entfaltungen inert zeigen und stellen somit
keine angemessenen Substrate fiir das Proteosom dar. Vernetzte Proteine werden mithilfe der

Autophagie verdaut. Dieser Prozess vermittelt die Degradation von Proteinaggregaten und Organellen,
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wie den Mitochondrien, innerhalb von Lysosomen. Makroautophagie erfolgt durch Einverleibung von
Organellen oder langlebigen Proteinen innerhalb einer vesikuldren Doppelmembran, die als
Autophagosom bezeichnet wird. Die duflere Membran des Autophagosoms fusioniert im Zytoplasma
mit Lysosomen, in welchen eine Degradation mithilfe sauerer lysosomaler Hydrolasen (Proteasen aus
der Familie der Cathepsine) erfolgt. Mikroautophagie erfolgt durch eine direkte Einverleibung
zytoplasmatischer Komponenten in Lysosomen. Eine weitere Form der Autophagie stellt die
Chaperon-mediierte Autophagie (CMA) dar. Diese Art des Verdaus erfolgt nur an Proteinen mit einer
Konsensussequenz. Diese Abbau-determinierende Sequenz wird durch einen Chaperon-Komplex
erkannt, worauf der Substrat-/Chaperon-Komplex an lysosomalen Rezeptoren erkannt, entfaltet und
tiber die lysosomale Membran transloziert wird. Unvollstindig verdaute Komponenten innerhalb der
Lysosomen konnen sich im Alterungsprozess der Zelle zu polymerisierten Lipofuscin-dhnlichen

Aggregaten entwickeln.

1.4. Zelltod

Ein erhohter oxidativer Stress, Storungen proteosomaler oder lysosomaler Abbauwege, Verlust des

mitochondrialen Membranpotentials oder veridnderte Signalkaskaden konnen den Zelltod einleiten.

Im Unterschied zur Nekrose, stellt die Apoptose (programmierte Zelltod) einen aktiven
Eliminationsprozess der Zelle dar. Diese Art der zelluldiren Entkopplung erhilt eine wichtige Funktion
in der Entwicklung und Homdoostase des Gesamtorganismus. Merkmale der energieaufwendigen Form
des Zelltodes sind das Abrunden der Zelle, Kondensation und Spaltung des Chromatins,
Blidschenbildung der Membran und Entstehung von apoptotischen Korperchen, welche von
Makrophagen aufgenommen werden, ohne eine Entziindungsreaktion hervorzurufen. Im Gegensatz
werden bei nekrotischer Zelleliminierung durch Zerfall von Zellorganellen und Schéadigung der
Zellmembran, Entziindungsreaktionen hervorgerufen, welche durch Makrophagenanlockung, durch

Stoffe des freigesetzten Zytoplasmas der geplatzten Zellen, entstehen.

Signale fiir die Finleitung der Apoptose konnen intrinsischer oder extrinsischer Art sein. Der
extrinsische Apoptoseweg spielt eine wichtige Rolle bei Immunantwort und Tumorabwehr. Die
Einleitung dieser Apoptosekaskade erfordert eine Ligandenbindung an Rezeptoren der TNF
(Tumornekrosefaktor)-Rezeptorfamilie, welches die Caspase 8 aktiviert, die durch Aktivierung der
Effektorcaspase 3 und des Bid-Proteins in die Effektorphase des intrinsischen Weges eingreift. Der
intrinsische (mitochondriale) Weg wird durch Stressoren eingeleitet, wie UV-Strahlung, zytotoxische
Substanzen, freie Radikale, Calcium-Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER) oder
Wachstumsfaktor- und Serumentzug. Die Regulation erfolgt hier mithilfe der proapoptotischen (wie

Bax, Bak, Bid) und antiapoptotischen Faktoren der Bcl,-Familie. Bax und Bak translozieren wihrend
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des Apoptoseprozesses vom Zytosol an das Mitochondrium und bilden in der mitochondrialen
Membran durch Oligomerisierung Poren aus, wodurch eine Freisetzung von mitochondrialen
Proteinen, wie dem Cytochrom C (Cyt c¢), ermoglicht wird. Zytosolisches Cyt ¢ und Apaf-1 aktivieren
Caspase 9 unter Ausbildung des Apoptosomenkomplexes aus den drei Komponenten. Hierauf erfolgt
die Aktivierung der Effektorcaspase 3, welche die gesamte Kaskade der zelluldren Eliminierung

einleitet (Hengartner, 2000).

Das Absinken des mitochondrialen Membranpotentials stellt ein sehr frithes Ereignis in der
mitochondrialen Zelltodkaskade dar (Green und Reed, 1998; Green und Kroemer, 2004). Dieses wird
hervorgerufen durch Blockierung der mitochondrialen Atmungskette und hierauf einsetzender
Offnung der mitochondrialen Pore (MTP — engl. mitochondrial transition pore; Qian et al., 1997),
welche als Konsequenz einer oxidativen Modifizierung an MTP-Einheiten erfolgen kann
(Kowaltowski et al., 2001). Die MTP wird gebildet aus dem Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT)
der inneren Membran mit gekoppeltem Cyclophilin D, einem spannungsabhingigen Anionenkanal
(VDAC, Porin), welcher die duBlere Membran umspannt, und dem peripheren Benzodiazepinrezeptor
(Zamzami und Kroemer, 2001), und kann im offenen Zustand bis zu 1,5 kDa grofe Molekiile
durchlassen. Offnung der MTP fiihrt zur Kollabierung des mitochondrialen Membranpotentials, zum
ATP-Verlust und zur Freisetzung proapoptotischer Komponenten ins Zytosol. Fine leichte Senkung
des mitochondrialen Potentials wird mit Apoptose assoziiert, eine drastische Senkung aber mit

Nekrose (Martinou und Green, 2001).

1.5. Funktion der Mitochondrien innerhalb der Zelle

Die symbiotische Beziehung der glykolytisch aktiven, eukaryotischen Zelle und des aufgenommenen
,Mitochondriums* hat sich zu einer Einheit entwickelt, in welcher eine koordinierte Interaktion,
Verantwortung fiir die Vollstdandigkeit des zelluliren Ausmalles iibernimmt. Mitochondrien sind
Schliisselkomponenten im Entwicklungs- und Alterungsprozess, in Signalprozessen, der Erhaltung der
Calcium-Homdoostase, Zellzyklusregulation, Radikalproduktion, Thermogenese und, wie oben
beschrieben, in der Entscheidung und Einleitung der zelluldren Eliminierung, sowohl im apoptotischen

als auch im nekrotischen Zelltod.

Mitochondrien stellen Membran-umschlossene Organellen eukaryotischer Zellen dar mit 0,5 bis
10 um Durchmesser und lassen sich in vier Kompartimente mit unterschiedlichen Bestandteilen und
Funktionen unterscheiden. Die pordse dufere Membran umschlie3t das Organell, enthilt wichtige
Enzyme und Rezeptoren und ist durchlissig fiir kleine Molekiile und Ionen. Die stark gewundene,
invaginierte Innenmembran beinhaltet die Komponenten der oxidativen Phosphorylierung und ist

impermeabel fiir die meisten Molekiile und Ionen. Zwischen den beiden Membranen befindet sich der
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Intermembranraum mit spezialisierten Proteinen. Die Matrix, die von der inneren Membran
umschlossen ist, enthédlt Enzyme verschiedener metabolischer Prozesse, wie des Zitratzyklus, der
Fettsdureoxidation und des Harnsdurezyklus, und beinhaltet die mitochondriale DNA (mtDNA),
Peptidasen und Chaperone. Der Zitratzyklus behédlt die Reduktionsidquivalenten NADH,
(an Komplex I) und FADH, (an Komplex II) in einem reduzierten Status. Die Freigabe der Elektronen
der Reduktionsédquivalenten in den Elektronentransport an der inneren Membran fiihrt zur Reduktion
des Ubichinons, welches iiber Komplex III Cyt ¢ reduziert und das Cyt ¢ an Komplex IV die
Elektronen transferiert, wo sie molekularen Sauerstoff (O,) zu H,O reduzieren (siche Abb. 1.8.). Der
Elektronenfluss ist an die Erstellung des Protonengradienten gekoppelt (Komplex I, III und IV). Der
Protonengradient bildet das Membranpotential (innen negativ: A¥,: -150 bis -180 mV), den
elektrochemischen Gradienten (ApH, innen basisch) und erlaubt Protonen iiber die ATP-Synthase
nach innen zu translozieren mit paralleler Bildung des ATP (siehe Abb. 1.8.). Die mitochondriale
zirkulédr-doppelstringige DNA (mtDNA) enthilt 37 Gene (16569 Basenpaare). Diese kodieren fiir
13 strukturelle Proteine der oxidativen Phosphorylierung, 22 Transfer-RNAs, sowie eine 12S und 16S
ribosomale RNA (Garesse und Vallejo, 2001). Etwa 900 Proteine der mitochondrialen Maschinerie
werden von der nukledren DNA kodiert, diese Proteine werden in das Mitochondrium transportiert

(Chan, 2006).

Mitochondrien, als Hauptakteure der zelluliren Energiemaschinerie, nehmen in der Zelle eine mobile
und den Erforderungen der Zelle hierarchisch unterstellte Rolle ein. Die Anzahl der Mitochondrien in
Zellen kann stark variieren zwischen Organismen und Gewebetyp. In Neuronen finden sich hunderte
bis tausende Mitochondrien. Mitochondrien teilen sich hauptsidchlich als Antwort auf
Energieanspriiche der Zelle. Die Synthese neuer Mitochondrien erfolgt nahe dem Nukleus, in
Neuronen im Soma. Den Erforderungen des Energieverbrauchs folgend, wandern Mitochondrien
innerhalb der Zelle entlang von Zytoskelettkomponenten und zeigen eine dynamische Mobilitét.
Mitochondrien enthalten mehrere Kopien der mtDNA (2 bis 15 Kopien - Polyplasmie), welche nicht
modifiziert sind oder multiple Varianten des mitochondrialen Codes darstellen konnen
(Heteroplasmie). Des Weiteren kdnnen Mitochondrien durch hdufige Fusion und Teilung komplexe
Morphologien annehmen. Das ,mitochondriale Retikulum* vereinigt die Fusion mehrerer
Mitochondrien (Chan, 2006). In diesem Prozess kommt es zu intermitochondrialen Kontakten mit
moglichem Austausch genetischer Informationen und eine energetische Kopplung in dem vernetzten
System kann zur effektiven Energieproduktion beitragen. Eine exzessive Teilung der Mitochondrien,
welche als Fragmentierung beschrieben werden kann, begleitet die ersten Schritte der mitochondrial
eingeleiteten Apoptose (Frank et al., 2001). Abbau geschidigter Mitochondrien erfolgt iiber
Autophagie (Mitophagie; siehe Abschnitt 1.3.4.), geschidigte mitochondriale Proteine kdnnen auch
endogen mithilfe intramitochondrialer Proteasen und Peptidasen eliminiert werden (Bota und Davies,

2001).
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Mitochondriale Rolle in der progressiven Neurodegeneration

Mitochondrien besitzen eine zentrale Rolle im Alterungsprozess und bei altersabhiingigen
neurodegenerativen Erkrankungen (Lin und Beal, 2006; Trifunovic et al., 2004; Ruan et al., 2002;
Hansel et al., 2002; Schriner et al., 2005). Das mitochondriale Genom (mtDNA) zeigt sich hoch
vulnerabel gegeniiber ROS. ROS entstehen hauptsichlich innerhalb des Elektronentransports an der
inneren Mitochondrienmembran, somit in der Nihe der in der mitochondrialen Matrix lokalisierten
mtDNA. Reparaturmechanismen der mtDNA sind nicht vollig effizient und des Weiteren weist die
mtDNA keinen Schutz durch Histonanlagerungen auf. Die mtDNA innerhalb eines &lteren
Organismus zeigt, wie oben beschrieben, meist nicht einen vererbten, homogenen Code, sondern weist
eine ansteigende Mutationsrate mit dem Alter auf (somatische Mutationen), die innerhalb einer Zelle
zur Heteroplasmie (innerhalb einer Zelle sind mitochondriale Organellen heterogen) fiihrt. Bestimmte
mutierte Formen der mtDNA zeigen eine erhohte replikative Rate gegeniiber der Wildtyp-mtDNA.
Dieses Phianomen fiihrt zur klonalen Expansion, welche Mutationen innerhalb der Zelle propagiert
(He et al., 2002; Chan, 2006). Rossignol et al. (2003) konnten beschreiben, dass erst ein kritischer
Schwellenwert von iiber 60 % an mutierter mtDNA innerhalb einer Zelle erreicht werden muss, um
atmungsdefiziente Mitochondrien der Zelle zu erlangen, die wiederum vermehrt mtDNA-Mutationen
akkumulieren oder zur Entscheidung der zelluldren Eliminierung beitragen. Fiir synaptische
Mitochondrien konnte dargestellt werden, dass der Schwellenwert von 25 % an mutierter mtDNA
ausreicht, um die Aktivitit des Komplex I und die ATP-Generierung zu erniedrigen (Davey et al.,
1997). Neben den oben beschriebenen somatischen Mutationen, ist die mtDNA auch durch genetische
Polymorphismen gekennzeichnet. Polymorphismen innerhalb der mtDNA kénnten vernachldssigbare
Differenzen in kodierten Proteinen verursachen, die in minimalen Veridnderungen der oxidativen
Phosphorylierungsfunktion als auch der Radikalproduktion resultieren (Lin und Beal, 2006). So
konnten leichte Verdnderungen eine Pridisposition in Individuen ermoglichen, entweder zur
verstdrkten progressiven Akkumulierung somatischer mtDNA Mutationen oder zur Verlangsamung
dieser Prozesse. Die bekannten mtDNA Polymorphismen definieren mitochondriale, Kontinent-
spezifische Genotypvariationen, die als Haplotypen bezeichnet werden. Bestimmte Haplotypen sind in
bestimmten Bevolkerungen mit Langlebigkeit assoziiert (Tanaka et al., 1998; De Benedictis et al.,

1999; Ross et al., 2001; Niemi et al., 2003; Santoro et al., 2006).

Mitochondriale Dysfunktion und Mutationen der mtDNA propagieren oxidativen Stress und fordern
einen Teufelskreis der Radikalbildung (Kang et al., 2007). Progressiv akkumulierende oxidative
Modifikationen zelluldirer Komponenten beeintrichtigen die Funktionalitit des Zellgefiiges. Das
Zentralnervensystem (ZNS) zeigt sich besonders vulnerabel fiir den oxidativen Angriff durch eine sehr
hohe Rate des Sauerstoffverbrauchs, relativ geringen Anteil an antioxidativen Molekiilen und

Enzymen und die hohe Menge an mehrfach ungesittigten Lipiden (Lin und Beal, 2006; Nunomura et
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al., 2006). In familidren Formen neurodegenerativer Erkrankungen treten Mutationen in spezifischen
Genen auf, die in ihrer mutierten Form selektiv spezifische Neurone zur altersabhingigen, jedoch im
Vergleich zu sporadischen Formen, frithzeitigen Degeneration fithren. Der wichtigste Risikofaktor zur
Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen, stellt, neben den familidren Formen, das Alter dar.
Sporadische Formen (etwa 90 % ohne genetischen Hintergrund) kénnten eine Kombination des
genetischen Hintergrunds (Pridvalenz), der Umwelt und des Lebensstils erfassen, der der Organismus

ein Leben lang ausgesetzt ist.

1.6.  Rolle der Mitochondrien in der Entwicklung der Parkinsonschen Krankheit

Familisire Formen

Familidre Formen der PD ermdglichen es, molekulare Folgen der PD-assoziierten Mutationen zu
untersuchen und hiermit einen FEinblick in pathogene Mechanismen zu gewéhren, welche die
spezifische Anfilligkeit der dopaminergen Neurone der SNpc bei Parkinson-Patienten auszeichnen.
Viele dieser Genprodukte {iibernehmen wichtige Funktionen innerhalb der Mitochondrien
(zusammengefasst in Thomas und Beal, 2007) und verweisen auf eine kausale Beteiligung
mitochondrialer Dysfunktion und des oxidativen Stresses in der PD-Pathogenese. PINKI- (Pten-
indced kinase 1, PARKG), Parkin- (PARK2) und DJ-1- (PARK7) Mutationen sind in mitochondriale
Dysfunktion eingebunden, auch LRRK2- (leucin-rich repeat serin/threonin-kinase 2, PARKS) und
o-Synuclein- (PARKI/4) Mutationen beeintrichtigen die mitochondriale Integritit. PD-assoziierte
Proteine sind in Signalkaskaden (PINK1 und LRRK?2), sowie in proteosomale und lysosomale
Abbauprozesse (Parkin, LRRK2, UCH-L1 (Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L1, PARKS5), ATP13A2
(PARK9), auch indirekt PINK1 und o-Synuclein) eingebunden, weisen Chaperonaktivititen und
Modulatorfunktionen in Translation (DJ-1) oder in der Stabilisierung von Lipiddoppelmembranen
(a-Synuclein) auf. Ein sehr komplexer Einbezug der genetischen Formen in mitochondriale
Funktionen zeigt, dass obwohl Mitochondrien nicht die primére Quelle der PD darstellen miissen, es
bei den meisten PD-induzierenden Mutationen zum erhohten oxidativen Stress mit mitochondrialen
Verianderungen kommt (siehe Abou-Sleiman et al., 2006; Biskup und Moore, 2006; Beal, 2007;
Wood-Kaczmar et al., 2006; Thomas und Beal, 2007).

Sporadische Formen
Neben den experimentellen Parkinson-Modellen, in welchen eine Komplex I Inhibition zur selektiven
Degeneration dopaminerger Zellen der SNpc fiihrt (siehe Abschnitt 1.8.2. und Diskussion), wurde eine

mitochondriale Beteiligung in der PD-Pathogenese an post mortem Studien erkannt. Innerhalb der

SNpc von sporadischen Parkinson-Patienten konnten Defekte des mitochondrialen Komplex I mit
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einem Aktivititsverlust von 25 bis 30 % identifiziert werden (Schapira et al., 1990; Hattori et al.,
1991; Dawson und Dawson, 2003; Schapira, 2006). Defekte der Komplex I Aktivitdt zeigen sich
begrenzt auf die SN (Schapira et al., 1990; Cooper et al., 1995). Parkinson-Patienten weisen in
katalytischen Doménen des Komplex I erhohte Werte an Carbonylierungen auf, die mit reduzierter
Elektronentransferrate korrelieren und zur falschen Assemblierung und Dysfunktion dieses
Komplexes fiihren konnen (Keeney et al., 2006). Des Weiteren konnte der Aktivitdtsverlust des
Komplex I eine Unterproduktion bestimmter Komplex I Untereinheiten reflektieren (sieben
Untereinheiten des Komplex I sind mitochondrial kodiert) (Schapira, 2001; Beal, 2004). Auch im
frontalen Kortex (Parker et al., 2008), in Blutplittchen (Schapira und Marsden, 1994; Krige et al.,
1992; Haas et al., 1995) und Skelettmuskeln (Blin et al., 1994) konnten PD-spezifisch leichte

Komplex I Defizite identifiziert werden.

Mitochondrien-freie Rezipientenzellen, die mtDNA aus Blutpldttchen von Parkinson-Patienten
enthalten, weisen reduzierte Komplex I Aktivitidten auf (Gu et al., 1998). Dieses Cybrid-PD-Modell
verweist darauf, dass die mtDNA der Parkinson-Patienten der Ursprung einer defekten Komplex I
Aktivitdt sein kann. Bender et al. (2006) und Kraytsberg et al. (2006) konnten zeigen, dass im
Vergleich zu jungen und &lteren Kontrollpersonen spezifisch in Melanin-positiven Neuronen der SNpc
im Alter stark erhohte Werte an mtDNA-Deletionen auftreten und dass die Menge an mtDNA-
Deletionen in Parkinson-Patienten verstarkt erhoht ist im Vergleich zu gleichaltrigen
Kontrollpersonen. Hingegen zeigen andere Neuronenpopulationen in dlteren Individuen
vernachldssigbare Werte mutierter mtDNA (Corral-Debrinski et al., 1992; Soong et al., 1992). Eine
konditionelle Ablation des Tfam Gens (mitochondrialer Transkriptionsfaktor A) in dopaminergen
Neuronen der Maus fithrt zu respiratorischen Defekten dopaminerger Zellen der SNpc und
progressivem Parkinsonismus mit intrazelluldren Einschliissen (Ekstrand et al., 2007). Dieses
Parkinson-Modell zeigt, dass die Stérung des mitochondrialen Aufbaus, die selektive Degeneration
dopaminerger Zellen der SNpc verursacht, ohne dabei dopaminerge Neurone des angrenzenden
ventralen Tegmentums zu beeintrichtigen, und eine kausale Rolle oder primire Quelle der Parkinson-
spezifischen Degeneration darstellen kann. In wildtypischen Miusen ist die mitochondriale Masse in
dopaminergen Neuronen der SNpc erniedrigt im Vergleich zu dopaminergen Neuronen des
angrenzenden ventralen Tegmentums oder nicht-dopaminergen Zellen des Mittelhirns (Liang et al.,
2007a). Wenn eine Erniedrigung der mitochondrialen Masse in dieser Neuronenpopulation auch beim

Menschen auftritt, konnte dies die erhohte Vulnerabilitidt dopaminerger Zellen in der SNpc erkléren.

Genetische mtDNA  Varianten lassen einen Zusammenhang mit der PD-Inzidenz in
Bevolkerungsgruppen erkennen. Haplotyp J und Haplotyp K reduzieren die PD-Inzidenz um etwa
50 % bei Europdern, andere Nukleotidpolymorphismen reduzieren das Risiko der Krankheits-

entwicklung bei Frauen und bei élteren Individuen (van der Walt et al., 2003). Der Haplotyp Cluster
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UKIJT erniedrigt das PD-Risiko um 22 % (Pyle et al., 2005). Des Weiteren impliziert der JTIWX
Cluster in der finnischen Bevolkerung ein erhohtes PD-Risiko (Autere et al., 2004). Diese mtDNA-
Komposition ist assoziiert mit einer erhohten Rate an nicht-synonymen Substitutionen innerhalb eines
mtDNA Gens, welches fiir Komponenten des Komplex I kodiert (Autere et al., 2004). Ein weiterer
Polymorphismus wurde in der italienischen Bevolkerung als protektiv gegeniiber der PD-Entwicklung
entdeckt (Ghezzi et al., 2005), zeigte aber in der spanischen Bevolkerung keine Indizien auf einen
protektiven Haplotyp (Huerta et al., 2005). Diese bevolkerungsabhidngigen Befunde weisen darauf hin,
dass eine mitochondriale und nukleire Komposition, wie auch mogliche Umwelteinfliisse, die
Inzidenz der sporadischen PD beeinflussen konnen. Wichtig anzumerken ist, dass Haplotypen, die in
Parkinson-Patienten unterreprisentiert sind, sich gleichzeitig in gesunden ,,Hundertjdhrigen*

iberreprésentiert zeigen (Tanaka, 2002).

Degenerationsprozess dopaminerger Neurone der Substantia nigra

Ein typisches dopaminerges Neuron der SNpc, welches Dopamin metabolisiert, hohe Mengen an
Neuromelanin und Eisen, sowie erniedrigte Glutathion-Mengen und mitochondriale Defekte aufweist,

befindet in einem stark prooxidativen Status (siehe Abb. 1.10.).

Mit dem Alter wird jeder der genannten Faktoren immer stirker ins Ungleichgewicht fallen und
oxidative Bedingungen einfithren. Wie oben beschrieben, entwickelt sich die PD in der Mehrzahl der
Individuen erst ab einem Alter von 65 Jahren. Obwohl dopaminerge Zellen gegen die gegebenen
Anforderungen gewappnet sind, kommt es mit der Zeit zu einem verstirkten Redoxungleichgewicht.
Wenn diese Bedingungen ein bestimmtes Ausmal} erreicht haben, kommt es zur Entstehung eines
Teufelskreises, in welchem durch oxidative Bedingungen alle zelluldaren Komponenten beeintrichtigt
werden, wie auch Mitochondrien in ihrer Funktion beeintrdachtigt werden, die hierdurch wiederum
vermehrt ROS entlassen (siche Abb. 1.10.). Modifizierte Proteine verlieren ihre Funktion, modifizierte
Lipide veridndern die Funktion der Membranproteine. Mit der Zeit kdnnen progressiv modifizierte
Mitochondrien entstehen mit Membranpotentialverlust (ATP-Depletion und verringerte
Pufferkapazitit von Ionen und Calcium). Es kommt zu gesteigerten proteosomalen und lysosomalen
Abbauprozessen, welche energieabhingig arbeiten. Die Aggregation modifizierter Proteine wird
eingeleitet, mutierte Mitochondrien und Aggregate werden z.T. eliminiert, wodurch vergroferte
Autophagosomen  entstehen.  Aggregate, autophagosomale  Strukturen und  verdnderte
Phosphorylierungssignalwege reduzieren oder verhindern den Transport von Proteinen, Vesikeln und
Mitochondrien entlang der langen Axone. Hierdurch konnen an der Synapse nicht geniigend
Mitochondrien auftreten, wodurch sich die massiven lonentransporte iiber die Membran bei
Signaltransduktion verlangsamen (ATP-Mangel) und Calcium nicht ausreichend endoplasmatisch und

mitochondrial akkumuliert werden kann. Dies konnte zu einer Desintegration der Kommunikation
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zwischen interagierenden Zellen und zwischen Soma und Axonterminus fithren und eine retrograde
Degeneration der Neurone auslésen (siehe auch Diskussion). All diese Prozesse verlaufen langsam,

aber progressiv, und konnen in Individuen die Degeneration dieser spezifischen Neuronenpopulation

einleiten.
Beschaffenheit dopaminerger Neurone der SNpc
I. DOPAMINMETABOLISMUS und NEUROMELANIN II. ERHOHTE EISENWERTE
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o +nm+ HLO, - o - e
MAOB O, 7 0, +Fe O, + Fe
0’ DOPAC
‘ sowaeN. III. ERNIEDRIGTE GLUTATIONWERTE
HO SEMICHINON i
m — a i GSH GSSG
. +07 Y H,0 : H,0
DORSRIN \ *"z;» Neuromelanin P GPx :
“a Proteine, Lipide, Metallionen,
Autoxidation Schwermetalle, Toxine
i
DOPAMIN- a
SEMICHINON
/physlologlsch \
PROOXIDATIV ERHOHTES oxidativ modifizierte
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Abb. 1.10. Eigenschaften dopaminerger Neurone der SNpc wirken sich prooxidativ auf Zellen aus. Oxidative

Modifikationen zelluldrer Komponenten verursachen mitochondriale Defekte, welche die Entstehung

eines Teufelskreises der ROS-Bildung induzieren.

Mithilfe der oben angefiihrten Befunde wurde versucht darzustellen, dass dopaminerge Neurone der
SNpc durch oxidative Verschiebungen und mitochondriale Defekte einem erhdhten oxidativen Stress
ausgesetzt sind und dass oxidativer Stress in der Degenertation dieser besonderen Neuronenpopulation
einen sehr wichtigen Faktor darstellt. Aus diesem Grund konnte eine Therapie in antioxidativer Form
in Parkinson-Patienten eine Neuroprotektion ermoglichen und die nigrale Integritit in der

Bewegungsmodulation erhalten.
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1.7.  Antioxidantien zur neuroprotektiven Therapie der Parkinsonschen Krankheit

Bedeutung einer potenten antioxidativen Wirkung und guter Blut-Hirn-Schrankengingigkeit

Zur Privention progressiver Neurodegeneration in altersabhiingigen Krankheiten sind antioxidative
Substanzen als protektive Therapeutika sehr vielversprechend, v.a. auch als Protektionsstrategie der
vulnerablen dopaminergen Neurone. In priklinischen Studien konnten protektive Effekte mithilfe
verschiedenster antioxidativer Strukturen etabliert werden (sieche Abschnitt 4.3.). In klinischen Studien
erzielten die potentiell protektiven Substanzen in neurodegenerativen Erkrankungen keine bis
geringfiigige neuroprotektive Effekte (Moosmann und Behl, 2002; Weber und Ernst, 2006).
Alzheimer-Patienten oder Patienten mit mikrovaskuldrer Hirnverletzung zeigen nach Behandlung mit
antioxidativen Substanzen keine Verringerung oxidativer Stressmarker (Sonnen et al., 2009). Die
einzige Struktur, welche auf einer antioxidativen Wirkung basiert und sich neuroprotektiv in frithen
PD-Stadien und anderen neurodegenerativen Erkrankungen zeigt, ist das Ubichinon (Coenzym Q;
Shults et al., 2002; Cooper et al., 2008). In Pilotstudien konnte fiir die PD als auch fiir die
Alzheimersche Krankheit eine Kombination aus a-Tocopherol und Ascorbinsdure als leicht protektiv
eingestuft werden (Fahn, 1992; Zandi et al., 2004). Hiermit wurde in klinischen Studien bestitigt, dass

eine antioxidative Therapie das Fortschreiten der Degenerationsprozesse authalten kann.

Das Fehlen der antioxidativen Wirkung der meisten Substanzen in Patienten konnte auf eine nicht
ausreichende Entgiftungskraft der untersuchten Strukturen in vivo zuriickzufiihren sein. Protektive
Konzentrationen der meisten antioxidativen Strukturen liegen in hohen mikro- bis sogar millimolaren
Bereichen in Zellkulturuntersuchungen (siehe auch Abschnitt 4.3.). In Toxin-induzierten zelluldren
SH-SY5Y-Modellen werden 200 uM Melatonin (Chen et al., 2005b), 300 uM Talipexol und
Pramipexol (Kitamura et al., 1998), 2,5 mM N-Acetylcystein, 5 mM TEMPO sowie 10 uM
Dihydroliponsdure (Seaton et al., 1997) als neuroprotektiv beschrieben. Hingegen zeigen 500 uM
Trolox (wasserlosliches Vitamin E), Ascorbinsdure oder Phenyl-tert-Butylnitron (PBN) keine
protektive Wirkung im Toxin-induzierten Zellkulturmodell (Lee et al., 2000). Im Toxin-induzierten
Parkinson-Modell des Nematoden C. elegans erweisen sich Ascorbinsidure und Liponsédure ab 500 uM
als protektiv, Carnitin, Kreatin und Ubichinon zeigen bis 500 uM keine protektiven Eigenschaften
(Braungart et al., 2004). Diese Studien verweisen auf eine hohe Pharmako-Dosis-Aktivititsbeziehung
der meisten antioxidativen Strukturen. Ubertragen auf einen Organismus, kann eine hohe
Konzentration an Pharmaka, Nebeneffekte hervorrufen und sich auf den Organismus negativ
auswirken. Ein weiteres Kriterium der Neuroprotektion, ist die Aufnahme der Substanzen in das ZNS.
Die Blut-Hirn-Schranke kann als Barriere dienen und die Bioverfiigbarkeit der Pharamka an Stellen

des Finsatzes sehr stark absenken. o-Tocopherol und Ubichinon werden trotz massiver

24



Einleitung

Supplementierung nicht signifikant im Gehirn angereichert (Vatassery et al., 1998; Dallner und

Sindeler, 2000).

Fiir eine protektive Therapie in vivo miissen effektive, biochemisch potente, antioxidative Strukturen,
welche eine gute Blut-Hirn-Schrankengiingigkeit aufweisen, gefunden werden (Gilgun-Sherki et al.,
2001; Moosmann und Behl, 2002). Bisarylimine (siche Abb. 1.11.), welche in dieser Arbeit als potente
Antioxidantien in Parkinson-Modellen beschrieben werden, wurden bereits als sehr effiziente ROS-
Detoxifizierungsstrukturen identifiziert (Moosmann et al., 2001; Hajieva et al., 2009). In in vitro
Kulturen wirken Bisarylimine in nanomolaren Konzentrationen gegeniiber direkten ROS-
induzierenden Toxinen (effektive Konzentrationen liegen etwa zwei bis vier Potenzen niedriger im
Vergleich zu vielen antioxidativen Strukturen). Bisarylimine stellen kleine Molekiile dar mit
lipophilem Charakter, diese Eigenschaften sollten die Passage durch die Blut-Hirn-Schranke
ermoglichen (siehe auch Abschnitt 4.3.). Effiziente Antioxidantien, welche eine hohe
Detoxifizierungsrate oxidativer Zustinde bei niedrigen Konzentrationen ermdglichen und eine gute

Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit aufweisen, sollten ihre neuroprotektive Wirkung im ZNS entfalten.
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1.8.  Untersuchte Substanzen und experimentelle Modellsysteme

1.8.1. Untersuchte Substanzen
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Abb. 1.11. Darstellung der untersuchten Substanzen.

Bisarylimine (Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin) werden in dieser Arbeit als neuroprotektive
Substanzen untersucht. Zur Darstellung des antioxidativen und nicht-rezeptorvermittelten
Wirkungsmechanismus der Bisarylimine und zur Untersuchung ihres antioxidativen Potentials,
werden parallel nicht-antioxidativ wirkende N-substituierte Strukturanaloga des Phenothiazins

(N-Acetylphenothiazin, Chlorpromazin, Promazin, Promethazin), Dopaminrezeptor-Antagonisten
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(Chlorpromazin, Promazin, Promethazin, Clozapin, Risperidon), Dopaminrezeptor-Agonisten
(Dopamin,  Apomorphin) und bekannte  Antioxidantien (Vitamin E, [p-Catechin,

Epigallocatechingallat) auf ihr neuroprotektives Potential hin untersucht (sieche Abb. 1.11.).

1.8.2. Parkinson-Phéinotyp induzierende Komplex I Inhibitoren

1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) wurde als PD-induzierendes Neurotoxin durch
einen ungliicklichen Zufall in den 8Oer Jahren entdeckt. Durch Eigenapplikation unsachgeméif
hergestellten, synthetischen Heroins, mit einem gewissen Anteil an MPTP, entwickelten junge
Drogensiichtige Parkinson-Symptome (Langston et al., 1983). Diese Entdeckung ebnete den Weg der
experimentellen Parkinson-Modelle (Beal, 2001). MPTP kann durch seinen lipophilen Charakter die
Blut-Hirn-Schranke passieren, wird in Astrozyten aufgenommen und dort mithilfe der MAO-B zum
1-Methyl-4-Phenyl-1,2-Dihydroxypyridiniumion (MPDP"; Chiba et al., 1984; Markey et al., 1984)
metabolisiert, welches spontan oxidiert wird zum eigentlichen toxischen Agens, dem 1-Methyl-4-
Phenyl-pyridiniumion (MPP"). MPP* wird nach der glialen Freisetzung selektiv in dopaminerge
Neurone mittels Dopamintransporter (DAT) aufgenommen (Chiba et al., 1985; Javitch et al., 1985).
Intrazelluldr kann MPP" in Mitochondrien akkumulieren (Singer et al., 1987) oder in Vesikeln mittels
VMAT-2 gespeichert werden (Liu et al., 1992). Inhibition des mitochondrialen Komplex I durch
MPP" (Dauer und Przedborski, 2003) fiihrt zur ATP-Depletion und zum verstirkten Ausbruch von
Elektronen aus der inneren Mitochondrienmembran, welches zur verstirkten ROS-Bildung fiihrt
(sieche Abschnitt 1.3.1. und 4.1.2.). Diese Primireffekte auf die mitochondriale Funktion 16sen eine
Reihe von oxidativen Kaskaden aus, die in Abschnitt 1.3. beschrieben werden. MPTP-Applikation
fiihrt in Affen und Méiusen (Gerlach und Riederer, 1996), aber auch in C. elegans (Braungart et al.,
2004; siehe Abschnitt 1.8.3.), zur selektiven Degeneration dopaminerger Neurone. In Primaten
spiegelt die MPTP-induzierte neurologische Verinderung die Symptomatik der Parkinson-Patienten
sehr gut wieder. Unter den Nagetieren zeigt der Miusestamm C57black/6 geniigend Sensibilitit
gegeniiber MPTP, um als PD-Modell genutzt zu werden, mit Ausnahme der PD-typischen Lewy-
Korperchen Bildung.

Rotenon wird aus der Wurzel eines in Borneo heimischen Schmetterlingsbliitlers gewonnen. Als
Insektizid eingesetzt, konnte in epidemiologischen Studien gezeigt werden, dass eine langjdhrige
Rotenon-Exposition mit einer erhohten PD-Inzidenz assoziiert wird (Seidler et al., 1996) und somit
Rotenon als eines der Umweltgifte (Paraquat (MPTP-Strukturanalogon), Organophosphate, Rotenon,
und andere Umwelttoxine) identifiziert werden, die in Zusammenhang mit verstirktem Auftreten der
PD gebracht werden (Tanner, 2003; Taylor et al., 2006; Dick et al., 2007; Elbaz und Tranchant, 2007).
Rotenon stellt einen selektiven und sehr effizienten Komplex I Inhibitor dar. In Tiermodellen fiihrt

Rotenon zur progressiven Degeneration der nigralen Neurone mit Lewy-Korperchen Bildung. Nicht
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alle Tierindividuen sprechen auf das Toxin an und die Applikation erfolgt aufgrund der stark
hydrophoben Struktur intravends oder iiber osmotische Pumpen (Betarbet et al., 2000). Da Rotenon in
alle Zellen diffundiert, seine Wirkung jedoch zu einer selektiven Degeneration dopaminerger Neurone
fiihrt, deutet darauf hin, dass dopaminerge Zellen der SNpc eine erhohte Vulnerabilitdt gegeniiber einer

Komplex I Inhibition und deren Folgen zeigen (Sherer et al., 2003; Betarbet et al., 2000).

1.8.3. Modellsysteme

1.8.3.1. In vitro Modellsysteme

Die humane Neuroblastomazelllinie SH-SYSY stellt eine Sublinie der Neuroepitheliomazelllinie
SK-N-SH dar, welche einer Knochenmarksbiopsie eines vier jahrigen Midchens mit metastatischem
Neuroblastoma entstammt (Biedler et al., 1978). SH-SY5Y Zellen wachsen adhérent und besitzen
Charakteristika dopaminerger, cholinerger, glutamaterger und adrenerger Neurone (Biedler et al.,
1978). Aufgrund der dopaminergen Eigenschaften, wie etwa der Tyrosinhydroxylase Aktivitit, kann
die SH-SYSY Zelllinie als in vitro Modell der PD genutzt werden (u.a. Saeton et al., 1997).

Die Kultur der primidren Neurone des ventralen Mittelhirns von Sprague-Dawley Ratten stellt eine

neuronale Mischkultur dar, welche etwa 3 bis 5 % dopaminerge Neurone enthilt (Moon et al., 2005).
Nach Differenzierung der Primérzellen, nehmen die Neurone interneuronale und neurogliale Kontakte

auf. Das neurogliale Netzwerk kommt einer in vivo Situation sehr nahe.

1.8.3.2. Caenorhabditis elegans als Labormodell

Caenorhabditis elegans (C. elegans) ist ein etwa 1 mm grofler durchsichtiger Fadenwurm (Nematode).
Es ist ein im Boden lebender Organismus, welcher sich von Bakterien und organischem Material
erndhrt. C. elegans kann in zwei Geschlechtern auftreten, namlich als Hermaphrodit oder Ménnchen.
Unter normalen Lebensbedingungen vermehrt sich der Wurm als Hermaphrodit durch
Selbstbefruchtung und entldsst etwa 300 befruchtete Eier. Unter lebensbedrohlichen Bedingungen
(UV-Licht, Wirme, Futterarmut, Uberfijllung) treten Minnchen auf, die im Gegensatz zum
Hermaphrodit (zwei X Chromosomen) iiber nur ein X Chromosom verfiigen. Bei einer Befruchtung
durch minnliche Individuen, bei der es zum Austausch der genetischen Information kommt, steigt die
Anzahl der Nachkommen auf etwa Tausend. Die Lebensdauer des Wurms betrigt bei 20 °C etwa drei
Wochen, die reproduktive Phase wird nach drei Tagen erreicht. Niedrigere Temperaturen (im Labor
15 °C) verldngern die Lebensspanne, bei hoheren Temperaturen (im Labor 25 °C) verkiirzt sie sich.
Wihrend seiner Entwicklung durchschreitet der Wurm vier Larvalstadien, L1 bis L4, welche von

einem GroéBenwachstum und Hautungen begleitet sind. Zwischen dem L4 und jung adulten Stadium
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entwickeln sich die Reproduktionsorgane, welche ab dem jung adulten Stadium als Vulva, sowie
eiertragende Eileiter sichtbar werden. Unter schlechten Bedingungen oder Armut an Nahrungsquellen
kann sich ein im L1/L2-Stadium befindlicher Wurm zur Dauerlarve entwickeln, welches als
Entwicklungsarrest bezeichnet wird. Dauerlarven weisen einen sehr geringen Metabolismus auf und
konnen lange Zeit in diesem Stadium unter schlechten Lebensbedingungen ausharren, bis
Nahrungsquellen wieder wahrgenommen werden konnen. Der in Bristol vom Boden entnommene
C. elegans Wurmstamm, wurde ,,N2* bezeichnet und ist als Wildstamm klassifiziert (Briggs, 1946).
Als Labororganismus ist C. elegans sehr einfach zu halten. Die Reproduktionsphasen mit vielen
Nachkommen verlaufen sehr schnell, aufgrund der Selbstbefruchtung konnen Genmanipulationen iiber
Populationen unverindert vererbt werden und die vollstindige Aufkldrung des Genoms und vieler
molekularer Mechanismen, welche iiber die Vielfalt der Spezien konserviert bleiben, erleichtern das
Verstdndnis noch unaufgeklirter Signalwege und erlauben Analogien zu hoheren Organismen. Die
Durchsichtigkeit des Wurms und Genmanipulationsstrategien ermoglichen in vivo einzelne
Zellpopulationen, Organellen oder Proteine mit fluoreszenten Markern im Fluoreszenzmikroskop zu
diskriminieren und zu analysieren. C. elegans stellt ein geeignetes experimentelles Modell fiir

verschiedene Krankheiten dar.

Das Nervensystem des Caenorhabditis elegans

Das Strickleiternervensystem des C. elegans besteht aus 302 Neuronen, die im pharyngealen
Nervenring zum Ganglienkomplex zusammenlaufen, und ventral und dorsal eine Chorda-Struktur
ausbilden (siche Abb. 3.3.7.)). Neurone koOnnen unterteilt werden in sensorische Neurone,
Motorneurone und Interneurone. Zur Signaltransduktion werden Dopamin, Acetylcholin, Glutamat,
Serotonin und Neuropeptide genutzt. Hermaphroditen besitzen acht dopaminerge, bilateral organisierte
Neurone, sechs Neurone befinden sind in der Kopfregion, mit vier cephalischen Neuronen (CEP) und
zwel anterioren Deidriten (ADE), sowie zwei posterior liegenden Deidriten (PDE) (White et al., 1986;
siche Abb. 1.12. und 3.3.7.). Des Weiteren weisen Miannchen zusétzlich RSA, R7A und R9A Neurone

in der Schwanzregion auf, die bei der Kopulation eine Rolle spielen (Liu und Sternberg, 1995).

ADE CEP

Abb. 1.12. Darstellung dopaminerger Neurone des C. elegans; entnommen aus http://www.wormatlas.org.
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Dopaminerge Neurone enden in sensorischen Organen der Cuticula. Anhand von Ablationsstudien
konnte gezeigt werden, dass die acht dopaminergen Neurone zur mechanischen Sensierung von
Nahrungsquellen genutzt werden. Bei grolem Nahrungsangebot verlangsamt der Wurm seine
Bewegung, bei Ablation der dopaminergen Zellen fehlt dieses Verhalten (sog. ,basal slowing
response‘‘; Sawin et al., 2000). Dopaminerge Neurone sind fiir ein weiteres Verhalten verantwortlich.
Wird eine Nahrungsquelle verbraucht, werden gut gefiitterte Wiirmer in der N&he nach
Nahrungsquellen suchen. Hierfiir werden Wiirmer in sehr schnellen Wendungen die nahe Umgebung
nach Nahrungsquellen durchsuchen, bevor sie sich in weitere Regionen begeben. Dieses Verhalten
fehlt beim fehlenden Dopaminsignal (sog. ,area restricted searching; Hills et al., 2004). Das
dopaminerge System des Wurmes spielt auch eine Rolle im Lernprozess. Hierbei wurde von Sanyal et
al. (2004) beschrieben, dass in Wildtypen eine Beriihrung zur Flucht des Tieres fiihrt, nach mehrfacher
Wiederholung, wird sich der Wurm an diese externe Stérung gewohnen. Wiirmer mit fehlendem
Dopaminsignal oder einem mutierten DOP-1 Rezeptor (D;-Rezeptor Homolog in C. elegans)
gewohnen sich viel schneller an duflere Gefahren. C. elegans besitzt vier Dopaminrezeptoren (DOP-1
bis DOP-4), die Homologe der D,- und D,-Rezeptortypen darstellen. Der D,-Rezeptortyp DOP-3
vermittelt das ,basal slowing response” Verhalten, wobei der D;-Rezeptortyp DOP-1 in
antagonisierender Weise dieses Verhalten kontrolliert (Chase et al., 2004). DOP-1 und DOP-3
Rezeptoren sind in Motorneuronen der ventralen Chorda ko-exprimiert und modulieren die
Bewegungsrate. Motorneurone der ventralen Chorda sind nicht postsynaptisch an dopaminerge

Neurone gekoppelt, die Signaltransduktion des Dopamins erfolgt bei C. elegans extrasynaptisch.

In C. elegans wurden sowohl pharmakologische als auch genetische Parkinson-Modelle etabliert
(Schmidt et al., 2007). Toxin-induzierte Parkinson-Modelle in C. elegans sind fiir 6-Hydroxydopamin
(Nass et al., 2002; Cao et al., 2005), sowie MPP" und Rotenon (Braungart et al., 2004) bekannt. Diese
in vivo Modellsysteme rekapitulieren die erhthte Sensibilitdt dopaminerger Neurone und eignen sich
zur Evaluierung antisymptomatischer und protektiver Therapeutika (Braungart et al., 2004; Schmidt et

al., 2007).

30



Einleitung

1.9. Ziel der Arbeit

Da nach dem aktuellen Wissensstand oxidativer Stress eine kausale Rolle in der PD-Pathogenese
einnimmt und in priklinischen Studien eine antioxidativ-basierte Neuroprotektion der vulnerablen
dopaminergen Neuronenpopulation erreicht werden kann, erweist sich eine neuroprotektive Therapie,
welche auf antioxidativer Wirkung basiert, als sehr vielversprechend. In klinischen Studien konnte
verdeutlicht werden, dass eine antioxidativ vermittelte Neuroprotektion bestimmte strukturelle
Eigenschaften der potentiellen Neuroprotektanten einbezieht. Diese grundlegenden Faktoren erfassen
eine niedrige Pharmako-Dosis-Aktivititsbeziehung der antioxidativ wirkenden Strukturen, sowie eine
gute Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit der Neuropharmaka. Strukturelle Eigenschaften der Bisarylimine
verweisen auf eine hohe antioxidative Potenz in niedrigen Konzentrationen und auf eine gute
Gehirngingigkeit dieser kleinen, lipophilen Antioxidantien. Durch die strukturelle Ahnlichkeit der
Bisarylimine zu trizyklischen Neuroleptika, konnten Bisarylimine zu klinisch anerkannten

Neuroprotektanten etabliert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, drei Bisarylimin-basierte Strukturen, Phenothiazin, Iminostilben und
Phenoxazin, auf ihr neuroprotektives Potential in Modellsystemen der PD hin zu untersuchen. Die
in vitro und in vivo Modellsysteme basieren auf der Wirkung der Komplex I Inhibitoren, MPP" und
Rotenon. Beide Komplex I Inhibitoren etablieren in vitro und in vivo pathophysiologische
Charakteristika der PD. Fiir die in vitro Untersuchungen werden neben einer humanen, dopaminergen
Neuroblastomazelllinie, primire Kulturen des ventralen Mittelhirns von Rattenembryonen eingesetzt.
In beiden Zellkulturmodellen erfolgt die Charakterisierung des neuroprotektiven Potentials der
Bisarylimine an pathophysiologischen Merkmalen der PD. Anhand von Zelliiberlebensuntersuchungen
werden protektive Konzentrationen der untersuchten Substanzen bestimmt und diese zur Analyse der
neuroprotektiven Wirksamkeit der Bisarylimine gegeniiber verschiedenen Etappen der Komplex I
Toxizitit verwendet. Diese Untersuchungen beinhalten die Analyse der mitochondrialen Integritit und
der endogenen antioxidativen Kapazitit, sowie lysosomale Abbauprozesse. Des Weiteren wird in
in situ Untersuchungen die antioxidative Potenz der Bisarylimine analysiert. Der antioxidative
Wirkungsmechanismus der Bisarylimine wird durch den Einsatz von neuroleptisch-wirkenden

N-substituierten Strukturanaloga des Phenothiazins bestitigt.

Fir in vivo Untersuchungen wird C. elegans herangezogen. C. elegans stellt einen etablierten
Modellorganismus der PD dar (Braungart et al., 2004; Schmidt et al., 2007). Zur Etablierung des
C. elegans Parkinson-Modells wird der Nematode genetisch manipuliert zur dopaminerg-spezifischen
DsRed2-Expression und pan-neuronaler CFP-Expression. In diesem Modellsystem kann die

dopaminerge Neuronenpopulation in vivo vom Gesamtnervensystem diskriminiert werden. Die
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Etablierung des C. elegans Parkinson-Modells im larvalen und adulten Stadium umfasst den Einsatz
der beiden Komplex I Inhibitoren und die Charakterisierung der Integritdt des dopaminergen Systems
bei Toxingabe und die Neuroprotektion mithilfe der Bisarylimine. Des Weiteren werden mithilfe des
Toxin-induzierten larval-arretierten Phédnotyps protektive Konzentrationen der untersuchten
Substanzen in vivo bestimmt. Parallel kann in den genannten Untersuchungen und Verhaltensanalysen
durch den FEinsatz von Neuroleptika, Dopaminrezeptor-Agonisten sowie bekannten Kontroll-
Antioxidantien die antioxidativ-vermittelte Neuroprotektion der Bisarylimine klar charakterisiert und
die Modulationsfihigkeit des dopaminerg-vermittelten Verhaltens mithilfe der untersuchten

Substanzen in vivo analysiert werden.
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2. MATERIAL und METHODEN

2.1. Modelle

Modell Bezugsquelle Charakteristika

SH-SYS5Y Zelllinie American Type Culture Collection | humane  Neuroblastomazelllinie
(ATCC), Manassas (USA) mit dopaminergem Charakter

primére entnommen aus dem ventralen | neurogliales Netzwerk, Anreiche-

Mittelhirnzellen Mittelhirn von E17-Embryonen des | rung dopaminerger Neurone der
Sprague-Dawley Rattenstammes Substantia nigra

N2-Bristol Wildstamm | Caenorhabditis ~ Genetic ~ Center, | C. elegans Wildstamm-V ariante
Minnesota (USA)

transgene Wurmlinie N2-Variante  ko-transfiziert =~ mit | dopaminerge DsRed2-Expression
Pcuyoi:DsRed2 im pRL1899-Vektor | und pan-neuronale CFP-
und Py, ;::CFP im pVH10.10-Vektor | Expression

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierexperimente entsprechen den Richtlinien fiir
Tierversuche nach der Mallgabe der Europidischen Union (Direktive 86/609/EEC). Es liegt eine

Genehmigung fiir die Tierexperimente vor.

2.2. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien, sofern nicht anders angegeben, sind von den Firmen Sigma-Aldrich
(Schnellendorf), Merck (Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. Alle
Medien und Puffer fiir Zellkulturarbeiten sind von Gibco (Invitrogen, Karlsruhe). Die in dieser Arbeit
verwendeten Toxine, 1-Methyl-4-phenylpyridin (MPP"), Rotenon und Buthionin-Sulfoximin (BSO),
sowie die zu untersuchenden Substanzen (Phenothiazin (PHT), Iminostilben (ISB), Phenoxazin
(PHO), Vitamin E (VitE), B-Catechin (Cat), Epigallocatechingallat (EGCG), N-Acetylphenothiazin
(AcPHT), Chlorpromazin (CPRZ), Promazin (PRZ), Clozapin (CLOZ), Risperidon (RISP),
Promethazin (PMZ), sowie Apomorphin (Apo) und Dopamin (DA)) sind sachgemidfl verwendet und

entsorgt worden und stammen von Sigma-Aldrich im hochst angebotenen Reinheitsgrad.
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2.3. Gerite

Geriite

Absaugpumpe Vacusafe comfort

Aufsatzkamera SPOT RE-SE™

Brutschrank, Queue®

Brutschrank

CO2-Inkubator CB 210
Elektrophoresegerit PowerPac 1000
Fluoreszenz-Mikroskop Axiophot
Fluoreszenz-Stereomikroskop MZ10F
FujiFilm Intelligent Dark Box
Geldokumentationssystem
Gelbild-Drucker P91D
Heizblockmagnetriihrer MR 3000
iCycler

Inkubatorschiittler Certomat® HK
Invers-Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Invers-Mikroskop CKX41

Netzgerit

pH Meter CG 825

Photometer Multiscan RC
Potter-Elvehjem Apparatur Typ 853202
Prizisionswaage

Schallgerit, Ultrasonic Cell Disruptor
Schiittler

Schiittler Denley MaxiMix
Sicherheitswerkbank
Sicherheitswerkbank MH-100
Sicherheitswerkbank SterilGARD® III Advance®
Stereomikroskop

Stereomikroskop Leica DM IRB
Stereomikroskop Stemi 2000-C
Thermocycler T-Gradient 96T1

Thermomixer comfort

Material und Methoden

Bezugsquelle

Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Diagnostic Instruments, Sterling Heights (MI,
USA)

Nunc Intermed GmbH, Wiesbaden

Kiihn & Bayer Laboreinrichtungen, Nidderau
Binder GmbH, Tuttlingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen
Leica Camera AG, Solms

FujiFilm, Diisseldorf

Intas®UV-Systeme, Gottingen

Mitsubishi, Tokyo (Japan)

Heidolph Instruments, Schwabach

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sartorius AG, Gottingen

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen
Olympus, Hamburg

Biometra, Gottingen

ST Analytics GmbH (SCHOTT AG), Mainz
Thermo Lab Systems, Franklin (MA, USA)
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sartorius AG, Gottingen

KONTES, Vineland (NJ, USA)

INFORS GmbH, Einsbach

Denley instruments Ltd., Colchester (UK)
Slee, Mainz

Telstar Life Science solutions, Frankfurt
Labotect Labor-Technik GmbH, Géttingen
Olympus, Hamburg

Leica Camera AG, Solms

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen
Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg
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TransferMan NK2 + Femtojet
Ultrazentrifuge Optima TLX
UV-Lampe NU-4KL

UV/Vis Spectrophotometer DU® 800
UV-Tisch

UV-Transilluminator

Varioklav

VICTOR3™ V Multilabel Counter 1420 mit
Wallac Software

Vortexer K MS 1 Minishaker
Waage TE153S

Zentrifuge EBA12
Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Zentrifuge Fresco 17

2.4. Puffer und Losungen

Material und Methoden

Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter, Fullerton (CA, USA)
Benda, Wiesloch

Beckman Coulter, Fullerton (CA, USA)
Renner GmbH, Dannstadt
Intas®UV-Systeme, Goéttingen

H + P Labortechnik GmbH, Oberschleissheim
PerkinElmer LAS GmbH, Jiigesheim

IKA®Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Sartorius AG, Géttingen

Hettich, Tuttlingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Puffer und Lésungen sind mit bidestilliertem Wasser (bidest.-H,O) hergestellt und autoklaviert.

Puffer

allgemeine Puffer

1x PBS NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO, x 2H,0O 10 mM
KH,PO, 1,8 mM
in bidest.-H,O, pH 7.4 mit HCIL.

1x TBS NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Tris-Base 25 mM
in bidest.-H,O, pH 7.4 mit HCI.

Bakterien-Nihrmedien

LB-Medium Trypton 1 % (wlv)

Luria Broth Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 0,5 % (w/v)

in bidest.-H,O, pH 7.0 mit NaOH.

LB-Agarplatten

LB-Medium + 1,5 % Bacto-Agar

autoklavieren, auf etwa 65 °C abkiihlen, Antibiotika hinzugeben (End-
konzentration 100 pg/ml), in 10 cm Schalen gieB3en.

E. coli Suspension
TB-Medium
Terrific Broth

Bacto-Trypton
Hefe-Extrakt
Glycerin

1,2 % (w/v)
2,4 % (W/v)
0,2 % (vIv)
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2 x 450 ml TB in 1 L Glaskolben autoklavieren, abkiihlen und pro
Glaskolben 50 ml K-Puffer und 200 mg/ml Streptomycin hinzugeben. Die
Losung beimpfen mit 5 ml einer sich in der exponentiellen Phase
befindlichen HB-101 E. coli Kultur (10° Zellen/ml). Die Bakterien-
suspension bei 37 °C und 210 rpm 16 h hochziehen, bei 9000 rpm und 4 °C
fiir 10 min sedimentieren. Das Bakteriensediment im kleinen Volumen des
Uberstandes resuspendieren, in ein 50 ml Rohrchen iiberfithren und mit
MO-Puffer auf etwa 10° Bakterien/ml (ODgponm von 1 ~ 109/ml) auffiillen.

Nematoden-Medien, -Puffer und -Lésungen

NGM-Platten

NaCl 0,3 % (w/v)
Bacto-Pepton 0,25 % (W/v)
Bacto-Agar 1,6 % (W/v)
Losung autoklavieren, auf etwa 65 °C abkiihlen und bereichern mit:
PPB pH 6.0 25 mM
CaCl, 1 mM
Uracil 200 pg/ml
Cholesterol 500 mg/ml
Streptomycin 100 mg/ml

NGM-Agarmedium in 60 mm Schalen gieBen (11,5 ml), nach Abkiihlen die
Platten mit 350 pl einer sich in der exponentiellen Phase befindlichen
E. coli-Ubernachtkultur des Stammes HB-101 beimpfen und 2 bis 3 Tage
bei RT inkubieren. Die Platten werden bei 4 °C gelagert.

1 M PPB KH,PO, 0,72M
K>HPO, 0,28 M
pH 6.0 mit 10 N KOH.

M9-Puffer Na,HPO, 0,6 % (w/v)
KH,PO, 0,3 % (w/v)
NaCl 0,05 % (w/v)
NH,CI 0,1 % (wlv)

S-Basal-Medium NaCl 0,58 % (w/v)
PPB pH 6.0 50 mM
vor Gebrauch bereichern mit:

Cholesterol 0,0005 % (w/v)
CaCl, 3 mM
Spurenelemente-Losung 1x
Kaliumcitrat pH 6.0 1x

E.coli HB-101 Suspension (10%/ml) 1/100x

K-Puffer

KH,PO, 0,17M
K,HPO, 0,72M

100x Kaliumcitrat

Zitronensdure Monohydrat 21,02 % (w/v)
pH 6.0 mit KOH-Plittchen.
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100x Spurenelemente-

4 FeSO, x 7 H,O 0,069 % (w/v)

Losung Na,EDTA 0,186 % (W/v)
MnCl, x 4 H,O 0,0196 % (w/v)
ZnS0O, x 7 H,O 0,0288 % (w/v)
CuSO, x 5 H,O 0,0024 % (w/v)

2x Wurm- NaCl 100 mM

Einfriermedium PPB 50 mM
Glycerin 30 %
MgSO, 0,3 mM

Hypochlorit-Losung NaHypochlorit 0,625 %
KOH 250 mM

Westernblot-Puffer

4x Sammelpuffer Tris-Base 0,6 M
SDS 0,4 % (w/v)
in bidest.-H,0O auf pH 6.8 mit HCI.

4x Trennpuffer Tris-Base 1.5M
SDS 0,4 % (w/v)
in bidest.-H,O auf pH 8.8 mit HCI.

1x Laufpuffer Tris-Base 2,5 mM
Glycin 25 mM
SDS 0,01 % (w/v)

1x Transferpuffer Tris-Base 2,5 mM
Glycin 25 mM
Methanol 20 % (v/v)

4x Probenpuffer Tris-HCI pH 6.8 200 mM
Glycerin 40 % (v/v)
SDS 4 %(W/IV)
Bromphenolblau 0,02 % (wlv)
B-Mercaptoethanol 20 % (v/v)

PonseauS-Lésung PonceauS 0,1 % (w/v)
Trichloressigsidure 3% (wlv)

Agarosegel-Puffer

50x TAE-Puffer Tris-Base 2M
Natriumacetat x 3 H,O 1M
EDTA 50mM

Eindeckmedium

Eindeckmedium Polyvinylalkohol 10 % (w/v)
PBS 70 % (v/v)
bei 60 °C unter Riihren auflosen
Glycerin 30 % (v/v)
p-Phenylendiamin 0,1 % (w/v)

unter Rithren auf pH 8.0 mit NaOH, die Lagerung erfolgt bei -80 °C unter

Lichtausschluss.
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2.5.  Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Primérantikorper fiir Inmunhistochemie

MAP2 Maus 1:100 Sigma-Aldich, Schellendorf

Primérantikorper fiir Imnmunoblots

Aktin Kaninchen 1:500 Sigma-Aldrich, Schellendorf

Katalase Kaninchen 1:1000 Ab-cam, Cambridge (UK)

DNP Kaninchen 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe

Drpl Maus 1:1000 BD Transduction Laboratories, Heidelberg
GPx1 Kaninchen 1:1000 Ab-cam, Cambridge (UK)

MAP2 Kaninchen 1:500 Millipore (Chemicon), Schwalbach

MnSOD Kaninchen 1:1000 Upstate (Millipore GmbH), Schalbach
OPA1 Maus 1:1000 BD Transduction Laboratories, Heidelberg
SOD (72B1) Maus 1:1000 Ab-cam, Cambridge (UK)

TH Maus 1:1000 Sigma-Aldrich, Schellendorf
Sekundirantikorper fiir Inmunhistochemie

Cy’- anti-Maus Ziege 1:300 Jackson ImmunoResearch, Newmarket (UK)
Sekundirantikorper fiir Imnmunoblots

anti- Maus-HRP Esel 1:10000 Jackson ImmunoResearch, Newmarket (UK)
anti- Kaninchen-HRP Esel 1:10000 Jackson ImmunoResearch, Newmarket (UK)

2.6. Kultivierung und Behandlung der in vitro Kulturen

2.6.1. Gewinnung und Haltung der Primiirzellen aus dem ventralen Mesencephalon der Ratte

Das ventrale Mittelhirn von Sprague-Dawley Ratten am Embryonaltag 17 (E17) wird fiir die
Gewinnung der Primirzellkulturen verwendet. Nach Anisthesierung der trichtigen Ratte mit Forene
(Wirkstoff: Isofluran; Abbott AG, Baar (Schweiz)) wird diese mittels Guillotine enthauptet und
Embryonen werden entnommen. Nach Dekaptierung der Embryonen werden die Kopfe in eiskalter
1x Ca*- und Mg**-freier Phosphat gepufferter Saline (dPBS) gesammelt und entnommene Gehirne
erneut in eiskaltem dPBS gespiilt. Die Region des ventralen Mittelhirns wird unter einem
Stereomikroskop gewonnen und fiir die Zeit der Priparation auf Eis in 1x Ca®*- und Mg**-freier
Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) gehalten. Zur Dissoziation der Zellen des entnommenen
Gewebes wird eine 20miniitige Trypsinierung in 0,1 %-igem Trypsin und 0,02 %
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) bei RT vorgenommen. Das trypsinierte Gewebe wird in 10 ml
HBSS mit 10 % inaktivem fotalen Kilberserum (FCS, bei 60 °C fiir 30 min inaktiviert; PAA

Laboratories GmbH, Pasching (Osterreich)) aufgenommen, worauf die Zellen durch Auf- und
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Abpipettieren in einer Sterilpipette dissoziiert vorliegen. Das Zellgemisch wird durch eine sterile Gase
mit 50 um Porenweite (Nybolt Gase; Eckardt, Waldkirch) filtriert und in weiteren 10 ml HBSS mit
10 % inaktivem FCS aufgenommen. Die Zellsuspension wird bei RT und 1200 rpm fiir 4 min
zentrifugiert. Das Zellsediment wird in 10 ml Neurobasal-Medium, welches mit 1 mM Glutamax, 1x
Supplement B-27 und 0,1 U Gentamycin bereichert ist, aufgenommen. Zur Ermittlung der
Lebendzellzahl wird eine Quantifizierung mittels Trypanblau-Farbung in der Neubauer-Kammer
vorgenommen (sieche Abschnitt 2.6.4.). Die Zellen des ventralen Mittelhirns werden in einer Dichte
von 2 x 10° Zellen pro 24er Loch-Kulturplatte auf sterilen Deckglidschen (12 mm (VWR International
GmbH, Darmstadt), zur Sterilisierung und Entfettung bei 180 °C fiir 2 h gebacken) fiir
immunhistochemische Untersuchungen ausgesit, fiir weitere Analysen werden die Zellen in einer
Konzentration von 4 x 10° pro Kulturplatte verwendet. Die Beschichtung der Kulturplatten erfolgt mit
0,1 mg/ml Polyornithin (Molekulargrofie: 100 bis 200 kDa) in steriler 1x Phosphat gepufferten Saline
(PBS) fiir mind. 30 min bei Schiittelbewegung und RT. Kurz vor dem Aussihen der Zellen werden die
beschichteten Kulturplatten einmal mit sterilem PBS gespiilt. Die Verdiinnung der Zellsuspension
erfolgt in Neurobasal-Medium, welches mit 1 mM Glutamax, 1x Supplement B-27 minus
Antioxidantien und 0,1 U Gentamycin supplementiert ist (Neurobasal-Kulturmedium). Die
Primérkulturen werden sich in sieben Tagen bei hoher Luftfeuchtigkeit, 5 %-igen Kohlenstoffdioxid-
Gehalt und 37 °C (Brutschrankbedingungen) zu einem differenzierten neuroglialen Netzwerk

entwickeln.

2.6.2. Kaultivierung der SH-SY5Y Zelllinie

SH-SYS5Y Zellen werden in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) mit 4,5 % Glucose,
1 mM Pyruvat, 10 % inaktivem FCS, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin (DMEM-
Kulturmedium) kultiviert. Zur Kultivierung werden die Zellen auf 10 cm Kulturplatten zwei Mal
wochentlich bei 70 %iger Konfluenz passagiert. Die Zellen werden mit 0,1 %igem Trypsin und
0,02 % EDTA in dPBS fiir 5 min bei 37 °C trypsiniert und mechanisch durch Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. Die Zellsuspension wird bei RT und 1200 rpm fiir 4 min zentrifugiert und in DMEM-
Kulturmedium aufgenommen. Die Lebendzellzahl wird mittels Trypanblau-Firbung in der Neubauer-
Kammer bestimmt (siche Abschnitt 2.6.4.). Fiir Experimente werden die Zellen in 96er, 12er, 24er und

6er Loch-Kulturplatten in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro Kulturplatte ausgesiit.
2.6.3. Kryokonservierung der SH-SYSY Zelllinie
Zur Erhaltung der SH-SYSY Zelllinie werden die Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert. Zellen einer

zu 70 % konfluenten Platte werden trypsiniert (siche Abschnitt 2.6.2.). Nach der Zentrifugation
werden die Zellen in 1 ml Einfriermedium, welches 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 50 % inaktives
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FCS und 40 % DMEM-Kulturmedium enthélt, aufgenommen und in ein Kryogefil (Nunc Intermed
GmbH, Wiesbaden) iiberfiihrt. Der Einfriervorgang erfolgt in einer Kryobox (Nalgene Cryo 1°C
freezing container, Nalgene Labware, Dianemark) mit Isopropyl-Alkohol bei -80 °C, welches eine
kontrollierte Senkung der Temperatur um -1 °C pro min erlaubt. Nach zwei Tagen Lagerung bei
-80 °C werden die Kryogefifle in fliissigen Stickstoff transferiert. Beim Auftauprozess werden Zellen
gleich nach dem Auftauen in warmes DMEM-Kulturmedium iiberfiihrt und bei RT und 1200 rpm fiir
4 min zentrifugiert. Die Zellen eines KryogefiBies werden in DMEM-Kulturmedium aufgenommen
und in einer 10 cm Kulturschale ausgesit. Am néchsten Tag wird das Medium durch frisches DMEM-

Kulturmedium ersetzt und die Zellen werden am darauf folgenden Tag passagiert.

2.6.4. Ermittlung der Lebendzellzahl

Zur Ermittlung der Lebendzellzahl werden tote von lebenden Zellen mittels 1:1 Firbung mit
Trypanblau (Sigma-Aldrich) in der Neubauer-Kammer (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen) unterschieden. Der Farbstoff Trypanblau diffundiert in tote Zellen und lésst diese durch
eine Blaufiarbung von lebenden Zellen unterscheiden. Die Anzahl der intakten Zellen pro Milliliter
Zellsuspension wird mit der dargestellten Formel errechnet (beriicksichtigt den Verdiinnungsfaktor (f),
die durchschnittliche Zellanzahl pro Kleinquadrat (0,1 pul Volumen) und die Umrechnung auf das
Volumen von 1 ml (x 10%)):

Zellanzahl pro ml Zellsuspension = (Zellanzahl pro GroBquadrat / 4) * f * 10°*

2.6.5. Behandlung der in vitro Kulturen

Nach einer Ruhephase von einem Tag (SH-SYSY Zellen) bzw. einer Differenzierungszeit von sieben
Tagen (Primirzellkultur) werden die Zellen 2 h vor Toxingabe mit den zu untersuchenden Substanzen
(PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ) behandelt. Aufgrund der Loslichkeit der Substanzen in
Ethanol (EtOH), werden Toxin- und unbehandelte Zellen in Anwesenheit von 1 % (96er Loch-
Kulturplatten) oder 0,1 % EtOH (Vehikel) inkubiert. Die eingesetzten Toxinkonzentrationen betragen
200 uM MPP?, 150 nM Rotenon oder 200 uM bzw. 400 uM BSO. Analysen erfolgen zu den
angegebenen Zeitpunkten (siehe Abschnitt 3.1. und 3.2.).

2.7.  Kultivierung und Behandlung des Caenorhabditis elegans
Caenorhabditis elegans (C. elegans) Wildstamm-Variante Bristol (N2) und transgene Wiirmer mit

N2-Hintergrund werden in dieser Arbeit verwendet (sieche Abschnitt 1.8.3.). Die Erstellung der
transgenen Wurmlinie wird in Abschnitt 2.19. und 2.20. behandelt.
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2.7.1. Kultivierung des Caenorhabditis elegans

Die Kultivierung der Wiirmer erfolgt bei 20 °C auf 60 mm NGM (Nematode Growthmedium)-Platten
(Brenner, 1974; siehe Abschnitt 2.4.), die mit der Nahrungsquelle Escherichia coli (E. coli)-Stamm
HB-101 (Caenorhabditis Genetic Center, Minnesota (USA)) beimpft sind. Der Stamm HB-101 ist
Uracil auxotroph und Streptomycin resistent. Fiir die Haltung und Anzucht der Wiirmer werden NGM-
Platten mit jeweils einem Wurm oder durch die ,,chunk-out* Methode jeden dritten Tag beimpft. Der

N2-Bristolstamm und der transgene Stamm weisen eine Generationszeit von etwa drei Tagen auf.

2.7.2. Kryokonservierung des Caenorhabditis elegans

Fiir eine Stammkonservierung werden L1-Larven in einem kleinen Volumen MO9-Puffer (siche
Abschnitt 2.4.) von NGM-Platten gespiilt, mit gleichem Volumen 2x Wurm-Einfriermedium (siehe
Abschnitt 2.4.) versetzt und in Kryogefifie aufgenommen, welche bei -80 °C vertikal eingefroren und
gelagert werden. Zur Rekonstitution der eingefrorenen Wiirmer werden diese auf NGM-Platten

iberfiihrt.

2.7.3. Synchronisierung des Caenorhabditis elegans

Zur Erstellung einer homogenen Population werden Wiirmer im L1- und jung adulten Stadium
synchronisiert. Hierfiir werden adulte eiertragende Wiirmer mit M9-Puffer von NGM-Platten gespiilt
und in ein 15 ml Rohrchen (Greiner Bio-One GmbH, Rickenhausen) iiberfiihrt. Die Wiirmer werden
bei 9000 rpm fiir 45 sec sedimentiert und in alkalische Hypochlorit-Losung (siehe Abschnitt 2.4.)
aufgenommen. Nach sofortiger Zentrifugation (9000 rpm fiir 30 sec) wird der Uberstand abgenommen
und die Wiirmer werden wiederum in alkalischer Hypochlorit-Losung resuspendiert und in ein 50 ml
Rohrchen (Greiner Bio-One GmbH, Rickenhausen) iiberfiihrt. Das Aufbrechen der adulten Wiirmer
erfolgt mithilfe von 23G-Nadeln (Dispomed Witt oHG, Gelnhausen). Die Wiirmer werden hierfiir in
einer Kaniile drei bis vier Mal aufgezogen. Das Aufbrechen erfolgt so lange bis 90 % der adulten
Wiirmer aufgeschlossen sind, dies kann im Sichtglas unter einem Stereomikroskop gepriift werden.
Hierauf wird die Wurmsuspension in ein neues 15 ml Roéhrchen iiberfithrt und 1 min bei 9000 rpm
zentrifugiert. Das Wurmsediment wird zwei Mal mit M9-Puffer gegespiilt mit den Zwischenschritten
der Zentrifugation (je 9000 rpm fiir 1 min). AnschlieBend werden die gereinigten Eier in 10 ml
M9-Puffer aufgenommen, in ein 50 ml Réhrchen iiberfiihrt und konnen 16 h bei 20 °C und 70 rpm
(sauerstoffreiche Kultivierung durch Bewegung) inkubiert werden. In dieser Zeit schliipfen die
L1-Larven, welche als Ausgangsorganismen fiir L1-Larven Experimente dienen. Fiir Experimente mit
adulten Wiirmern werden frisch geschliipfte Larven auf NGM-Platten bis zum Erreichen des adulten

Stadiums bei 20 °C fiir etwa drei Tage kultiviert.
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2.7.4. Behandlung der in vivo Kulturen

Als Ausgangsorganismus fiir in vivo Analysen dienen synchronisierte L1-Larven oder jung adulte
Nematoden des N2- bzw. transgenen Stammes in Fliissigkultur. Hierfiir werden pro Plattenloch einer
48er Loch-Kulturplatte (Nunc Intermed GmbH, Wiesbaden) etwa 40 L1l-Larven bzw. adulte
Nematoden in 0,5 ml S-Basal-Medium (siehe Abschnitt 2.4.) verteilt und bei 20 °C und 180 rpm
kultiviert. L1-Larven bzw. adulte Wiirmer (N2- und transgener Stamm) werden mit 1,5 uM MPP* oder
1,5 uM Rotenon bzw. 2 mM MPP" oder 1,5 uM Rotenon in Anwesenheit der angegebenen
Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen (PHT, ISB, PHO, VitE, Cat, EGCG, AcPHT,
CPRZ, PRZ, CLOZ, RISP, PMZ, Apo, DA) fiir die angegebene Zeit behandelt (siehe Abschnitt 3.3.).

Toxin- und unbehandelte Wiirmer werden in Anwesenheit von 0,1 % EtOH (Vehikel) inkubiert.

2.7.5. Analyse der in vivo Kulturen

2.7.5.1. Protektionsanalyse

Fir die Auswertung der Protektionsanalysen werden behandelte N2-Wiirmer nach drei Tagen
Behandlung im Phasenkontrastkanal bei 50x und 100x VergroBerung photographiert und in Hinblick
auf ihren Entwicklungsfortschritt beurteilt (L1-/L2-Larven bis jung adultes Stadium).

2.7.5.2. Analyse dopaminerger Neurone und des Gesamtnervensystems

Transgene L1- bzw. adulte Wiirmer werden nach der angegebenen Zeit (sieche Abschnitt 3.3.) auf
Agarosekissen iiberfithrt und mit etwa 20 pl Tetramisol (0,1 g/ml; Sigma-Aldrich) betdubt. Zur
Vorbereitung der Agarosekissen werden etwa 200 pl heile, 3 %ige Agarose in H,O auf einen
Objekttrager (Hartenstein, Wiirzburg) getropft und mit einem weiteren Objekttriger bedeckt. Nach
dem Transfer werden die Nematoden auf den Agarosekissen mit weiteren 20 pl Tetramisol und einem
Deckgldaschen (VWR International GmbH) bedeckt. Die Dokumentation des dopaminergen Systems
erfolgt mithilfe der DsRed2- (Variante des rot fluoreszierenden Proteins des Discosoma sp.)-
Fluoreszenz (siehe Abschnitt 1.8.3.) im 535/610 nm Exzitations-/Emissionskanal, die des pan-
neuronalen CFP- (cyan fluoreszierendes Protein)-Signals im 490/510 nm Kanal, die Morphologie des
Wurmes wird im DIC- (Differenzialinterferenzkontrast)-Kanal bei 200x Vergréerung photographiert.
Fiir die Auswertung wird die DsRed2-Fluoreszenzintensitidt im Kopfbereich (dopaminerge ADE und
CEP Neurone) mithilfe der MetaVeu-Software (Universal Imaging PerkinElmer Life and Analytical

Sciences) analysiert.
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2.7.5.3. Verhaltensuntersuchung

Zur Untersuchung des Dopamin-vermittelten Verhaltens in Wiirmern werden Verhaltensmuster in
adulten N2-Wiirmern nach fiinf Behandlungstagen analysiert. Die Beweglichkeit der Wiirmer wird im
sog. Thrashing Test (Miller et al., 1996; Thomas und Lockery, 1999) untersucht. Hierfiir werden
Wiirmer auf ein Sichtglas in einem Tropfen M9-Puffer iiberfiihrt und nach einer einminiitigen
Gewohnungszeit wird die Beweglichkeit der Wiirmer unter Beriicksichtigung der Ausschldage der

Schldngelbewegung innerhalb von 30 sec quantifiziert.

2.8.  Zytotoxizititsanalysen

2.8.1. MTT-Test

Die Quantifizierung des Zelliiberlebens wird mithilfe der metabolischen Aktivitit der Zelle bestimmt.
Hierfiir wird der MTT-Test angewandt, bei welchem das Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl-)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Sigma-Aldrich) in metabolisierenden Zellen zum blau-
violetten wasserunloslichen Formazan reduziert wird. Entstehende Formazan-Kristalle werden

photometrisch quantifiziert.

Die Behandlungsgruppen der SH-SYS5Y Zellen bzw. Primirzellkulturen auf 96er Loch-Kulturplatten
(mit 0,1 ml DMEM-Medium bzw. Neurobasal-Medium pro Plattenloch) werden zu den angegebenen
Zeitpunkten (siehe Abschnitt 3.1. und 3.2.) dem MTT-Test unterzogen. Hierfiir werden 0,5 mg/ml
MTT den Zellen fiir 4 h zugegeben, Formazan-Kristalle mit 0,1 ml (1:1) Solubilisierungslosung (40 %
Dimethylformamid (DMF), 20 % Natriumdodecylsulfat (SDS) in bidest.-H,O, pH ~ 4.0) fiir 24 h

solubilisiert und bei 560 nm photometrisch gemessen.

2.8.2. Hoechst-Firbung

Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) ist ein fluoreszenter Farbstoff, welcher selektiv in der kleinen Furche
der Desoxyribonukleinsdure (DNA) bindet. Der Farbstoff wird zur Darstellung der DNA-

Fragmentierung und -Kondensation verwendet.

Zu angegebenen Zeitpunkten der Behandlung der SH-SYSY Zellen auf 96er Loch-Kulturplatten (siehe
Abschnitt 3.1.) werden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fiir 20 min bei RT fixiert. Hierauf
folgen drei Waschschritte mit PBS und die Farbung der Zellen mit 1 pg/ml Hoechst 33258 in PBST
(PBS versetzt mit 0,2 % Triton X-100) fiir 20 min bei RT. Ungebundener Farbstoff wird durch drei
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Waschschritte mit PBS aus den Zellen herausgespiilt. Die Fluoreszenzaufnahmen erfolgen im

360/460 nm Exzitations-/Emissionskanal bei 200x Vergroferung.

2.8.3. Propidiumiodid-Firbung

Propidiumiodid (PI; Sigma-Aldrich) interkaliert in Nukleinsduren, iiberquert jedoch nur die
Zellmembranen toter Zellen. Hiermit stellt die PI-Firbung einen guten Indikator fiir die

Zellmembranintegritét dar.

Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zelllinie auf 96er Loch-Kulturplatten werden zu den angegebenen
Zeitpunkten (siehe Abschnitt 3.1.) mit 1 pg/ml PI in DMEM-Kulturmedium fiir 10 min gefirbt,
zweifach mit phenolfreiem DMEM-Kulturmedium (phenolfreies DMEM-Medium, supplementiert mit
4,5 % Glucose, ImM Pyruvat, 10 % inaktivem FCS, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml
Penicillin) gespiilt und bei 200x VergroBerung im Phasenkontrastkanal zur morphologischen
Darstellung der Zellen und im 535/610 nm Exzitations-/Emissionsfilter zur Darstellung der

PI-positiven Zellen photographiert.

2.9. Immunhistochemie

Zu angegebenen Zeitpunkten der Behandlung (siehe Abschnitt 3.2.) werden Primirzellkulturen
(kultiviert auf 24er Loch-Kulturplatten mit Deckgldschen) mit -80 °C kaltem Methanol fiir 20 min bei
-20 °C fixiert. Hierauf folgen drei Waschschritte mit PBS und die Inkubation mit dem
Primédrantikorper (siehe Abschnitt 2.5.) in PBST und 10 % inaktivem FCS fiir 2 h bei RT. Es werden
drei Waschschritte mit PBS vorgenommen. Der Cy’-gekoppelte Sekundirantikorper wird in PBST fiir
1 h bei RT inkubiert. Nach dreifachem Spiilen mit PBS werden die Zellkerne mit 1 pg/ml
4*,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) in PBST fiir 20 min bei RT gefirbt und iiberschiissiger
Farbstoff mit PBS herausgespiilt. Die auf Deckgldschen lokalisierten, gefirbten Zellen werden auf
Objekttriger mit Eindeckmedium (siehe Abschnitt 2.4.) transferiert und mit Lack versiegelt.
Fluoreszenzaufnahmen erfolgen bei 200x VergroBerung mithilfe folgender Exzitations-
/Emissionsfilterpaare: 535/610 nm Filter fiir die Cy’-Darstellung und 360/460 nm Filter fiir die DAPI-
Detektion.

2.10. MitoTracker-Fiarbung
MitoTracker sind lipophile, kationische, fluoreszente Stoffe, die selektiv in Mitochondrien

angereichert werden. Die selektive Anreicherung des Farbstoffes in intakten Mitochondrien wird

durch das mitochondriale Membranpotential vermittelt. Eine thiolreaktive Chloromethylgruppe am
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MitoTracker ermoglicht die kovalente Bindung an freie Sulthydrylgruppen. Diese Eigenschaft

ermoglicht eine Fixierung der Farbstoffverteilung in Zellen.

Fiir die Detektion des mitochondrialen Membranpotentials werden behandelte SH-SYSY Zellen
(kultiviert auf 24er Loch-Kulturplatten mit Deckglidschen) zu den angegebenen Zeitpunkten (siehe
Abschnitt 3.1.6.) mit 100 nM MitoTracker Red CMX-Ros (MitoTracker Red; Invitrogen) in DMEM-
Kulturmedium 3 h unter Brutschrankbedingungen geférbt, mit -80 °C kaltem Methanol fiir 20 min bei
-20 °C fixiert und nach dreifachem Spiilen mit PBS, einer 20miniitigen DAPI-Féarbung (1 pg/ml in
PBST) bei RT unterzogen. Zur Entfernung des ungebundenen Farbstoffes werden drei Waschschritte
mit PBS vorgenommen, die Deckgldschen auf Objekttriger mit Eindeckmedium platziert und mit

Lack versiegelt.

Zur Darstellung der mitochondrialen Neubildung wird das Kulturmedium der Primirzellkulturen
(ausgesdt auf 24er Loch-Kulturplatten mit Deckgldschen) gesammelt (konditioniertes Medium;
Aufbewahrung unter Brutschrankbedingungen fiir die Dauer der MitoTracker-Fiarbung) und die Zellen
werden fir 3 h mit 100 nM MitoTracker Red im aufgewédrmten Neurobasal-Firbemedium
(Neurobasal-Medium ergénzt mit 1x Supplement B-27 minus Antioxidantien und 0,1 U Gentamycin)
gefirbt. Hierauf wird das Fiarbemedium durch das konditionierte Medium ersetzt und die Kulturen
werden nach einer Erholungsphase von 16 h behandelt. SH-SY5Y Zellen werden mit 100 nM
MitoTracker Red in DMEM-Kulturmedium 3 h gefirbt, das Firbemedium durch frisches DMEM-
Kulturmedium ersetzt und nach einer Erholungsphase von 16 h behandelt. Nach der angegebenen Zeit
(siehe Abschnitt 3.1.7. und 3.2.5.) werden die Kulturen, wie oben beschrieben, fiir 3 h mit 100 nM
MitoTracker Green FM (MitoTracker Green; Invitrogen) gefirbt und, wie oben angegeben fixiert, mit
DAPI gefirbt und mit Eindeckmedium und Lack versiegelt. Die Fluoreszenzaufnahmen werden bei
400x VergroBerung mithilfe folgender Exzitations-/Emissionsfilterpaare vorgenommen: Detektion des
MitoTracker Red erfolgt im 535/610 nm Filter, MitoTracker Green-Darstellung im 490/510 nm Filter
und DAPI wird mit dem 360/460 nm Filterpaar detektiert.

2.11.  JC-1-Farbung

JC-1 (5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraecthylbenzimidazolylcarbocyaniniodid, Sigma-Aldrich) ist ein
lipophiler, kationischer, fluoreszenter Farbstoff, welcher selektiv in Mitochondrien mithilfe des
mitochondrialen Membranpotentials angereichert wird. JC-1 besitzt die Eigenschaft, reversibel bei
hohem Membranpotential in seiner Emission von einem energiedrmeren in einen energetisch hoheren
Zustand zu gelangen. JC-1 bildet spontan bei hohem Membranpotential in gesunden Mitochondrien

Komplexe aus, die als J-Aggregate bezeichnet werden und bei Anregung intensiv rot fluoreszieren. In
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Mitochondrien mit niedrigem Membranpotential bleibt der Farbstoff in seiner monomeren Form,

welche bei Anregung griines Licht emittiert.

Fiir Fluoreszenzaufnahmen erfolgt die JC-1-Farbung der Primirzellkulturen (kultiviert auf 24er Loch-
Kulturplatten) nach der angegebenen Behandlungsdauer (siehe Abschnitt 3.2.5.) mit 2,5 uM JC-1 in
Neurobasal-Firbemedium fiir 30 min unter Brutschrankbedingungen. Aufnahmen erfolgen bei 400x
VergroBerung im 490/510 nm Exzitations-/Emissionsfilter zur Darstellung mitochondrial

akkumulierter monomerer JC-1 Molekiile und im 535/610 nm Filter zur Detektion der J-Aggregate.

2.12. Férbung der Lysosomen

Fiir die Darstellung der Lysosomen wird der fluoreszente Farbstoff LysoTracker genutzt, welcher

durch seinen basischen Charakter selektiv in sauren Organellen (Lysosomen) angereichert wird.

Behandelte SH-SYSY Zellen (kultiviert auf 24er Loch-Kulturplatten mit Deckgldschen) werden nach
der angegebenen Zeit (siche Abschnitt 3.1.7.) mit 200 nM LysoTracker Red DND-99 (LysoTracker
Red) in phenolfreiem DMEM-Kulturmedium fiir 1 h unter Brutschrankbedingungen gefirbt und die
Fluoreszenzaufnahmen erfolgen im 490/510 nm Exzitations-/Emissionsfilter bei 400x Vergroflerung.
Fir die parallele Analyse von Mitochondrien und Lysosomen werden SH-SYSY Zellen bzw.
Primérzellkulturen (kultiviert auf 24er Loch-Kulturplatten mit Deckgldschen) mit MitoTracker Green
gefirbt (sieche Abschnitt 3.10.) und nach Behandlung (siehe Abschnitt 3.1.7. und 3.2.4.) mit
LysoTracker Red inkubiert und bei 400x VergroBerung die Fluoreszenz des LysoTracker Red und des
MitoTracker Green (535/610 nm Filter) detektiert.

2.13. Glutathion-Assay

Glutathion stellt eines der wichtigsten Komponenten des antioxidativen Systems der Zelle dar (siehe
Abschnitt 1.3.2.) und ist in mikro- bis millimolaren Konzentrationen in Zellen vorhanden. Im
Glutathion-Assay (leicht modifiziert nach Griffith, 1980) wird eine enzymatische Recycling-Methode
des Glutathions angewandt, welche es ermdglicht, die Glutathionkonzentration anhand -eines
amplifizierbaren Detektionssystems zu quantifizieren. Die Sulfthydrylgruppe des Glutathions reagiert
hierbei mit dem Farbstoff 5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB; Ellman's Reagens) unter
Bildung zweier Produkte, der gelblichen 5-Thio-2-nitrobenzoesdure (TNB), welche photometrisch bei
405 nm detektiert werden kann, und dem Disulfidprodukt der Reduktionsreaktion GSTNB. GSTNB
wird mithilfe der Glutathionreduktase (GR) zu GSH reduziert und das Detektionssignal, TNB, wird
freigesetzt. Durch Einsatz des Glutathion-Recyclingenzyms (GR) und einem Uberschuss an DTNB
und NADPH als Reduktionsmittel kommt es zur Amplifizierung des TNB-Signals (siehe Abb. 2.1.).
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Die TNB-Bildung verlduft direkt proportional zur Recyclingreaktion, welche wiederum direkt
proportional zur Glutathionkonzentration der Probe ist. Des Weiteren kann im Glutathion-Assay der
Redoxstatus der Zelle untersucht werden, da in diesem Assay die reduzierte (GSH) und oxidierte
(GSSG) Form des Glutathions unterschieden werden kann. Hierfiir wird vor der Farbstoffumsetzung
das reduzierte GSH der Probe durch 2-Vinylpyridin abgeschirmt, so dass nur das oxidierte GSSG fiir
die Reaktion zur Verfiigung steht, welches mittels GR in die GSH-Form reduziert werden kann.
Mithilfe einer Kalibrationskurve mit oxidiertem GSSG kann die Konzentration sowohl der reduzierten

als auch oxidierten Form des Glutathions in den Proben bestimmt werden.

NO, N0
\ I __COOH
(TNB) GSH DTNB | »
GR S+ Hs—cHcH ——= | M
g é C‘OOH S--CH;, c‘u + ’ H
GSTNB [ TNB | CooH 5 T"COOM
A\ 4 T Cystein rL o
o ‘ H Cystin-TNB
| "~CooH TNB
Gssc —CR, Gsu HBg
DTNB
Abb. 2.1. Links: Recycling-Reaktion des Glutathion-Assays zur Amplifizierung des TNB-Signals;

Rechts: Darstellung der Reaktion des GSH mit dem Farbstoff DTNB (verdndert nach
http://www.biosite.dk/leksikon/images/ellman.gif).

Behandelte SH-SYS5Y Zellen auf 24er Loch-Kulturplatten werden nach der angegebenen Zeit (siehe
Abschnitt 3.1.3.) mit eiskaltem PBS gespiilt, in 100 pl eiskaltem MES-Puffer (50mM 2-(N-
morpholino-)-ethansufonsdure, pH 6.0, 1 mM EDTA; 4 h stabil bei RT) aufgenommen und mithilfe
eines Spatels gesammelt. Nach einer 30x Sonifizierung mit 40 Hz wird das Zelllysat fiir 15 min bei
10000 x g und 4 °C sedimentiert. Fiir die Proteinbestimmung mithilfe des BCA-Assays (siehe
Abschnitt 2.14.) werden 5 pl des Uberstandes entnommen und die Proteinkonzentration in den Proben
bestimmt zur nachtriglichen Normierung der Glutathionwerte. Der Rest des Uberstandes (95 ul) wird
mit gleichem Volumen einer 8§ mM Metaphosphorsdure (MPA, Sigma-Aldich) versetzt, gut gevortext
und fiir 5 min bei RT deproteiniert. Nach einer Zentrifugation fiir 2 min bei 2000 x g und RT kann der
Uberstand bei -20 °C gelagert werden. Kurz vor der photometrischen Messung des Glutathiongehaltes
werden 50 pl der deproteinierten Proben auf einen pH von 5.5 eingestellt durch Zugabe von 2,5 pl
einer 4 M Triethanolamin-Losung (TEAM; 531 ul TEAM + 469 ul H,O; 4 h stabil bei RT). Fiir eine
gute Verteilung des TEAM sollte die Probe gleich nach Zugabe gut gevortext werden. Zur
Bestimmung des Gesamtglutathiongehaltes (GSH + GSSG) werden 20 ul der deproteinierten Proben
in eine 96er Loch-Platte tiberfithrt und mit 80 ul Arbeitslosung, welche 3 mM NADPH (Sigma-
Aldrich) und 6 mM DTNB (Sigma-Aldrich) in Stamm-Puffer (125 mM Natriumphosphat, 3,3 mM
EDTA, pH 7.5) enthilt, versetzt. Parallel wird eine Standardreihe mit oxidiertem GSSG (Sigma-
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Aldrich) unter gleichen Bedingungen angesetzt. Es folgt eine Erwdarmung der Proben bei 30 °C fiir
10 min, die Zugabe des Enzyms GR (50 Unit / ml; Sigma-Aldrich) und die photometrische Messung
bei 405 nm (Mehrfachmessungen erfolgen nach Enzymzugabe bis zur Sittigung der Reaktion). Der
Gesamtglutathiongehalt der Proben wird mithilfe der Kalibrationskurve des GSSG (2 x GSH)
bestimmt und auf die zytosolische Proteinmenge normiert. Um die Menge an oxidiertem Glutathion
(GSSG) zu messen, wird das reduzierte GSH in den Proben mithilfe des 2-Vinylpyridins (Sigma-
Aldrich) derivatisiert. Hierfiir wird der Rest der deproteinierten und auf pH 5.5 eingestellten Proben
mit 0,3 ul 1 M 2-Vinylpyridin-Losung (108 pl 2-Vinylpyridin + 892 ul EtOH) versetzt, gut gevortext
und fiir 60 min bei RT inkubiert. Parallel wird die Standardreihe unter gleichen Bedingungen bei RT
inkubiert (2-Vinylpyridin quencht das TNB-Signal). Nach der Derivatisierung werden 20 ul der
Proben wie oben beschrieben behandelt und mithilfe der Kalibrationskurve auf die zytosolische

Proteinmenge normiert.

2.14. Westernblot Analyse

Primérkulturen bzw. SH-SY5Y Zellen auf 12er Loch-Kulturplatten werden nach der angegebenen
Behandlungsdauer (siehe Abschnitt 3.1. und 3.2.) in eiskaltem PBS gespiilt und auf Eis in 100 pl
Lysispuffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.2, 67 mM Saccharose, 0,67 % SDS, 1x Protease-Inhibitor
Cocktail (Sigma-Aldrich)) aufgenommen. Die Zellen werden von den Kulturplatten mit einem Spatel
gelost, die Lysate in 1 ml ReaktionsgefiBe iiberfithrt und mit 40 Hz 30x sonifiziert. 5 ul der Probe
werden in eine 96er Loch-Platte gegeben und mit 45 ul bidest.-H,O und 200 ul BCA-Losung (BCA™
ProteinAssay, Thermo Scientific; 50x Losung A zu 1x Losung B) versetzt und zusammen mit einer
parallel erstellten BSA (Rinderserumalbumin)-Eichreihe, wird die Platte bei 60 °C fiir 20 min
inkubiert und die Proteinkonzentration mithilfe der Absorptionsmessung bei 560 nm im Photometer
(Multiscan RC) quantifiziert (BCA-Proteinbestimmung). Die Proben werden bei -20 °C gelagert oder
in dquivalenten Mengen (10 bis 20 pg Protein) neben einem Proteinstandardmarker (peqGold, PeqLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) mithilfe der SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese) auf 12 %ige Polyacrylamidgele (Auftrennungsbereich 10 bis 70 kDa) aufgetragen
und elektrophoretisch aufgetrennt (Bio-Rad; Sammelgel 80 Volt; Trenngel 160 Volt). Hierfiir werden
die Proben mit 1x Probenpuffer (siche Abschnitt 2.4.) versetzt und bei 95 °C fiir 5 min denaturiert. Der
Transfer der separierten Proteine erfolgt in einem Semidry-Blot (Bio-Rad) auf eine Nitrocellulose-
Membran (Bio-Rad) bei 30 Volt iiber Nacht. Die geblottete Membran wird mit PonceauS-Losung
(siche Abschnitt 2.4.) gefdrbt. Zusitzlich zur Detektion aller Proteine, hilft die in der PonceauS-
Losung enthaltene Essigsédure, Proteine an der Membran zu fixieren. Der Blot wird mit bidest.-H,O
gespiilt. Zur Sittigung unspezifischer Bindungspartner fiir die Immundetektion wird die Membran fiir
30 min bei RT mit 5 % Magermilchpulver (AppliChem GmbH, Darmstadt) in 1x Tris-gepufferter
Saline (TBS, siehe Abschnitt 2.4.) mit 0,1 % Tween20 (TBST) inkubiert, mit darauf folgender
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Primérantikorper-Inkubation in TBST (sieche Tab. 2.5.) bei 4 °C iiber Nacht. Polyklonale
Primédrantikérper werden in der Zeit der Antikorper-Inkubation mit 3 % Magermilch versetzt. Es
folgen drei Waschschritte mit TBST, eine einstiindige Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
Sekundirantikdrper in TBST, sowie wiederholtes Spiilen in TBST. Immunreaktive Proteinbanden
werden mit Luminol (Immobilon™, Millipore, Schwalbach) entwickelt und eingescanned (Fuji Las-
3000 Dark Box). Die Intensitédt der erhaltenen Banden wird mit der Aida Image Analysis Software
(Raytest, Staubenhardt) quantifiziert. Die Bilder werden mit Adobe Photoshop CS2 bearbeitet.

2.15. Messung der Proteincarbonyle
Oxidativ modifizierte Proteine konnen als Marker des oxidativen Stresses genutzt werden. Carbonyle,

wie Aldehyde und Ketone, konnen mithilfe der Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin

(DNPH) detektiert werden (Levine et al., 1990, siche Abb. 2.2.).
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Abb. 2.2. Derivatisierung von Cabonylen mit dem Reagenz 2.4-Dinitrophenylhydrazin

(Hanna, 1966); R1 ind R2 stellen Aminosdurereste dar.

Behandelte SH-SYS5Y Zellen auf 6er Loch-Kulturplatten werden nach der angegebenen Zeit (sieche
Abschnitt 3.1.4.) mit eiskaltem PBS gespiilt und mithilfe eines Spatels in Lysispuffer (siche Abschnitt
2.14.) gesammelt. Es folgt eine 30x Sonifizierung mit 40 Hz und die Derivatisierung mit DNPH (0,1
mg/ml in 2 M HCI) fiir 20 min bei RT. Hierauf wird die Reaktion mit der Neutralisierungslosung (3 M
Tris-Base mit 30 % Glycerin) versetzt und auf Eis gekiihlt. Die Proben werden im SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (siehe Abschnitt 2.14.). Nach einer
30miniitigen Blockierung mit 5 % Magermilch in TBST, wird die Membran iiber Nacht bei 4 °C mit
dem anti-DNP Antikorper (siehe Abschnitt 2.5.) inkubiert. Nach dreifachem Spiilen in TBST wird der
HRP-gekoppelte Sekundérantikorper 1 h bei RT inkubiert, detektiert und quantifiziert (siche Abschnitt
2.14.).

2.16. Quantifizierung reakiver Sauerstoffspezies

Der Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erfolgt mit dem Farbstoff
Dihydrodichlorofluoreszein (H,DCF). Dihydrodichlorofluoreszeindiacetat (H,DCF-DA) wird in
Zellen aufgenommen und in H,DCF gespalten. H,DCF reagiert mit ROS zum fluoreszierenden

Farbstoff Dichlorfluoreszein (DCF).
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SH-SY5Y Zellen, kultiviert auf 6er Loch-Kulturplatten, werden unter oxidativen Bedingungen in
Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO oder AcPHT fiir 5 h inkubiert. Die Luftsauerstoff induzierte
ROS-Freisetzung wird durch eine sauerstoffreiche Kultivierung mit leicht zellbedeckendem
Mediumvolumen erreicht. Die Zellen werden trypsiniert (sieche Abschnitt 2.6.2.) und mittels
Zentrifugation bei 200 x g fiir 4 min sedimentiert. Das Zellsediment wird in phenolfreiem DMEM-
Kulturmedium gespiilt und in PBS mit 1 g/l D-Glucose (PBS/Glucose) resuspendiert. Die Zellen
werden mit einer 2 uM H,DCF-DA-Losung fiir 15 min bei 37 °C inkubiert, zwei Mal mit
PBS/Glucose gespiilt und das Fluoreszenzsignal wird im Photometer (Multilabel Counter 1420) im

485/535 nm Exzitations-/Emissionsfilter gemessen.

2.17. Messung der mitochondrialen Schwellung

Eine Fe™/Ascorbat induzierte Peroxidation fiihrt in isolierten Mitochondrien zum Verlust der
Cristacea-Struktur und einer Schwellung der Mitochondrien. Die mitochondriale Schwellung fiihrt zur

Abnahme der Triibung einer Mitochondriensuspension bei 520 nm (Hunter et al., 1963).

Die Leber einer erwachsenen Sprague-Dawley Ratte wird entnommen nach Anésthesierung mit
Forene und Perfusion mit eiskaltem PBS. Die Leber wird in kleine Stiicke zerschnitten und in
eiskaltem Homogenisierungspuffer (300 mM Saccharose, 5 mM 3-(N-Morpholino)-propansulfonsidure
(MOPS), 5 mM KH,PO,, ImM Ethylenglycoltetraacetat (EGTA), 0,1 % fettsdurefreies BSA, pH 7.4)
auf Eis aufgenommen. Um Blutreste zu entfernen, wird das Gewebe im Homogenisierungspuffer
mehrfach gespiilt, in 2 ml frischen Homogenisierungspuffer pro Gramm Gewebe iiberfiihrt und
mithilfe der Potter-Elvehjem Apparatur bei 700 rpm fiir 1 bis 2 min homogenisiert, filtriert, bei 4 °C
und 1000 x g fiir 10 min zentrifugiert und der erhaltene Uberstand wird anschlieBend bei 4 °C und
8000 x g fiir 10 min sedimentiert. Das Mitochondriensediment wird vorsichtig in 1 Volumen
Homogenisierungspuffer ohne EGTA resuspendiert. Mitochondrien werden auf Eis gelagert und
innerhalb von 5 h nach Priparation fiir Experimente verwendet. Die Mitochondrien des Neokortex
eines adulten Rattengehirns werden wie oben angegeben prépariert. Nach der Entfernung der Hirnhaut
und sichtbarer weiller Masse werden neokortikale Hirnhilften, wie oben beschrieben, homogenisiert
und zwei Mal bei 4 °C und 2000 x g fiir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand wird bei 4 °C und
12000 x g fir 8 min sedimentiert. Das Mitochondriensediment wird in EGTA-freien
Homogenisierungspuffer aufgenommen und auf Eis gelagert. Isolierte Mitochondrien werden zwei
Mal in Inkubationspuffer (125 mM KCI, 20 mM Tris, pH 7.4) gespiilt mit den Zwischenschritten der
Zentrifugation (8000 x g fiir 3 min bei 4 °C). Die Proteinkonzentration wird mithilfe der BCA-
Proteinbestimmung (siehe Abschnitt 2.14.) ermittelt und die Proben werden auf eine Konzentration
von 0,25 mg/ml in Inkubationspuffer gebracht. Die gereinigte Mitochondriensuspension wird mit

50 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT oder 1 % EtOH (Vehikel) behandelt, mit 10 uM Fe*- / 200 uM
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Ascorbat-Losung versetzt und zugleich im Photometer (Multilabel Counter 1420) bei 520 nm und
20 °C analysiert. Die durch ROS induzierte Schwellung der isolierten Mitochondrien fiihrt zu einer
Abnahme der Triibung bei 520 nm und erlaubt eine Aussage iiber die antioxidative Wirkung von

Substanzen zu treffen.

2.18. Messung von Thiobarbitursiure reaktiven Lipidperoxidationsprodukte

(TBARS Thiobarbituric acid-reactive substances)

Lipidperoxidationen an mehrfach ungesittigten Fettsduren induzieren die Entstehung von
Aldehydverbindungen, wie des Malondialdehyds (MDA), des Hauptproduktes der Lipidperoxidation.
Reaktion der Thiobarbitursdure (TBA) mit reaktiven Aldehyden fiithrt zur Bildung eines

fluorometrisch detektierbaren Komplexes.

Mitochondrien der Rattenleber werden, wie in Abschnitt 2.17. beschrieben, gewonnen. Nach der
Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe des BCA-Assays (siehe Abschnitt 2.14.) wird die
aufgereinigte Mitochondriensuspension auf eine Konzentration von 0,5 mg/ml Protein in
Inkubationspuffer (siehe Abschnitt 2.17.) gebracht. Die Mitochondriensuspension wird mit 50 nM
PHT, ISB, PHO, AcPHT oder 1 % EtOH (Vehikel) behandelt und mit einer 10 pM Fe**- / 200 uM
Ascorbat-Losung versetzt zur Induktion der Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidationsreaktion wird
nach 10 min abgestoppt durch Zugabe von 2,5 Volumen einer 5 %igen Trichloressigsidure in
1 M Essigsdaure. Nach einer Zentrifugation bei 10000 x g fiir 10 min werden die Proben mit
0,1 % TBA versetzt und bei 95 °C fiir 30 min derivatisiert. Die Fluoreszenz des MDA-TBA-
Komplexes wird im Photometer (Multilabel Counter 1420) im 531/572 nm Exzitations-

/Emissionsfilter gemessen.
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2.19.1.

elegans

Material und Methoden

Konstruktion des Pc,.,::DsRed2-Vektors zur Expression in Caenorhabditis

Um eine dopaminerg-spezifische Expression des dsRed2-Gens zu erreichen, wird im pRL1899-Vektor

(zur Verfiigung gestellt von Rueyling Lin, UTSW Medical Center, Dallas (USA)) die dsRed2-Sequenz

(aus pDsRed2-N1-Vektor (Clontech)) unter den Tyrosinhydroxylse (TH)-Promotor (Pc,.;) gestellt.

Die zu klonierende P,,.,-Sequenz wurde unter www.wormbase.org ermittelt. Das B0432.5b-Cosmid

(Lints und Emmons, 1999) dient als Matrize zur Generierung der Primer. Es wurde ein Pc,.-

Amplifikat aus der genomischen DNA des C. elegans erstellt mit einer Extension der Promotorregion

in Exonl um 267 bp des cat-2-Genes. Eine Extension der Promotorsequenz in Exonl des cat2-Gens

sollte nach Lints und Emmons (1999) eine Stabilisation des Expressionsstatus erlauben. Die dsRed2-

Sequenz wurde vom pDsRed2-N1-Vektor heraus amplifiziert, mit Ermittlung der Sequenz unter

http://www.clontech.com. Das Fusionsprodukt Pc,.,::DsRed2 wurde in den pRL1899-Vektor

hineinkloniert.
2.19.1.1. Bakterienstimme
Bakterienstamm Bezugsquelle Funktion

E.coli-Stamm One shot® Top10

TOPO-TA Cloning Kit

(Invitrogen, Karlsruhe)

Transformation des TOPO-TA

Kolonierungsvektors

E. coli-Stamm Subcloning Efficiency

Invitrogen, Karlsruhe

Transformation des Expressions-

DH5a chemically competent vektors

2.19.1.2. Vektoren

Vektor Bezugsquelle Funktion

pCR®*3&GW/TOPO® TOPO-TA Cloning Kit Eingangsvektor zur Klonierung
(Invitrogen, Karlsruhe) der Pc,.2::DsRed2-Sequenz

pRL1899 Rueyling Lin, UTSW | Ziel- oder Expressionsvektor zur

Medical Center, Dallas
(USA)

Klonierung der Pc,.p::DsRed?2-

Sequenz

Pgyo.1::CFP-pVH10.10

K. Hiisken und R. Leube,

Universitit Mainz

CFP-Expression unter dem

Synaptogyrin-1-Promotor
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2.19.1.3. Primerpaare (PP)

Primerpaare zur Erstellung der Pc,.,.::DsRed2 Sequenz

1) Pcu.; (Genom) vorwiirts 5°- GAT CTC CAA TAA CCC GGA AA -3
Pc...o (Genom) riickwiirts 5- CAG CTC TGC CGA GTG AATTA -3

2) Pcu2 (pRL1899) vorwirts  5°- ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG - 3°
Pcu2 (pRL1899) riickwiirts  5°- CAG CTC TGC CGA GTG AATTA -3°

3) DsRed2 vorwirts 5°- AGT TAA TTC ACT CGG CAG AGC TGA
TGG CCT CCT CCG AGA ACG - 3
DsRed? riickwirts 5°- CTC TAC AAA TGT GGT ATG GCT GAT - 3°

4) P2 DsRed?2 vorwirts 5°-CTG CAG GGA TCT CCA ATAAC-3
Pcur2:: DsRed?2 riickwirts 5°- CTG ATT ATG ATC TAG AGT CGC - 3°

Primerpaare der Q-PCR

cat-2 vorwirts 5°-CCA ACGCTTTCC AATTTTGT -3
cat-2 riickwiirts 5- TAG GAG CACGTC GTGTGA AG -3
gpd-1 vorwirts 5°- AAA GGA CACGGT TCA AGTGG -3
gpd-1 riickwiirts 5-CCGTGG GTCGAGTCATACTT -3
rpl-21 vorwirts 5°-CCA GTCCCAGCTTTG AAGAG-3
rpl-21 riickwirts 5°- ACA ATC TCG AAA CGG AGT GG -3

Tab. 2.3. Primerpaare zur Erstellung der Pc,,.,.::DsRed2 Sequenz und fiir die Q-PCR.

Zur Wahl der Oligonukleotide werden die Programme Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) und
OligoFaktory (http://164.15.232.115/oligofaktory/index.jsp) genutzt, mit der Abgleichung der
Sequenzen in der Clone Manager Suite Software. Primer werden von der Firma MWG-Biotech AG
bezogen. Lyophylisierte Proben werden nach Empfehlung des Herstellers auf eine Endkonzentration
von 100 pmol/ul mit bidest.-H,O gebracht und bei -20 °C gelagert. Die Konzentration der
Gebrauchslosung betrdgt 10 pmol/ul.

2.19.14. Enzyme fiir molekularbiologische Methoden

Enzym Bezugsquelle

Omniscript Reverse Transkriptase Qiagen, Hilden

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes, Espoo (Finnland)
Restriktionsenzyme New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Taq Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
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2.19.1.5. Reaktionskomplettausstattung (Kits)

Kit Bezugsquelle

Absolutely RNA Nanoprep Kit Stratagene, La Jolla, CA (USA)
Absolute SYBR Green Q-PCR Mix Thermo Scientific, Dreieich
Gateway®LR Clonase' " 1I Enzym Mixes Invitrogen, Karlsruhe
GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kits Sigma-Aldrich, Schellendorf
NucleoSpin®Plasmid Kit MACHEREY-NAGEL, Diiren
Omniscript Reverse Transkriptase Qiagen, Hilden

PCR clean-up Gel Extraktion NucleoSpin® Extrakt II-Kit MACHEREY-NAGEL, Diiren
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes, Espoo (Finnland)
TOPO-TA Cloning® Kits Invitogen, Karlsruhe

2.19.1.6. Amplifikation des Pc,, aus genomischer DNA des Caenorhabditis elegans und

DsRed?2 aus dem DsRed2-N1-Vektor

Zur Amplifizierung von Klonierungsprodukten mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl.
Polymerase Chain Reaction) wird die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase genutzt. Mit der
Phusion Polymerase konnen lange Amplifikate gewonnen werden und die Ablese-Fehlerquote sinkt
auf 4,4 * 107 im Phusion HF Puffer (50x weniger als DNA Polymerase des Thermus aquaticus). Mit
diesen Figenschaften wird dieses Enzym zur Polymerase der Wahl bei Klonierungen. Die Phusion

Polymerase synthetisiert Amplifikationsprodukte mit stumpfen Enden.

Zur Amplifikation der Pc,..-Sequenz aus der genomischen DNA des C. elegans (zur Verfiigung
gestellt von Dr. Andreas Kern, Universitit Mainz) wird das Primerpaar 1 (PP 1; Tab. 2.3.; Abschnitt
2.19.1.3)) genutzt. Da die Pc,,-Sequenz in den pRL1899-Vektor mit nachgeschaltetem griin
fluoreszierenden  Protein  (GFP) hineinkloniert ~wurde (Uberlappung des Exzitations-
/Emissionsspektrums des dopaminergen GFP Signals mit dem pan-neuronalen cyan fluoreszierenden
Protein (CFP)-Signal), wird die Pc,.,-Sequenz aus dem pRL1899-Vektor heraus amplifiziert mit dem
PP 2 (siehe Tab. 2.3.). Die dsRed-2-Sequenz wird aus dem pDsRed2-N1-Vektor amplifiziert mit dem
PP 3 (seihe Tab. 2.3.). Die Primersequenz des PP 3 besitzt eine 5 -Extension um eine Basenabfolge
der 3°-Sequenz des Pc,.,-PCR-Produktes, welche es ermdglicht, im Schritt der Fusion-PCR (siehe
Abschnitt 2.19.1.10.), das Fusionsprodukt Pc,,.,::DsRed2 zu erhalten.

PCR-Reaktion

Folgende Komponenten werden auf Eis zusammengestellt:
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genomische DNA, pRL1899 bzw. DsRed2-N1 1 ul (100 ng)

Primerpaar 1, 2 bzw. 3 je 1ul (10 pmol/ul)

5x HF Puffer 10 ul (Endkonzentration 1x)

10 mM dNTPs 1 ul (Endkonzentration je 200uM)
Phusion Polymerase 0,5 ul (0,02 U/ul)

DEPC-H,0O ad. 50 ul

Die PCR wird unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

PCR Programm

Denaturierung 30 sec 98 °C

Amplifikation Denaturierung | 10 sec 98 °C
Anlagerung 35 sec X, °C X3 x Zyklen
Elongation X, min 72 °C

Endelongation 5 min 72 °C

Die Anlagerungstemperatur (X;) der Primer an homologe DNA-Sequenzen betrégt fiir PP 1 (Pc,,., aus
genomischer DNA) 55 °C, fiir PP 2 58 °C (P¢,., aus pRL1899) und fiir PP 3 60 °C (DsRed2 aus
pDsRed2-N1). Die Elongationsreaktion erfolgt in der Amplifikationsphase fiir PP 1 in 2 min, fiir PP 2
in 1 min und in 35 sec fiir PP 3 (X,). Die Amplifikationsreaktion betrigt 28 Zyklen fiir PP 1 und fiir
PP 2 und PP 3 25 Zyklen (X3).

2.19.1.7. Auftrennung der PCR-Produkte mithilfe der Gelelektrophorese

Nukleinsiduren sind durch negativ geladene Phosphatgruppen am Zuckerphosphatriickgrad negativ
geladen. Diese Eigenschaft der Nukleinsduren erlaubt eine elektrophoretische Auftrennung nach der

MolekulargroBe, die der Lange der Basenpaare entspricht.

Das Amplifikationsprodukt wird mit 1x Gelladepuffer (New Englad Biolabs GmbH, Frankfurt) im
1%igen Agarosegel (in 1x TAE-Puffer (siehe Abschnitt 2.4.) mit 1 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr;
Nukleinsdure-interkalierender Fluorophor) im elektrischen Feld bei 80 Volt zusammen mit einem
Standardmarker (New England Biolabs GmbH, Frankfurt) in Richtung Anode aufgetrennt. Die
entsprechenden Banden der Amplifikationsprodukte werden im Gel mithilfe einer energiearmen
Transilluminatorlampe (220 Watt; zur Vermeidung von Mutationsinduktionen) identifiziert, aus dem
Gel herausgeschnitten, in 1 ml Reaktionsgefid3e iiberfithrt und im weiteren Schritt mithilfe der

Gelextraktion aus dem Gel eluiert.
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2.19.1.8. Gelextraktion

Die in den Schritten 2.19.1.6. und 2.19.1.7. gewonnen Amplifikationsprodukte werden mithilfe des
PCR clean-up Gel Extraktion NucleoSpin® Extrakt II-Kits aus dem Gel eluiert. Die
Préparationsschritte werden strikt nach dem vorgegebenen Protokoll des Kits eingehalten und die

gewonnenen PCR-Produkte liegen in 17,5 pul NE-Puffer des Kits vor.

2.19.1.9. Bestimmung der Konzentration und Reinheit der Nukleinsiuren

Bei der photometrischen Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren werden die
Lichtenergie-absorbierenden Eigenschaften von aromatischen Strukturen ausgenutzt. Aromatische
Basen der Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm Wellenldnge, wohingegen
aromatisch Aminosdurereste (Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin) ihr Extinktionsmaximum bei
280 nm Wellenldnge zeigen. Da eine lineare Beziehung zwischen Extinktionsmaximum bei 260 nm
(Ezs0) und der Konzentration von Nukleinsduren besteht, kann mithilfe des Lambert-Beerschen-
Gesetzes auf die Konzentration der Nukleinsédure (angegeben in pg/ul) geschlossen werden (mit k als
Konstante, welche die Konzentration an Nukleinsidure beschreibt, die bei einer Schichtdicke von 1 cm,
einer OD von 1 entspricht; fiir doppelstringige DNA nimmt der k-Wert 50 pg/ul an, einstringige
Ribonukleinsdure (RNA) den Wert 40 pg/ul; (f) beriicksichtigt die Verdiinnung):

C=E260*f*k

Die Reinheit der Nukleinsduren wird durch den Quotienten Ey¢/E,go ausgedriickt und sollte bei 1,8

liegen. Kontaminationen mit Proteinen senken den Wert.

2.19.1.10. Fusion-PCR

Die aufgereinigten PCR-Produkte (Pc,., und DsRed?2) werden mithilfe der Fusion-PCR (nach Hobert,
2002) zum P¢,,.::DsRed2-Fusionsprodukt mit PP 4 (siehe Tab. 2.3.) synthetisiert. Hierfiir werden die
Komponenten wie in Abschnitt 2.19.1.6. zusammengestellt. Als Matrize dienen die Produkte P,
(amplifiziert mit PP 2) und DsRed2 (amplifiziert mit PP 3) in einer Konzentration von 10 ng. Die
Anlagerungstemperatur (X;) betrdgt 58 °C, die Synthese (X,) erfolgt in 35 sec und die
Amplifikationsphase belduft sich auf 27 Zyklen (X3). Das Fusionsprodukt wird gelelektrophoretisch
aufgetrennt (2.19.1.8.) und aus dem Gel eluiert (2.19.1.9.).

56



Material und Methoden

2.19.1.11. TOPO-TA-Klonierung

Die TOPO-TA Klonierung stellt eine effiziente Methode zur Klonierung von PCR-Produkten dar
(Shuman, 1994). Hierbei werden im ersten Schritt mithilfe der Taq Polymerase einzelne
Desoxyadenosinmonophosphate an das 3"-Ende der PCR-Produkte angefiigt. Der linearisierte
Eingangsvektor pPCR®8GW/TOPO®-Vektor des TOPO-TA Cloning® Kits besitzt an seinem 5°-Ende
einzelne Desoxythymidinreste, die kovalent mit einer DNA-Topoisomerase verkniipft sind. Es kommt
zu einer effizienten Ligation der PCR-Produkte mit dem pCR®8GW/TOPO®-Vektor im zweiten

Schritt der Klonierungsreaktion.

2.19.1.11.1.  Anhiingen des 3'-Adenin-Uberhanges an das Fusion-PCR-Produkt

Fiir die Generierung des 3'-Adenin-Uberhanges an das Fusion-PCR-Produkt werden folgende

Komponenten auf Eis zusammengestellt und fiir 30 min bei 70 °C inkubiert:

7ul  aufgereinigtes Fusionsprodukt (Pc,,.»::DsRed2-Sequenz)
1 ul  Tag-Puffer

1ul  dATP (2mM)

1 ul  Taq Polymerase (0,5 U/ul)

2.19.1.11.2.  Ligation des 3° Adenin-Uberhangproduktes mit dem pCR®8/GW/TOPO®-Vektor

Fiir die Klonierung der Pc,.,::DsRed2-Sequenz wird das 3'-Adenin-Uberhang-PCR-Fusionsprodukt
mit dem linearisierten pCR®8GW/TOPO®-Vektor ligiert. Fiir die TOPO-TA-Klonierungsreaktion

werden folgende Komponenten auf Eis zusammengestellt und fiir 5 min bei RT inkubiert:

4ul  3"-Adenin-Uberhag-PCR-Fusionsprodukt
1 ul  Salzlésung (des TOPO-TA Cloning® Kits)
1ul pCR®3EGW/TOPO®-Vektor

2.19.1.11.3.  Transformation des TOPO-TA-Klonierungsvektors in kompetente One
shot®TOP10 E. coli und Kultivierung der transformierten Klone

Zu den auf Fis aufgetauten 500 ul One shot® TOP10 kompetenten E. coli werden 2 ul des in Abschnitt
2.19.1.11. erstellten Vektors hinzu addiert, leicht gemischt und auf Eis 30 min inkubiert. Es erfolgt ein
Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 sec. Nach einer 2miniitigen Kiihlung auf FEis, werden 250 ul S.O.C.-
(Super Optimal broth with Catabolite repression)-Medium (Invitrogen) hinzugegeben. Der

Transformationsansatz wird 1 h bei 37 °C und 210 rpm geschiittelt und anschlieBend auf Luria Broth
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(LB)-Agarplatten (sieche Abschnitt 2.4.) mit 1x Spektinomycin (200 ng/ml) zur Selektion der
transformierten Klone ausplattiert. Die Selektion erfolgt iiber Nacht bei 37 °C. Es werden Klone von
der Ubernachtkultur gepickt und zur Anreicherung werden 3,6 ml LB-Medium mit 1x Spektinomycin
mit Einzelkolonien beimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 210 rpm kultiviert bis zum Erreichen einer

ODggo von 0,6 (photometerische Evaluation bei 600 nm).

2.19.1.12. Plasmidpurifikation

Die Plasmidaufreinigung erfolgt mit dem NucleoSpin®Plasmid Kit. Hierfiir werden die in Abschnitt
2.19.1.11.3. gewonnenen Ubernachtkulturen in einem 1 ml Reaktionsgefi sedimentiert bei 11000 x g
fiir 30 sec und die nachfolgenden Priparationsschritte werden strikt nach dem vorgegebenen Protokoll

des Kits eingehalten. Das aufgereinigte Plasmid liegt in 50 ul AE-Puffer des Kits vor.

2.19.1.13. Evaluation der P¢,.;::DsRed2-Sequenz in positiven Klonen

Zur Evaluierung der klonierten Sequenz wird diese einer Restriktionsanalyse unterzogen.
Restriktionsendonukleasen erkennen kurze palindromische Sequenzen und schneiden diese in beiden
Stringen der DNA. Durch die Existenz einer charakteristischen Multiple Cloning Site im verwendeten
Vektor, konnen durch Wahl der Restriktionsenzyme charakteristische DNA-Fragmente entstehen mit
definierter Grofle. Die fragmentierte Vektor-DNA wird gelelektrophoretisch (2.19.1.7.) auf die
entstandenen Fragmente hin untersucht. Der Restriktionsverdau wird nach dem vorgegebenen
Protokoll der Restriktionsenzyme angesetzt, fiir 2 h bei 37 °C inkubiert und im 1 %igen Agarosegel
(2.19.1.7.) evaluiert.

2.19.1.14. Evaluation der erstellten P, ,::DsRed2-Sequenz durch Sequenzierung
Das in Abschnitt 2.19.1.13. positiv bewertete Plasmid wird von GENterprice GENOMICS (Mainz)
sequenziert. Die sequenzierten Konstrukte werden auf Sequenzhomologien hin gepriift mithilfe des

Basic Local Alignment Search Tools (NCBI/Blast, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Ergebnis der Pc,,,-Sequenz: 480836.2 (Akzession); C. elegans Cosmid B0432, komplette Sequenz mit
88 % Homologie. Fiir DsRed2-Sequenz eine Homologie zu 97 % mit DsRed2-beinhaltenden Vektoren.

2.19.1.15. LR-Reaktion

Die Subklonierung der Pc,.oi:DsRed2-Sequenz aus dem pCR®8GW/TOPO®-Vekor in den
eukaryotischen Expressionsvektor pRL1899 erfolgt mithilfe des Gateway®LR Clonase'II Enzym
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Mixes. Das Gateway®-System stellt eine Klonierungsmethode dar, welche die Strategie der
ortspezifischen Rekombination des Bakteriophagen Lambda nutzt. Hierbei konnen effizient DNA-
Sequenzen innerhalb multipler Vektoren bewegt werden. Fiir die LR-Reaktion braucht es eines
Eingangsvektors (pCR®8GW/TOPO®-Vektor), welcher das zu bewegende Gen (Pc,.,::DsRed2-
Sequenz) mit attL-Stellen flankiert, der Zielvektor oder Expressionsvektor (pRL1899) hingegen
besitzt attR-Stellen, die ein Gen, welches das Wachstum in E. coli inhibiert, flankieren. Der
Gateway®LR Clonase™1II Enzym Mix erlaubt eine Rekombination der zwischen den att-Stellen

befindlichen Sequenz.

Fiir die LR-Reaktion werden folgende Komponenten auf Eis zusammengestellt und 1 h bei 25 °C

inkubiert:

150 ng Pcur2::DsRed2- pPCR®8/GW/TOPO®-Vektor
150 ng pRL1899-Vektor

2ul LR-Clonase Enzym Mix

ad. 8 pl TE-Puffer

Um die Reaktion abzubrechen, erfolgt anschlieBend ein ProteinaseK-Verdau bei 37 °C fiir 10 min.

2.19.1.16. Transformation kompetenter DH5a E. coli und Gewinnung des Expressions-

vektors

Die Transformation der chemisch kompetenten DH5a-E. coli erfolgt wie in Abschnitt 2.19.1.11.3.
beschrieben. Die Selektion der transformierten Klone erfolgt hier mit 1x Ampicillin (100 ng/ml) auf
LB-Agarplatten iiber Nacht bei 37 °C. Einzelkolonien werden gepickt und fiir Ubernachtkulturen in
LB-Medium mit 1 x Ampicillin beimpft.

Die Gewinnung des Expressionsplasmids (Pc,.::DsRed2-pRL1899) erfolgt mithilfe des Nucleo-
Spin®Plasmid Kits (siehe Abschnitt 2.19.1.12.). Es folgt eine Restriktionsanalyse und Sequenzierung
(2.19.1.13. und 2.19.1.14.) des erhaltenen Vektors. Zur Gewinnung ausreichender Mengen des
Pcu2::DsRed2-pRL1899-Plasmids werden 100 ml LB-Medium mit 1x Ampicillin und 200 pl

transformierten DHS50-E. coli angeimpft. Das Plasmid wird mithilfe der Midi-Prédparation erhalten.

2.19.1.17. Plasmidpurifikation (Midi-Priparation)

Die Midi-Plasmidaufreinigung erfolgt mithilfe des GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kits. Die Midi-
Priparation ermdglicht, bis zu 350 pg Plasmid-DNA aufzureinigen. Die Pridparationsschritte werden

strikt nach dem vorgegebenen Protokoll des Kits eingehalten. AnschlieBend werden zwei weitere
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Zentrifugationsschritte bei 3000 x g fiir 10 min vorgenommen, um die Menge an EtOH zu reduzieren.

Die aufgereinigte Plasmid-DNA wird in 1 ml TE-Puffer des Kits aufgenommen.

2.20. Generierung transgener Caenorhabditis elegans

Zur Generierung transgener Wiirmer werden Plasmid-Konstrukte in die Vulva von jung adulten
Hermaphroditen injiziert. Da C. elegans unter gegebenen Bedingungen als Hermaphrodit sich selbst

reproduziert, sind die Nachkommen genetisch identisch.

Der erhaltene dopaminerge Reportervektor Pc,,.;::DsRed2 (Pcy.2::DsRed2-pRL1899) wird mit einem
pan-neuronalen Reportervektor Ps,,;::CFP (zur Verfiigung gestellt von K. Hiisken und R. Leube,
Universitat Mainz) in den N2-Bristolstamm ko-injiziert in einer Konzentration von 60 ng je Vektor
pro Wurm mithilfe eines inversen Stereomikroskops und des TransferMan NK2 + Femtojet
(durchgefiihrt von Dr. A. Kern, Universitit Mainz). Die Ko-Injektion resultiert in transgenen
Nachkommen mit extrachromosomal exprimierenden Vektoren. Die Selektion positiv transfizierter
Nachkommen erfolgt am Fluoreszenzmikroskop (Ko-Detektion von pan-neuronalem CFP-Signal und

dopaminergem DsRed2-Signal).

Fir die genomische Integration der DNA-Sequenzen und somit fiir eine stabile Expression in
transgenen Wiirmern werden leuchtende Wiirmer im jung adulten Stadium auf NGM-Agarplatten ohne
Bakterien transferiert und mit UV-Licht bestrahlt bei 270 nm und einer Energie von etwa 300 J/m’.
Die Wiirmer werden auf NGM-Agarplatten vereinzelt und es folgt die Selektion der Nachkommen.
Bei einer fast 100 %igen transgenen Nachkommenschaft iiber drei Generationen wird die Wurmlinie
einen integrierten transgenen Hintergrund aufweisen (stabile Wurmlinie). Zwei unabhéngige stabile
Wurmlinien werden mit Wildstamm-Ménnchen drei Mal gekreuzt zur Bereinigung moglicher
Mutationen, welche aufgrund der Bestrahlung entstanden sein konnten. Hierfiir wird nach jeder
Auskreuzung nach stabil exprimierenden Individuen selektiert. Induktion ménnlicher Individuen in
einer Hermaphroditen-Population erfolgt durch eine Erhohung der Temperatur auf 30 °C fiir 6 h.
Hierfiir werden L4-Larven fiir die angegebene Zeit bei 30 °C auf NGM-Platten inkubiert. Die

Selektion von Ménnchen erfolgt nach phénotypischen Merkmalen der Schwanzregion.

2.21. Real-Time-quantitative-PCR

Zur Analyse des Expressionsniveaus zu untersuchender Gene wird die Real-Time-quantitative-PCR
(Q-PCR) angewandt. Hierfiir wird die Gesamt-RNA des zu untersuchenden Gewebes isoliert, worauf
bei der nachfolgenden reversen Transkriptionsreaktion (RT-Reaktion) durch Verwendung von Oligo-

(15x Desoxythymidin - dT,s)-Primern, die ausschlieBliche Synthese der zelluliren messenger RNA
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(mRNA) in complementary DNA (cDNA) mithilfe der Reversen Transkriptase realisiert wird. Die
Q-PCR ermoglicht durch den Einsatz DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoffe (SYBR Green 1),
die Menge an synthetisierten PCR-Produkten in jedem PCR-Zyklus zu quantifizieren durch Detektion
der Fluoreszenzsignalintensitit. Die Quantifizierung erfolgt in der exponentiellen Phase. Der Cr-Wert
(engl. Cycle Threshold, Schwellenwertzyklus) beschreibt den Zyklus, in welchem sich die entstehende
Fluoreszenzintensitit signifikant von der Hintergrundfluoreszenzintensitit abhebt. Der Cr-Wert ist
somit direkt proportional zur vorhandenen Ausgangskonzentration der zu analysierenden mRNA.
Mithilfe paralleler Quantifizierung von Referenz-Genen, die der Klasse der Haushaltsgene angehdren
und konstante Expressionsregulationen aufweisen, kann die relative Expressionsmenge des

untersuchten Gens im analysierten Gewebe determiniert werden.

2.21.1. Isolierung der Gesamt-RNA aus Caenorhabditis elegans

Die Isolierung der Total-RNA aus adulten C. elegans Behandlungsgruppen erfolgt zu angegebenen
Zeitpunkten (siehe Abschnitt 3.3.2.2.) mithilfe des Absolutely RNA Nanoprep Kits. Mit dieser
Methode kann RNA aus geringem Gewebematerial in einem kleinen Volumen erhalten werden. Es
werden etwa 15 Wiirmer pro Behandlungsgruppe in 10 pl RNase-freiem Wasser in einem
1 ml Reaktionsgefid3 auf Eis aufgenommen und bei -80 °C schockgefroren. Fiir die RNA-Isolierung
werden die Préparationsschritte strikt nach dem vorgegebenen Protokoll des Kits eingehalten. Die
aufgereinigte RNA liegt in 12,5 pul Elutionspuffer des Kits vor. Die Konzentration und Reinheit der
aufgereinigten RNA wird photometrisch bestimmt (siehe Abschnitt 2.19.1.9.).

2.21.2. Reverse Transkription

Die AMV Reverse Transkriptase (Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase) katalysiert die
Umschreibung der RNA in ¢cDNA-Form. Durch Verwendung von Oligo-(dT;s)-Primern, die an den
Poly-Adenin-Schwanz der mRNA binden, wird die alleinige Umschreibung der mRNA aus der
Gesamt-RNA realisiert. Die AMV Reverse Transkriptase verfiigt iber eine RNase H-Aktivitit, die
parallel die gelesene RNA abbaut.

Die reverse Transkription erfolgt mit dem Omniscript RT Kit. Hierfiir werden fiir die nachfolgende
Q-PCR die Komponenten nach Vorgabe des Kit-Protokolls auf Eis zusammengesetzt fiir den
Mastermix bzw. Mastermix ohne Reverse Transkriptase als Negativkontrolle. Die in Abschnitt 2.21.1.
erhaltene RNA der Behandlungsgruppen wird auf dquivalente RNA-Konzentration in einem Volumen
von 10 pl in RNase-freiem H,O normiert. Die RNA wird bei 65 °C fiir 5 min denaturiert, der

Mastermix bzw. der Mastermix fiir die Negativkontrolle hinzuaddiert und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.
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2.21.3. Q-PCR

Die in Abschnitt 2.21.2. erhaltene cDNA der Behandlungsgruppen dient als Matrize fiir die Q-PCR. Es
werden die Komponenten des ABsolute SYBR Green Q-PCR Mixes nach Vorgabe des Kit-Protokolls
auf Eis zusammengestellt, mit je 5 pmol des Primerpaares (siche Tab. 2.3.) pro Ansatz (Mastermix),
zur Quantifizierung der Tyrosinhydroxylase (TH)-mRNA Spiegel in Behandlungsgruppen und parallel
der konstitutiv exprimierten Referenz-Amplifikate der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(gpd-1; Enzym der Glykolyse) und des ribosomalen Proteins L21 (rpl-21; ribosomales Protein der
60S-Untereinheit). Auf einer 96er Loch-Q-PCR-Platte werden je 1ul cDNA bzw. 1 ul cDNA-Vorlage
der Negativkontrolle oder 1 pl bidest.-H,O fiir den Leerwert vorgelegt, mit dem Mastermixes

iberschichtet, mit Parafilm versiegelt und die Q-PCR erfolgt mit folgendem Programm im iCycler

iQTM:

Q-PCR Programm

Aktivierung 15 min 95 °C

Amplifikation Denaturierung | 20 sec 95 °C
Anlagerung 20 sec 60 °C 35 Zyklen
Elongation 30 sec 72 °C

Enddenaturierung 1 min 95 °C

Abkiihlung 1 min 55 °C

Schmelzkurve 8 sec 55 °C 0,5 °C Anstieg | 88 Zyklen
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3. ERGEBNISSE

Diese Arbeit umfasst die Analyse des neuroprotektiven Potentials der antioxidativen Strukturen
Phenothiazin (PHT), Iminostilben (ISB) und Phenoxazin (PHO) in Toxin-induzierten Parkinson-
Modellen. Priméarzellkulturen des ventralen Mittelhirns (Abschnitt 3.2.) stellen, neben der Neuro-
blastomazelllinie SH-SYSY (Abschnitt 3.1.), das untersuchte in vitro Modell dar. C. elegans dient in
dieser Arbeit als in vivo Modell (Abschnitt 3.3.). Die Einfiihrung Parkinson-spezifischer Toxine,
MPP* und Rotenon, etabliert eine selektive dopaminerge Neurodegeneration innerhalb der oben
genannten experimentellen Systeme und ermoglicht das Ausmall neurodegenerativer Charakteristika

der Parkinsonschen Krankheit (PD) auf molekularer Ebene zu untersuchen.

3.1. Zytoprotektion der klonalen SH-SYS5Y Zelllinie mithilfe von Phenothiazin,

Iminostilben und Phenoxazin

Zur Untersuchung der antioxidativen Wirksamkeit von PHT, ISB und PHO wird die klonale SH-
SYSY Zelllinie herangezogen. Wie in Abschnitt 1.8.3.1. beschrieben, erweist sich dieser Zellklon als
ein etabliertes in vitro Untersuchungsobjekt der Parkinson-Forschung. MPP" und Rotenon
rekapitulieren die in Abschnitt 1.8.2. beschriebenen Parkinson-phidnotypischen Verdnderungen der
mitochondrialen Funktion. Zur Darstellung der effektiven Detoxifizierung eines induzierten
Redoxungleichgewichts in Zellen wird das Toxin Buthionin-Sulfoximin (BSO) verwendet. Die
Untersuchung der Auswirkungen verwendeter Toxine und protektiver Eigenschaften der analysierten
Substanzen bei Ko-Inkubationen mit Toxinen umfasst das Spektrum der Zellvitalitat (MTT-Test,
Hoechst- und PI-Fidrbung), des zelleigenen antioxidativen Systems (Glutathion-Analyse), des
zelluldren Redoxgleichgewichts (Detektion von Carbonylen), sowie mitochondriale Aspekte
(mitochondriales Membranpotential, mitochondriale Morphologie und Neubildung) und lysosomale
Abbauprozesse. Des Weiteren werden direkte in situ Assays zur Darstellung der antioxidativen
Wirksamkeit der untersuchten Substanzen vorgenommen. Den zu analysierenden Substanzen, PHT,
ISB und PHO (Bisarylimine mit freier Iminogruppe), werden in den Untersuchungen nicht-
antioxidative N-substituierte Strukturanaloga, AcPHT, CPRZ und PRZ, gegeniibergestellt zur

Darstellung des antioxidativen Protektionsmechanismus (siehe Abb. 1.11.).
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3.1.1. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin

schiitzen die SY-SYSY Zelllinie vor MPP*-Toxizitiit

Akute Behandlung der SH-SY5Y Zellen mit MPP* (200 uM) fiihrt innerhalb von 60 h zur nukleiren
Kondensation und Fragmentierung (siche Abb. 3.1.1.A. mittlere Spalte) in etwa 70 % der Zellen,
dargestellt mithilfe der Hoechst 33258 Féarbung (sieche Abb. 3.1.1.A. und 3.1.2. (graue Balken)), sowie
zu einer signifikanten Erhohung der Plasmamembranpermeabilitit (in etwa 40 bis 50 % der Zellen),
analysiert mithilfe der PI-Aufnahme in Zellen (sieche Abb. 3.1.1.B. und 3.1.2. (schwarze Balken)). Der
Verlust der Kern- und Plasmamembranintegritit implizieren den terminalen Verlust der Zellintegritit
in MPP"-Behandlungen. Ko-Inkubationen mit MPP* und 50 nM an Bisaryliminen erméglichen in
70 bis 80 % der Zellen, die Kernintegritit zu bewahren, die Plasmamembran bleibt bei diesen
Inkubationen impermeabel fiir den PI-Farbstoff. Die Effekte des MPP* werden durch 50 nM an
Bisaryliminen fast vollstidndig verhindert, Zellen bleiben unter diesen Inkubationsbedingungen stabil
(siche Abb. 3.1.1. bis 3.1.3.). N-substituierte Strukturanaloga des Phenothiazins, AcPHT, CPRZ und
PRZ, zeigen keine protektive Wirkung gegeniiber der MPP*-Toxizitit (siche Abb. 3.1.1. bis 3.1.3.).

MPP" fiihrt in SH-SY5Y Zellen zur veriinderten Zellmorphologie und iibt einen negativen Einfluss auf
die Zellproliferation aus. Diese Effekte werden durch die untersuchten Substanzen nicht beeinflusst.
Inkubationen mit PHT, ISB oder PHO in Abwesenheit des MPP" zeigen keine negativen Effekte auf
die Integritit des Zellkerns oder der Plasmamembran, auch morphologisch weisen diese Inkubationen
keine Veridnderungen im Vergleich zu unbehandelten Zellen auf (siehe Abb. 3.1.2.). In diesen
Behandlungsgruppen konnte kein verstdrktes Proliferationsverhalten der Zellen beobachtet werden

(bestitigt mit MTT-Test; nicht gezeigt).
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Abb. 3.1.1. Mikroskopische Aufnahmen der Hoechst- (A) und PI-Firbung (B) der MPP*-
Behandlungsgruppen der SH-SY5Y Zelllinie.
SH-SY5Y Zellen wurden fiir 60 h mit 200 uM MPP* behandelt in Anwesenheit von
50 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ.
A) Darstellung reprisentativer Bilder der Hoechst-Farbung mit einer Vergroerung der
in der linken Spalte angegebenen Bereiche (mittleren Spalte). Pfeile weisen auf
fragmentierte Zellkerne hin. B) Darstellung der Phasenkontrastaufnahmen mit
leuchtendem PI-Signal. Aufnahmen erfolgten bei 200x VergroBerung, der Maf3stab
definiert 100 um.
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Abb. 3.1.2. Auswertung der Hoechst- und PI-Firbung der MPP*-

Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zelllinie.

SH-SYSY Zellen wurden fiir 60 h mit 200 uM MPP* behandelt in
Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ. In der
Hoechst- (graue Balken) und PI-Fiarbung (schwarze Balken) wurden
sterbende Zellen (Zellschddigung) als stark leuchtende Kerne definiert und
auf die Gesamtzellzahl der unbehandelten Zellen prozentuell normiert.

Die alleinige MPP*-Behandlung fiihrt in 70 bzw. 50 % der Zellen zum
positiven Hoechst- bzw. PI-Signal, Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT,
ISB oder PHO ermoglichen eine signifikante Protektion (***p < 0,001)
gegeniiber der MPP*-Toxizitit. Ko-Inkubationen mit MPP* und AcPHT,
CPRZ oder PRZ zeigen keinen Unterschied im Zelliiberleben im Vergleich
zur alleinigen MPP*-Behandlung. Inkubationen mit PHT, ISB oder PHO in
Abwesenheit des MPP* weisen keine Toxizitit auf. Die Auswertung
beinhaltet drei separate Experimente mit der Auszihlung von jeweils vier
Gesichtsfeldern in Triplikat.

Die Analyse des Zelliiberlebens mithilfe des MTT-Tests bestitigt die protektive Wirkung der
Bisarylimine gegeniiber MPP*-Toxizitit. Nach 72 h MPP*-Behandlung kommt es zum Zellverlust in
tiber 90 % der Zellen (siche Abb. 3.1.3.). Bisarylimine mit freier Iminogruppe zeigen einen deutlichen
Schutz gegeniiber der Toxinwirkung bei Konzentrationen in niedrigen nanomolaren Bereichen. Ab
100 nM ist ein fast 100 %iges Zelliiberleben zu detektieren mit halbmaximaler effektiver
Konzentration (ECso-Werte) bei 20 nM fiir PHT und PHO und bei 25 nM fiir ISB. N-substituierte
Substanzen zeigen keinen Schutz gegeniiber der MPP*-Toxizitiit (siche Abb. 3.1.3.).
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Abb. 3.1.3. Darstellung des MTT-Tests in MPP*-Behandlungsgruppen der SH-SYS5Y Zelllinie mit
Ermittlung der ECs)-Werte der untersuchten Substanzen.
Zur Evaluierung des Zelliiberlebens wurden SH-SY5Y Zellen mit 200 uM MPP* behandelt in
Anwesenheit von PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ in einer Konzentration von 5 bis
500 nM und nach 72 h dem MTT-Test unterzogen. Die Auswertung beinhaltet drei unabhingige
Experimente in Triplikat.
3.1.2. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin

schiitzen die SY-SYSY Zelllinie vor Rotenon-Toxizitéit

Nach Erfassung der neuroprotektiven Eigenschaften der Bisarylimine im MPP*-induzierten Modell der
SH-SYSY Zelllinie, wurden protektive Eigenschaften der Bisarylimine gegeniiber Rotenon-Toxizitit
untersucht. Rotenon, als Komplex I Inhibitor und gut charakterisiertes Toxin der Parkinson-Modelle
(siche Abschnitt 1.8.2.), wurde in einer Konzentration von 150 nM in der SH-SY5Y Zelllinie
eingesetzt zur Untersuchung der Integritit des Zellkerns und der Plasmamembran, sowie des

Zelliiberlebens.

Behandlung der SH-SY5Y Zellen mit akuter Konzentration an Rotenon (150 nM) fiihrt innerhalb von
60 h zur nukledren Kondensation und Fragmentierung (sieche Abb. 3.1.4.A. mittlere Spalte) in etwa
35 % der Zellen, dargestellt mithilfe der Hoechst 33258 Firbung (siehe Abb. 3.1.4.A. und 3.1.5.
(graue Balken)), sowie zu einer signifikanten Erhohung der Plasmamembranpermeabilitit (in etwa
60 % der Zellen), analysiert mithilfe der zelluliren PI-Aufnahme (siche Abb. 3.1.4.B. und 3.1.5.
(schwarze Balken)). Wie bei MPP*, kommt es in Rotenon-Behandlungen zur Desintegration der
zelluldren Stabilitdt auf Niveau des Zellkerns und der Membran, welche sowohl die fiir die Apoptose
charakteristische Fragmentierung des Chromatins, als auch die nekrotische Destabilisierung der
Membran beinhaltet (sieche Abb. 3.14. A und B). Die Effekte des Rotenons auf die zelluldre Integritét
werden mithilfe von 50 nM PHT, ISB und PHO fast vollstdndig verhindert (siche Abb. 3.1.4. bis
3.1.6.), es kann sowohl eine Stabilisierung der Kernintegritét auf Niveau der unbehandelten Zellen, als

auch ein signifikanter Schutz der Membranintegritit erreicht werden.
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Abb. 3.1.4. Mikroskopische Aufnahmen der Hoechst- (A) und PI-Firbung (B) der Rotenon-
Behandlungsgruppen der SH-SYS5Y Zelllinie.
SH-SYS5Y Zellen wurden fiir 60 h mit 150 nM Rotenon behandelt in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ.
A) Darstellung reprasentativer Bilder der Hoechst-Farbung mit einer Vergroferung der in der
linken Spalte angegebenen Bereiche (mittleren Spalte). Pfeile weisen auf fragmentierte
Zellkerne hin. B) Darstellung der Phasenkontrastaufnahmen mit leuchtendem PI-Signal.
Aufnahmen erfolgten bei 200x VergroBerung, der MaBstab bezeichnet 100 um.
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Abb. 3.1.5. Auswertung der Hoechst- und PI-Fiarbung der Rotenon-

Behandlungsgruppen der SH-SY5Y Zelllinie.

SH-SYS5Y Zellen wurden fiir 60 h mit 150 nM Rotenon behandelt in
Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ. In der
Hoechst- (graue Balken) und PI-Fiarbung (schwarze Balken) wurden
sterbende Zellen (Zellschiddigung) als stark leuchtende Kerne definiert und
auf die Gesamtzellzahl der unbehandelten Zellen prozentuell normiert.

Die alleinige Rotenon-Behandlung fiihrt in 35 bzw. 60 % der Zellen zum
positiven Hoechst- bzw. PI-Signal, Ko-Inkubationen mit Rotenon und PHT,
ISB oder PHO ermdglichen eine signifikante Protektion (***p < 0,001)
gegeniiber der Rotenon-Toxizitit. Ko-Inkubationen mit Rotenon und
AcPHT, CPRZ oder PRZ zeigen keinen Unterschied im Zelliiberleben im
Vergleich zur alleinigen Rotenon-Behandlung. Inkubationen mit PHT, ISB
oder PHO in Abwesenheit des Rotenons weisen keine Toxizitdt auf. Die
Auswertung beinhaltet drei separate Experimente mit der Auszéhlung von
jeweils vier Gesichtsfeldern in Triplikat.

Protektive Konzentrationen der Bisarylimine gegeniiber Rotenon-induzierter Toxizitdt werden mithilfe
des MTT-Tests ermittelt. Nach 72 h Rotenon-Behandlung kommt es in SH-SYS5Y Zellen zu einem
40 bis 50 %igen Zellverlust (sieche Abb. 3.1.6.). Ab einer Konzentration von 100 nM reduzieren PHT,
ISB und PHO den zytotoxischen Effekt des Rotenons auf das Niveau der unbehandelten Zellen.
N-substituierte Strukturen zeigen keinen positiven Effekt auf das Zelliiberleben bei Ko-Inkubation mit
Rotenon. Die halbmaximale protektive Konzentration gegeniiber der Rotenon-Toxizitdt liegt im MTT-

Test fiir PHO bei 35 nM und bei etwa 50 nM fiir PHT und ISB (siehe Abb. 3.1.6.).
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Abb. 3.1.6. Darstellung des MTT-Tests in Rotenon-Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zelllinie mit
Ermittlung der EC5)-Werte der untersuchten Substanzen.
Zur Evaluierung des Zelliiberlebens wurden SH-SYS5Y Zellen mit 150 nM Rotenon behandelt in
Anwesenheit von PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ in einer Konzentration von 5 bis
1000 nM und nach 72 h dem MTT-Test unterzogen. Die Auswertung beinhaltet drei
unabhiingige Experimente in Triplikat.

3.1.3. Einfluss der Toxine und der untersuchten Substanzen auf das Glutathion-

gleichgewicht der SH-SYSY Zellen

Glutathiondepletion und Verschiebungen seines Redoxzustandes sind an der Progression der PD
beteiligt (siehe Abschnitt 1.2.; Jenner, 1993; Bharath et al., 2002). Zur Untersuchung des zelleigenen
antioxidativen Abwehrsystems in MPP'- und Rotenon-Behandlungsgruppen wird das wichtigste
zelleigene Antioxidans, Glutathion (siehe Abschnitt 1.3.2), auf seine Verfiigbarkeit und seinen
Redoxstatus hin untersucht. Als Kontrolle fiir die Glutathion-Messung wird Buthionin-Sulfoximin
(BSO) als Toxin verwendet. BSO ist ein irreversibler Inhibitor der y-Glutamyl-Cystein-Synthase
(y-GCS) (Griffith und Meister, 1979), bewirkt somit innerhalb zelluldrer Systeme eine Herabsetzung
des zelleigenen antioxidativen Schutzsystems durch Depletion des Glutathions (siehe Abschnitt

1.3.2.).

Die Evaluierung des Glutathionstatus in SH-SYSY Zellen beinhaltet Behandlungsgruppen mit 200 uM
BSO, 200 uM MPP" oder 150 nM Rotenon in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB oder PHO fiir 24, 48
und 72 h. Da zu den angegebenen Zeitpunkten vergleichbare Ergebnisse fiir das Glutathion gewonnen
wurden, die untersuchten Toxine jedoch nach 48 h deutliche Effekte auf Zellen ausiiben ohne
detektierbare Anzeichen der finalen Zellschidigung (Zellkern- und Plasmamembranintegritit) zu
zeigen, wird in Abbildung 3.1.7. der Glutathionstatus beispielhaft nach 48 h fiir die

Behandlungsgruppen zusammengefasst.
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Abb. 3.1.7. Evaluierung des Glutathionstatus der SH-SYSY Zelllinie bei Ko-Inkubationen

mit Toxinen und PHT, ISB und PHO.

SH-SY5Y Zellen wurden fiir 48 h mit 200 uM BSO, 200 uM MPP* oder 150 nM
Rotenon in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB oder PHO oder gesondert mit
50 nM PHT, ISB oder PHO in Abwesenheit der Toxine inkubiert und dem
Glutathion-Assay unterzogen. Der Gesamtglutathionspiegel (GSH + GSSG),
angegeben in Mikromol pro Gramm Protein, ist in grauen Balken illustriert, die
oxidierte GSSG-Form hingegen in schwarzen Balken.

Alle BSO-Behandlungsgruppen erfahren eine massive Depletion des Glutathions.
MPP* fiihrt zu einer Induktion der oxidierten GSSG-Form und einem leichten
Anstieg der Glutathionspiegel. Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen zeigen einen
dhnlichen Glutathionstatus. Rotenon-Behandlungsgruppen weisen eine Depletion
des Glutathions und eine Zunahme der oxidierten GSSG-Form auf. Inkubationen
mit PHT, ISB oder PHO in Abwesenheit der Toxine zeigen keine Effekte auf den
Glutathionstatus der Zellen. Der Redoxstatus des Glutathions zeigt sich in diesen
Behandlungsgruppen wie in unbehandelten Zellen zur reduzierten GSH-Form hin
verschoben. Die Auswertung beinhaltet drei unabhiingige Experimente in Triplikat.

Unbehandelte Zellen zeigen im Verlauf der Inkubation keine groflen Verdnderungen im
Glutathionspiegel (Mikromol pro Gramm Protein), in diesen Zellen liegt das Glutathion hauptsichlich
in der reduzierten Form vor. Der Glutathionspiegel verbleibt konstant in Inkubationen mit PHT, ISB
oder PHO in Abwesenheit der Toxine, der Redoxstatus des Glutathions wird im reduzierten Zustand
gehalten. Das Toxin BSO stellt einen Inhibitor der Glutathionsynthese dar. Innerhalb von 24 h ist eine
vollstindige Depletion des Glutathions in SH-SYSY Zellen bei 200 uM BSO-Behandlung zu
verzeichnen (nicht gezeigt). Diese Werte erfahren keine Verédnderung in der zeitlichen Inkubation
(siehe Abb. 3.1.7.; dargestellt fiir 48 h Behandlung). Ko-Inkubationen mit PHT, ISB oder PHO zeigen
keinen Einfluss auf die BSO-induzierte Glutathiondepletion. Nach 24 und 48 h MPP*-Behandlung ist
ein Anstieg der zelluldren Glutathionkonzentration in SH-SYS5Y Zellen zu detektieren. Eine positive
Wirkung auf zelluldre Glutathionwerte erfolgt zum Teil auch in Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT
oder PHO (siche Abb. 3.1.7.). In MPP*-Behandlungsgruppen verschiebt sich der Redoxstatus des

Glutathions. In diesen Behandlungen liegen etwa 30 % des Gesamtglutathions in oxidierter Form
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(GSSG) vor. Mit 50 nM an Bisaryliminen wird der Redoxzustand des Glutathions im Vergleich zur
alleinigen Toxingabe nicht verdndert. Rotenon fiihrt zu einer signifikanten Depletion des Glutathions,
die zellulire Menge an Glutathion wird durch Ko-Inkubation mit den untersuchten Substanzen nicht
signifikant verdndert. Etwa 30 % des vorhandenen Glutathions der Zelle liegen auch nach Rotenon-
Behandlungen in oxidierter Form vor. Ko-Inkubationen mit Rotenon und 50 nM PHT, ISB oder PHO
zeigen keine groflen Unterschiede zur alleinigen Toxinbehandlung (siehe Abb. 3.1.7.). Alle Toxine
tragen zur Erniedrigung der reduktiven Kapazitit des Glutathions bei, entweder durch vollstindige
Glutathiondepletion, wie nach BSO-Behandlungen, oder durch Verschiebung des Redox-
gleichgewichts des Glutathions zum oxidierten Status hin. Bisarylimine zeigen bei Ko-Inkubationen
mit den drei Toxinen keine Effekte auf den Glutathionstatus der Zelle, die antioxidative Wirkung

dieser Strukturen basiert nicht auf dem Redoxstatus des Glutathions.

Zur Analyse der Annahme, dass Bisarylimine das Zelliiberleben bei kompletter Depletion des
Glutathions ermoglichen kdnnen und somit gegeniiber einer Dysregulation des Redoxgleichgewichts
bei oxidativem Stress, Resistenz verschaffen, wurde das Zelliiberleben in Ko-Inkubationen mit

Bisaryliminen und BSO als Toxin untersucht.

Zur Darstellung der effektiven Detoxifizierung eines induzierten oxidativen Ungleichgewichts mithilfe
der Bisarylimine, wurden SH-SYS5Y Zellen mit 200 uM BSO und 50 nM an Bisaryliminen und
N-substituierten Bisaryliminstrukturen behandelt. Innerhalb von 60 h kommt es in BSO behandelten
SH-SYS5Y Zellen zur Kondensation des Chromatins in 90 % der Zellen, dargestellt mithilfe der
Hoechst 33258 Farbung (siehe Abb. 3.1.8.A. und 3.1.9. (graue Balken)) und in &hnlicher Anzahl an
Zellen wird eine Permeabilitdt der Plasmamembran detektiert, analysiert mithilfe der PI-Farbung
(siche Abb. 3.1.8.B. und 3.1.9. (schwarze Balken)). 50 nM PHT, ISB oder PHO zeigen einen
90 %igen Schutz gegeniiber der BSO-Toxizitit, wohingegen nicht-antioxidative Strukturanaloga keine
positive Wirkung auf das Zelliiberleben haben (siche Abb. 3.1.8. und 3.1.9.). Protektive
Konzentrationen der Bisarylimine gegeniiber BSO-induzierter Toxizitdt werden mithilfe des MTT-
Tests ermittelt. Nach 72 h BSO-Behandlung kommt es in SH-SYS5Y Zellen zu einem 90 %igen
Zellverlust. PHT, ISB und PHO stellen das durch BSO gestorte Redoxgleichgewicht der Zellen wieder
her und erlauben ab 50 nM ein Zelliiberleben bis zu 90 % (sieche Abb. 3.1.10.). Der ECs-Wert,
welcher das Ausmal} der protektiven Wirksamkeit beschreibt, liegt bei 20 nM fiir PHT und PHO und
bei 30 nM fiir ISB. Nicht-antioxidative Strukturanaloga zeigen keine protektiven Effekte.

Bisarylimine stabilisieren die Zellintegritit bei einer Komplex I Inhibition oder Glutathiondepletion ab
nanomolaren Konzentrationen vollstindig, protektive Effekte sind auf die freie Iminogruppe
zuriickzufiihren. In den nachfolgenden Untersuchungen wird die antioxidative Wirkungsweise der

Bisarylimine aufgezeigt und Effekte der Toxine auf zelluldrer Ebene analysiert.
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Abb. 3.1.8. Mikroskopische Aufnahmen der Hoechst- (A) und PI-Firbung (B) der BSO-
Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zelllinie.
SH-SYS5Y Zellen wurden fiir 60 h mit 200 uM BSO behandelt in Anwesenheit von 50 nM PHT,
ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ.
A) Darstellung reprasentativer Bilder der Hoechst-Farbung mit einer Vergroferung der in der
linken Spalte angegebenen Bereiche (mittleren Spalte). Pfeile weisen auf fragmentierte
Zellkerne hin. B) Darstellung der Phasenkontrastaufnahmen mit leuchtendem PI-Signal.
Aufnahmen erfolgten bei 200x VergroBerung, der MaBstab betrdgt 100 um.
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Auswertung der Hoechst- und PI-Firbung der BSO-
Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zelllinie.

SH-SYSY Zellen wurden fiir 60 h mit 200 uM BSO behandelt in
Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ. In der
Hoechst- (graue Balken) und PI-Fiarbung (schwarze Balken) wurden
sterbende Zellen (Zellschiddigung) als stark leuchtende Kerne definiert und
auf die Gesamtzellzahl prozentuell normiert.

Die alleinige BSO-Behandlung fiihrt in 80 % der Zellen zum positiven
Hoechst- und PI-Signal, Ko-Inkubationen mit BSO und PHT, ISB oder
PHO ermoglichen eine signifikante Protektion (***p < 0,001) gegeniiber
der BSO-Toxizitdt. Ko-Inkubationen mit BSO und AcPHT, CPRZ oder
PRZ zeigen keine erhohte Uberlebensrate im Vergleich zur BSO-
Behandlung. Inkubationen mit PHT, ISB oder PHO in Abwesenheit des
BSO weisen keine Toxizitdt auf. Die Auswertung beinhaltet drei separate
Experimente mit der Auszdhlung von jeweils vier Gesichtsfeldern in
Triolikat.

——PHT —2-ISB —— PHO

0,1 1 10 100

Konzentration (nM)

Ergebnisse

—— AcPHT -8-CPRZ —O0—-PRZ EC,, (PHT) ~20 nM

EC,, (ISB) ~ 30 nM

EC,, (PHO) ~ 20 nM

Darstellung des MTT-Tests in BSO-Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zelllinie mit
Ermittlung der EC5)-Werte der untersuchten Substanzen.
Zur Evaluierung des Zelliiberlebens wurden SH-SY5Y Zellen mit 200 uM BSO behandelt
in Anwesenheit von PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ in einer Konzentration von

1 bis 100 nM. Die Auswertung beinhaltet fiinf separate Experimente in Triplikat.
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3.14. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin schiitzen SH-SYSY Zellen vor

oxidativen Modifikationen zelluliirer Komponenten

Zytoprotektive Eigenschaften der Bisarylimine wurden in vorangegangenen Abschnitten untersucht.
Zur Analyse der prooxidativen Wirkung der beiden Komplex I Inhibitoren und der antioxidativen
Eigenschaften der Bisarylimine wurde der zellulire Redoxstatus zu einem spdten Stadium der
Toxinwirkung (60 h) anhand oxidativ modifizierter Proteine untersucht. Reaktive Sauerstoffspezies

(ROS) konnen bei einer uneffizienten Detoxifizierungsantwort der Zelle oxidative Modifikationen an

zelluliren Komponenten einfiihren (sieche Abschnitt 1.3.3.). Eine prominente Form der

Proteinoxidation stellen Carbonyle dar (Berlett und Stadtman, 1997).
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Abb. 3.1.11.

Darstellung der Proteincarbonyle in MPP*-
und Rotenon-Behandlungsgruppen der SH-
SYSY Zelllinie nach 60 h.

SH-SYS5Y Zellen wurden mit 200 uM MPP* oder
150 nM Rotenon in Anwesenheit von 50 nM PHT,
ISB oder PHO fiir 60 h behandelt. Lysierte Zellen
wurden im Immunoblot auf DNP-Immuno-
reaktivitit hin untersucht. A) Darstellung eines
repriasentativen anti-DNP-Blots. B) Evaluierung
des DNP-Signals in den Behandlungsgruppen.
Ko-Inkubationen mit MPP* bzw. Rotenon und
50 nM PHT, ISB oder PHO zeigen -eine
verringerte  Menge an oxidativ modifizierten
Proteinen, welche fiir die Ko-Inkubation MPP*
und PHO (**p < 0,01), Rotenon und ISB (¥*p <
0,05) sowie Rotenon und PHT (***p < 0,001)
signifikant im Vergleich zur Toxinbehandlung
verringert ist. Die Auswertung erfolgte mit der
Aida Software und vereint drei unabhingige
Experimente.

Zur Darstellung der antioxidativen Wirkung der Bisarylimine wurden SH-SYSY Zellen nach 60 h
Inkubation mit 200 uM MPP" und 150 nM Rotenon auf oxidativ eingefiihrte Carbonylverbindungen
hin untersucht. Carbonylspezies wurden mithilfe des Dinitrophenyl-Antikorpers (anti-DNP) auf
Immunoblot-Ebene  detektiert. Behandlung mit MPP" und Rotenon erhoht deutlich die
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Carbonylbildung in Zellen (siche Abb. 3.1.11.) und zeigt, dass beide Komplex I Inhibitoren
prooxidativ in Zellen wirken. Bis nach 60 h Toxinwirkung ermdglicht eine Einzelgabe an 50 nM an
PHT, ISB oder PHO eine Teils signifikante Stabilisierung des Redoxstatus innerhalb der Zellen. Zu
diesem Zeitpunkt befindet sich die Mehrzahl der Toxin-behandelten Zellen in einem Stadium der

Zelleliminierung oder des Integritétsverlustes (sieche Abb. 3.1.2. und 3.1.5.)

Zur direkten Analyse der antioxidativen Wirksamkeit der Bisarylimine bei einer schnellen Induktion
der ROS-Bildung, wurden SH-SYS5Y Zellen unter Luftsauerstoff-induzierter ROS-Freisetzung fiir 5 h
inkubiert in An- oder Abwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO oder AcPHT. Die spontane ROS-
Bildung wurde mithilfe des DCFA-Farbstoffes identifiziert, welcher durch Reaktion mit ROS
fluoresziert. 50 nM PHT, ISB und PHO ermoéglichen eine signifikante Depletion der induzierten
Oxidationsreaktionen (siche Abb. 3.1.12.). Die Inkubation mit dem nicht-antioxidativen

Strukturanalogon, AcPHT, zeigt keine erniedrigte ROS-Bildungsrate.

120 - Abb. 3.1.12.
Darstellung der ROS-Detoxifizierung mithilfe von 50 nM
100 PHT, ISB und PHO im DCFA-Assay.

sk Zur direkten ROS-Quantifizierung wurden SH-SYSY Zellen
unter oxidativen Bedingungen in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB, PHO oder AcPHT inkubiert und nach 5 h dem
DCFA-Test unterzogen. Die durch ROS induzierte
Farbstoffumsetzung wurde im 485/535 nm Exzitations-
/Emissionsfilter detektiert und auf die alleinige Vehikel-
Behandlung prozentuell normiert.

Inkubationen mit PHT, ISB oder PHO ermoglichen eine
signifikante Depletion der Oxidationsreaktionen (¥**p <

80 b dkk

40

20 A

Oxidation (%)
o 2
pHO [ |

E E 0,001). Die Auswertung vereinigt drei unabhidngige
‘g = m o Experimente.
o an) o )
> A~ — <
3.1.5. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin zeigen eindeutige antioxidative

Wirkung in direkten in situ Assays zur Quantifizierung reaktiver

Sauerstoffspezies

Lipide stellen ein sehr wichtiges Angriffsziel der Oxidationsreaktionen bei einer Zunahme des
oxidativen Stresses dar. Um die antioxidative Effektivitit von 50 nM PHT, ISB und PHO zu
untersuchen, wird eine Fe**/Ascorbat-induzierte Lipidperoxidation in Anwesenheit der untersuchten

Substanzen in zwei direkten in situ Assays evaluiert.

Im ersten Assay werden isolierte Mitochondrien der Leber (siehe Abb. 3.1.13.A.) bzw. des Gehirns
(siche Abb. 3.1.13.B.) in einer oxidativen Umgebung, vermittelt durch Fe*/Ascorbat-induzierte
Peroxidationsreaktionen, fiir 10 min inkubiert in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO oder

AcPHT. Als Bezugskontrolle werden Mitochondrien ohne Fe*'/Ascorbat parallel inkubiert. Ein
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prominentes Produkt der Lipidperoxidation stellt das Malondialdehyd (MDA) dar. Die Reaktion des
entstehenden MDA mit dem zugefiihrten Farbstoff Thiobarbitursdure (TBA) fiihrt zur Bildung eines
fluorimetrisch detektierbaren Komplexes. Das Ausmall der Peroxidationsreaktionen wird in den
Behandlungsgruppen als Fluoreszenzintensitdt des entstehenden MDA-TBA-Komplexes (TBARS-
Signal) dargestellt (siehe Abb. 3.1.13. A und B).

Eine 10miniitige Fe**/Ascorbat-Behandlung fiihrt zu einer starken Zunahme des TBARS-Signals in
Leber- (siche Abb. 3.1.13.A.) und Gehirnzellmitochondrien (siche Abb. 3.1.13.B.). 50 nM PHT, ISB
und PHO koénnen bis zu 2/3 der Peroxidationsreaktionen abfangen, 50 nM AcPHT zeigt keine ROS-

Detoxifizierungsaktivitét.

350 §
;.\ 300
i
S.2 0 250 A
£
g E 200 -
o
; § 150 *ok
8 é *okk
a 5 100 EX R
25 Abb. 3.1.13.
S 50 4 Darstellung der Peroxidationsdetoxifizierungs-
0 - kapazitit von PHT, ISB und PHO in Leber- und
= 2 — Gehirnmitochondrien ermittelt mithilfe des
2 & £y o o= TBARS-Assays.
G © an) fg a, 5 Isolierte Leber- (A) bzw. Gehirnmitochondrien (B)
> = Py — R < wurden mit Fe*/Ascorbat in Anwesenheit von
.. 50 nM PHT, ISB, PHO oder AcPHT inkubiert und
Fe™/Ascorbat

die induzierte Peroxidationsreaktion nach 10 min
200 - abgestoppt. Als Bezugskontrolle wurden Zellen ohne

Zufiihrung des Fe’*/Ascorbat-Peroxidationsinduktors
~ T78 inkubiert. Nach 20miniitiger Derivatisierung mit
§ 8 150 - TBA wurde die Intensitdt des entstehenden MDA-
\;-‘5 125 4 A TBA-Komplexes im 531/572 nm Exzitations-
2 5 o /Emissionsfilter quantifiziert. A) Darstellung der
S '§ 100 7 TBARS in Lebermitochondrien; B) Darstellung der
= 75 TBARS in Gehirnmitochondrien.

g g 50 4 o 50 nM PHT, ISB und PHO detoxifizieren signifikant
T = die induzierten Peroxidationsreaktionen der mito-
ﬁ‘@ 25 1 chondrialen Lipide (***p < 0,001 oder **p < 0,01),

0 AcPHT zeigt keinen protektiven Einfluss auf die

Entstehung von Peroxidationsprodukten. Die Aus-

Q
o) = = .. . . .
_&: < = o s, wertung vereinigt drei unabhingige Experimente.
5 & = 2 % 5 au. — arbitrary units (willkiirliche Skalierung);
@ 7 ry g
= A — A < Fe?*/Asc — Fe**/Ascorbat.
Fe*'/Ascorbat

Des Weiteren wird die Fe**/Ascorbat-induzierte Peroxidation in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB,
PHO oder AcPHT durch Detektierung der mitochondrialen Schwellung evaluiert. Lipidperoxidationen
an mitochondrialer Membran fiihren zum Anschwellen der Mitochondrien und hierdurch zum Verlust
der Triibung der Mitochondriensuspension bei 520 nm. In Abbildung 3.1.14. wird der Verlust der

Triibung der Lebermitochondriensuspensionen in den Behandlungsgruppen dargestellt.
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Nach 10 min der alleinigen Fe**/Ascorbat-Inkubation kommt es zu einem signifikanten Verlust der
Triibung der Mitochondriensuspension und somit einer starken Peroxidation der mitochondrialen
Lipide. 50 nM PHT, ISB und PHO detoxifizieren in der angegebenen Zeit fast vollstindig die stark
oxidativen Bedingungen, welche durch Fe**/Ascorbat induziert werden, und verhindern eine
mitochondriale Desintegration (siche Abb. 3.1.14.). 50 nM AcPHT weist keinen antioxidativen Effekt
auf (sieche Abb. 3.1.14.).

o 120 4
o
S —o— Vehikel
2100 A
= = Fe'/Asc
5 80 -
S 2
2 -+ Fe"/Asc + PHT
(D] 60
E 2+
g —o— Fe'/Asc +1ISB
2 40 A
£
) —&— Fe’'/Asc + PHO
S 20
= >
0 ' ' . . —o— Fe ' /Asc + AcPHT
0 3 10 15 20
Zeit (min)
Abb. 3.1.14. Darstellung der Peroxidationsdetoxifizierungskapazitit von PHT, ISB und PHO

in Lebermitochondrien ermittelt mithilfe der Quantifizierung der mitochon-
drialen Schwellung.

Isolierte Lebermitochondrien wurden mit Fe**/Ascorbat in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB, PHO, AcPHT inkubiert, als Bezugskontrolle wurden Mitochondrien ohne
Zufiihrung des Fe?*/Ascorbat-Peroxidationsinduktors inkubiert und photometrisch bei
520 nm fiir 20 min untersucht.

Die Fe**/Ascorbat-Behandlung fiihrt innerhalb von 10 min zu einem starken Verlust
der Triibung der Mitochondriensuspension. Behandlung mit 50 nM PHT, ISB oder
PHO hemmt diesen Prozess, die AcPHT-Behandlung weist vergleichbar schnell
propagierende Peroxidationsreaktionen auf, wie die alleinige Fe®*/Ascorbat-
Behandlung. Die Auswertung vereinigt drei unabhingige Experimente. Fe**/Asc —
Fe®*/Ascorbat.

3.1.6. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin erhalten die Integritit der

Mitochondrien bei einer Komplex I Inhibition in SH-SYSY Zellen

Das primire Angriffsziel der beiden Komplex 1 Inhibitoren, MPP® und Rotenon, stellen
Mitochondrien dar. Eine Komplex I Inhibition fithrt zur energetischen Depletion, vermehrter ROS-
Generierung und einer Absenkung des mitochondrialen Potentials (sieche Abschnitt 1.3.1. und 4.1.2.).
Wie oben dargestellt, wird mithilfe der Bisarylimine die Zellintegritit bei akuter Toxinbehandlung
durch Stabilisierung der oxidativen Resistenz beibehalten. Zur Untersuchung der protektiven Wirkung
der Bisarylimine wird die Integritéit der Mitochondrien in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen
nach 24 und 48 h analysiert. Diese Analyse kann verdeutlichen, ob Bisarylimine am Ursprung der
Parkinson-Toxinwirkung eingreifen und zur Stabilisierung mitochondrialer Integritit gegeniiber einer

Komplex I Inhibition und vermehrter ROS-Emission beitragen.
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Die Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials in SH-SYS5Y Zellen nach 24 und 48 h in
MPP* (200 uM)- und Rotenon (150 nM)-Behandlungsgruppen erfolgt mithilfe der MitoTracker
Farbung. MitoTracker werden in gesunden Mitochondrien durch ein hohes Membranpotential
verstdrkt akkumulieren, im Vergleich zu Mitochondrien mit niedrigem Membranpotential (erniedrigte

Intensitt).

Abb. 3.1.15.
0 MPP° [ Rotenon Evaluierung des mitochondrialen Membranpotentials
mithilfe der Quantifizierung der MitoTracker-Fluoreszenz-
40 A intensitiit in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen der
it SH-SYSY Zellen nach 24 h.
e — SH-SY5Y Zellen wurden fiir 24 h mit 200 uM MPP" (graue
30 - Balken) oder 150 nM Rotenon (schwarze Balken) behandelt in
Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO oder AcPHT. Nach
‘ der Firbung mit MitoTracker Red wurden die Zellen mit
20 - ‘ konstanter Belichtungszeit im 535/610 nm Exzitations-
/Emissionsfilter bei 400x Vergroferung aufgenommen und die
Fluoreszenzintensitidt einzelner Zellen mit der MetaVue
10 A ‘ Software bestimmt.
In Toxin-behandelten Zellen oder Ko-Inkubationen mit
Toxinen und AcPHT kommt es zu einer starken Abnahme des
0 — mitochondrial — akkumulierten  MitoTracker Red. Ko-

Fluoreszenzintensitit (a.u.)

E E Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO zeigen
= S = m o o eine signifikante Erhohung des MitoTracker Red-Signals
2 & E 2 E é (***p <£0,001) im Vergleich zu Toxin-behandelten Zellen. Die

Auswertung beriicksichtigt fiinf repridsentative Zellen in drei
Toxin unabhingigen Experimenten. au. — arbitrary units
(willkiirliche Skalierung).

Innerhalb von 24 h erfolgt eine drastische Absenkung des mitochondrialen Membranpotentials in
Toxin-behandelten Zellen (auf etwa die Hilfte bis zu einem Drittel des Membranpotentials der
unbehandelten Zellen; siehe Abb. 3.1.15. und 3.1.16.) und eine weitere leichte Abnahme des
Membranpotentials kann nach 48 h Toxinbehandlung detektiert werden (siehe Abb. 3.1.17. und
3.1.18.). Des Weiteren ist die Morphologie der Toxin-behandelten Mitochondrien nach 24 und 48 h
verdndert (siehe Abb. 3.1.16. und 3.1.17.). Die Mitochondrien erscheinen fragmentiert, angeschwollen
oder bilden rundliche MitoTracker positive Aggregate aus, v.a. bei Behandlung mit Rotenon (siehe
Abb. 3.1.17. und 3.1.18.). Bisarylimine mit freier Iminogruppe ermoglichen eine Stabilisierung des
mitochondrialen Potentials bei einer Komplex I Inhibition, mit einer signifikanten Potentialerh6hung
gegeniiber der alleinigen Toxinbehandlung nach 24 und 48 h (etwa 80 % des Signals unbehandelter
Zellen; siehe Abb. 3.1.15. bis 3.1.18.). Auch die mitochondriale Morphologie erscheint verdndert
sowohl zu unbehandelten als auch zu Toxin-behandelten Zellen. Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen
und Toxinen induzieren eine Fusion der Mitochondrien (siche Abb. 3.1.16. und 3.1.17.). Das
N-substituierte AcPHT weist keine Potential-stabilisierenden Effekte auf und Mitochondrien
erscheinen in diesen Ko-Inkubationen fragmentiert, angeschwollen und teilweise auch in groBeren

Strukturen aggregiert (siehe Abb. 3.1.16.).
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Abb. 3.1.16. Darstellung des mitochondrialen Membranpotentials mithilfe
des MitoTracker Red in MPP*- und Rotenon-Behandlungs-
gruppen der SH-SYSY Zellen nach 24 h.
SH-SYSY Zellen wurden fir 24 h mit 200 uM MPP* oder
150 nM Rotenon behandelt in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB,
PHO oder AcPHT. Gezeigt sind Ausschnitte aus Aufnahmen mit
400x VergroBerung. Die Belichtungszeit ist in allen Aufnahmen
identisch.
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Vehikel MPP" plus Vehikel MPP" plus PHT
;‘ -~

Vehikel Rotenon plus Vehikel Rotenon plus PHT

Abb. 3.1.17. Darstellung des mitochondrialen Membranpotentials mithilfe des MitoTracker Red in
MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen der SH-SY5Y Zellen nach 48 h.
SH-SYS5Y Zellen wurden fiir 48 h mit 200 uM MPP* oder 150 nM Rotenon behandelt in
Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO oder AcPHT. Gezeigt sind représentative Ausschnitte
aus Aufnahmen bei 400x VergroBerung. Reprisentativ fiir Inkubationen mit Toxinen und
Bisaryliminen sind Inkubationen mit Toxinen und PHT dargestellt. Die Belichtungszeit ist in den
Behandlungsgruppen identisch.

Abb. 3.1.18.
Evaluierung des mitochondrialen Membranpotentials
[0 MPP" H Rotenon mithilfe der MitoTracker-Fluoreszenzintensitit in

MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen der SH-SYSY
Zellen nach 48 h.

SH-SYSY Zellen wurden fiir 48 h mit 200 uM MPP* oder
150 nM Rotenon behandelt in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB, PHO oder AcPHT. Nach Firbung mit
MitoTracker Red wurden die Zellen mit Kkonstanter
Belichtungszeit im 535/610 nm Exzitations-/Emissionsfilter
bei 400x VergroBerung aufgenommen und die
Fluoreszenzintensitdt einzelner Zellen mit der MetaVue
Software bestimmt.

In Toxin-behandelten Zellen oder Ko-Inkubationen mit
Toxinen und AcPHT kommt es zu einer starken Abnahme
des mitochondrial akkumulierten MitoTracker Red. Ko-

Fluoreszenzintensitét (a.u.)

E - E Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO zeigen
= % H m ® & eine signifikante Erhohung des MitoTracker Red-Signals
§ ﬁ E A E < (***p < 0,001). Die Auswertung beriicksichtigt zehn
reprisentative Zellen in drei unabhingigen Experimenten.

Toxin a.u. — arbitrary units (willkiirliche Skalierung).

Als Antwort auf die Komplex I Inhibition wird das Membranpotential der Mitochondrien stark
herabgesenkt und es erfolgt eine morphologische Umstrukturierung des mitochondrialen Netzwerkes.
Um Effekte der Toxine auf mitochondriale Regulationsmechanismen zu untersuchen, wurden nach
kurzer (4 und 8 h) und ldngerer (dargestellt fiir 48 h) Toxineinwirkung mitochondriale Fusions- und

Fragmentierungsprozesse auf Proteinebene untersucht. Drpl (dynamin-related protein 1) ist fiir die
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Fragmentierung der Mitochondrien zustindig, OPA1l (optic atrophy 1) spielt eine Rolle in

mitochondrialen Fusionsprozessen (sieche Abschnitt 4.1.2.).

MPP

Vehikel MPP" PHT ISB  PHO AcPHT

— . — — —— e 82 kDa Drpl
S | T e S e S | 86/92kDa  OPAL |
S S S S W W 42 kDa  Aktin |
WSS WS W wems weems W | 32kDa  Drpl
S | e s === === === 86/92kDa OPAl
W S — e 1) kDa  Aktin |
———---{ 82 kDa Drpl\
o | e S S == 86/92kDa OPAL
S S S S W S 02 kDa  Aktin |
Abb. 3.1.19. Darstellung der Drpl wund OPA1l Proteinspiegel im Verlauf der

Toxinbehandlung in SH-SY5Y Zellen.

Mithilfe der Immunanalyse wurden Drpl- und OPAI- Proteinspiegel der
mitochondrialen Teilungs-/Fusionsmaschinerie in MPP*-Behandlungsgruppen nach 4,
8 und 48 h untersucht. SH-SY5Y Zellen wurden fiir die angegebene Zeit mit 200 uM
MPP* behandelt in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB oder PHO. Das Drp1-Signal
wird bei 82 kDa detektiert, OPA1 besitzt eine 86 und eine 92 kDa schwere Bande,
Aktin dient als Ladekontrolle (42 kDa).

Nach 4 und 8 h Toxin-Inkubation kommt es zur Hochregulation des Drpl-Signals.
Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT, ISB oder PHO zeigen nur leicht erhdhte Werte
an Drpl nach 4 und 8 h, hingegen kommt es zur leichten Erhohung des OPAI-
Proteins nach 4 h Ko-Inkubation mit MPP* und PHT, ISB und PHO. Nach 48 h sind
die Proteinspiegel des Drpl in allen Toxinbehandlungen erniedrigt, OPA1 zeigt sich
in Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT, ISB oder PHO erhéht.

Nach 4 bis 8 h kommt es zu einer Hochregulation des Drp1-Proteins in Toxin-behandelten SH-SYS5Y
Zellen (dargestellt fiir 200 uM MPP*; Abb. 3.1.19.). Proteinspiegel des OPA1 zeigen sich durch die
Toxingabe nicht stark beeinflusst, nur eine leichte Abnahme des OPAT ist nach 4 h festzustellen. Ko-
Inkubation mit Toxinen und Bisaryliminen zeigen nach 4 h nur eine leichte Hochregulation der Drp1-
Proteinspiegel, nach 8 h Behandlung wird das Drpl-Protein auf Niveau der unbehandelten Zellen
heruntergesenkt (siehe Abb. 3.1.19.). Parallel mit dem leichten Anstieg der Drpl-Proteinmenge bei
Ko-Inkubation mit Bisaryliminen, wird nach 4 h das OPA1-Protein im Vergleich zu unbehandelten
und Toxin-behandelten Zellen hochreguliert (sieche Abb. 3.1.19.), nach 8 h sinkt parallel zum Drpl-
Signal auch das OPA1-Protein auf das Kontrollniveau. So kann dargestellt werden, dass die Fusions-
/Fragmentierungsmaschinerie der Mitochondrien in den frithen Phasen der Toxineinwirkung starken
Regulationsprozessen unterliegt und dass die Ko-Inkubation mit Bisaryliminen die Toxin-induzierten

Prozesse umkehrt.
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Die Proteinspiegel der beiden Fusions-/Fragmentierungsregulatoren wurden nach 24 und 48 h
Behandlung (dargestellt fiir 48 h Behandlung; sieche Abb. 3.1.19.) parallel zur mitochondrialen
Morphologie (sieche Abb. 3.1.16. und 3.1.17.) untersucht. Nach ldngerer Toxinbehandlung kommt es
zur Abnahme des Drpl-Signals und einer leichten Zunahme des OPAI1-Proteins. Morphologisch
erscheinen Mitochondrien in diesen Behandlungsgruppen stark fragmentiert und oft zu gréBeren,
runden Aggregaten zusammengelagert. Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen ermdoglichen eine
Zunahme des OPA1-Signals im Vergleich zu unbehandelten Zellen und eine leichte Abnahme der
Drp1-Proteinspiegel (siehe Abb. 3.1.19.). In diesen Behandlungen erscheinen Mitochondrien eher
fusioniert (siche Abb. 3.1.16. und 3.1.17.).

3.1.7. Einfluss der Toxine und Bisarylimine auf lysosomale Abbauprozesse und die

mitochondriale Neusynthese in SH-SYSY Zellen

Die gewonnenen Daten zeigen eine Zunahme oxidativ modifizierter Proteine mit paralleler Abnahme
der mitochondrialen Funktion in Toxin-behandelten SH-SYSY Zellen. Stark modifizierte Proteine und
dysfunktionelle Mitochondrien werden iiber den lysosomalen Abbauweg eliminiert. Dysfunktionelle
Mitochondrien und erhéhte Abbauprozesse konnen als Signal fiir die mitochondriale Neubildung zur

Kompensierung des abnehmenden energetischen Status der Zellen dienen.

24 h behandelt 48 h behandelt

Vehikel

100 um
e

Rotenon plus Vehikel

Rotenon plus PHT
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Abb. 3.1.20. Darstellung der Lysosomen mithilfe des LysoTrackers in Rotenon-Behandlungsgruppen der
SH-SYSY Zellen nach 24 und 48 h Inkubation.
SH-SYSY Zellen wurden fiir 24 und 48 h mit 150 nM Rotenon behandelt in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB oder PHO. Gezeigt wird die LysoTracker-Féarbung (griin) iiberlappt mit dem DAPI-Signal
(blau) in Aufnahmen mit konstanter Belichtungszeit und 200x VergroBerung, der Mafistab entspricht
100 um, rechts sind die angegebenen Bereiche vergrofert dargestellt.
Nach 24 h Rotenon-Behandlung kommt es zu einer starken Induktion lysosomaler Prozesse. Ko-
Inkubation mit Rotenon und PHT, ISB oder PHO zeigen eine nur leicht vermehrte Lysosomenanzahl
zu unbehandelten Zellen (dargestellt fiir Rotenon plus PHT). Nach 48 h Rotenon-Behandlung sinkt
die Lysosomenanzahl in den meisten Zellen stark ab, in etwa 30 % der Zellen sind grofie
Lysosomenstrukturen zu erkennen. Ko-Inkubationen mit Rotenon und PHT, ISB oder PHO zeigen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen nach 48 h eine Induktion lysosomaler Prozesse mit grofen
lysosomalen Strukturen.

Zur Untersuchung der lysosomalen Vorginge in SH-SY5Y Zellen nach Toxinbehandlung wurden
lysosomale Strukturen mithilfe des LysoTrackers in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen nach
24 und 48 h untersucht (reprisentativ dargestellt fiir die Rotenon-Behandlung und die Ko-Inkubation
mit Rotenon und PHT; siehe Abb. 3.1.20.). LysoTracker werden selektiv in sauren Organellen, wie
den Lysosomen, angereichert. Nach 24 h Toxinbehandlung kommt es zu einer drastischen Induktion
lysosomaler Abbauprozesse (siche Abb. 3.1.20.). Die Verteilung der lysosomalen Strukturen erreicht
die groBte Dichte am Zellrand, oft erscheinen Lysosomen mit groBerem Volumen. Ko-Inkubationen
mit Bisaryliminen zeigen hingegen &dhnliche lysosomale Charakteristika wie unbehandelten Zellen
(sieche Abb. 3.1.20.), mit einer leicht erhohten Lysosomenanzahl. Lysosomen erscheinen sehr klein
oder nehmen ein groferes Volumen an. Nach 48 h Toxinbehandlung kommt es zu einer Reduktion der
Lysosomenanzahl im Vergleich zu 24 h Toxinbehandlung. Etwa 60 bis 70 % der Zellen weisen
schwach leuchtende und sehr kleine lysosomale Strukturen auf. In etwa 30 % der Zellen sind grof3
erscheinende Lysosomen zu erkennen, welche sich am Rand der Zellen organisieren. Ko-Inkubationen
mit Toxinen und Bisaryliminen zeigen hingegen eine lysosomale Induktion nach 48 h. Es erscheinen

lysosomale Strukturen mit meist groBBerem Volumen, die am Rand der Zellen organisiert sind.

[&]
= Abb. 3.1.21.
§ Darstellung der Lysosomen und Mitochondrien
mithilfe des Lyso- und MitoTrackers in Rotenon-
Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zellen nach 36 h
Inkubation.
= Zur Darstellung des lysosomalen Abbaus und der vor
o 2 Toxingabe gefirbten Mitochondrien (rot) wurden SH-
= G SYS5Y Zellen nach 36 h Behandlung mit LysoTracker
9——; i (griin) gefiarbt. SH-SYSY Zellen wurden fiir 36 h mit
=7 % 150 nM Rotenon behandelt in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB oder PHO. Die Belichtungszeit ist in allen
Aufnahmen konstant gehalten. Gezeigt sind Ausschnitte
aus Aufnahmen mit 400x VergroBerung.
Darstellung des  mitochondrialen  Verlustes  im
g E Randbereich der Zelle nach Toxinbehandlung mit
S~ paralleler erhohter Detektion lysosomaler Strukturen.
é E Ko-Inkubationen mit Toxinen weisen zu diesem
=8

Zeitpunkt wenige lysosomale Strukturen und konstante
Anzahl an Mitochondrien auf.
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Parallel zu erhohten lysosomalen Abbauprozessen lédsst sich in Toxin-behandelten Zellen eine
Abnahme der vor Toxingabe vorhandenen Mitochondrien detektieren (MitoTracker-Farbung vor
Toxingabe). Die Anzahl der vor Toxingabe gefarbten Mitochondrien (rot) sinkt nach 36 h in
Toxinbehandlungen, parallel kommt es zur Induktion lysosomaler Strukturen (LysoTracker, griin)
(reprisentativ dargestellt fiir Rotenon-Behandlung; siehe Abb. 3.1.21.). Innerhalb der Lysosomen-
positiven Bereiche (griin) der Zelle kommt es zur Reduktion des MitoTracker-Signals (siche Abb.
3.1.21.). Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen zeigen im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine leicht
reduzierte, aber konstante Anzahl der vor der Behandlung gefdrbten Mitochondrien. Zu diesem
Zeitpunkt ist das Ausmal} der lysosomalen Antwort in diesen Behandlungsgruppen nicht weit

fortgeschritten.

tiberlappt MitoTracker Red MitoTracker Green

Vehikel

Abb. 3.1.22.

Darstellung der mitochondrialen Neubildung in
Rotenon-Behandlungsgruppen der SH-SYSY Zellen
nach 36 h Inkubation.

Zur Darstellung neu gebildeter Mitochondrien wurden
SH-SYSY Zellen vor Toxingabe mit MitoTracker Red
(rot) und nach 36 h Toxinbehandlung mit MitoTracker
Green (griin) gefirbt. SH-SYS5Y Zellen wurden fiir 36 h
mit 150 nM Rotenon behandelt in Anwesenheit von
50 nM PHT, ISB oder PHO. Die Belichtungszeit ist in
allen Aufnahmen konstant gehalten. Gezeigt sind
Ausschnitte aus Aufnahmen mit 400x Vergroflerung.

In Toxinbehandlungen kommt es zu einem starken
Anstieg neu gebildeter Mitochondrien (griin) mit
parallelem Verlust alter Mitochondrien in Rand-
gebieten der Zelle. Ko-Inkubation mit Toxin und PHT
zeigt eine leichte Induktion der mitochondrialen
Neubildung. Die Anzahl alter Mitochondrien nimmt
leicht zu unbehandelten Zellen ab, die Verteilung der
Mitochondrien bleibt in den Ko-Inkubationen
vergleichbar mit unbehandelten Zellen.

Rotenon plus Vehikel

Rotenon plus PHT

Als Antwort auf den erniedrigten energetischen Status der Zelle, den Potentialverlust der
mitochondrialen Membran, sowie die Zunahme lysosomaler Abbauprozesse, kann es zu einer
kompensatorischen mitochondrialen Neubildung kommen. Um diesen Prozess in den Behandlungs-
gruppen zu untersuchen, wurden SH-SYSY Zellen vor Toxingabe mit MitoTracker Red gefarbt, um
Mitochondrien darzustellen, die vor der Toxingabe existierten (alte Mitochondrien, rot), nach einer

Toxinbehandlung fiir 36 h wurden neu synthetisierte Mitochondrien mithilfe des MitoTracker Green
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(neue Mitochondrien, griin) dargestellt (siche Abb. 3.1.22.). Die Anzahl alter Mitochondrien wird nach
Toxingabe reduziert und die Verteilung der stark fragmentierten Mitochondrien im Vergleich zu
unbehandelten Zellen verdndert. Alte Mitochondrien versammeln sich an einem Zellpol und
verschwinden in Randgebieten. In den Randgebieten erscheinen neu entstandene Mitochondrien. Die
mitochondriale Neubildung wird in Toxinbehandlungen induziert (reprédsentativ dargestellt fiir
Rotenon-Behandlung; siehe Abb. 3.1.22.). Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen, repréisentativ
dargestellt fiir die Ko-Inkubation mit Rotenon und PHT, zeigen eine leichte Abnahme der Anzahl alter
Mitochondrien, die Verteilung alter Mitochondrien bleibt jedoch #hnlich der Verteilung in
unbehandelten Zellen. Die Anzahl an neu entstandenen Mitochondrien nimmt leicht zu (sieche Abb.

3.1.22.).

Es konnte gezeigt werden, dass Bisarylimine (PHT, ISB und PHO) in nanomolaren Konzentrationen
im  Parkinson-Toxin-induzierten =~ Neuroblastoma-Modell zytoprotektiv ~ wirken. Protektive
Eigenschaften dieser Strukturen sind auf ihre sehr effektive antioxidative Kraft zuriickzufiihren, da
Strukturanaloga, welche an der Iminogruppe substituiert sind (AcPHT, CPRZ und PRZ, siehe Abb.
1.11.) keine Zytoprotektion vermitteln. Bisarylimine erhalten die Integritit der Mitochondrien bei
einer Komplex I Inhibition mit paralleler Stirkung der antioxidativen Abwehr, wie bei einer
kompletten Glutathiondepletion gezeigt werden konnte. Direkte in vitro und in situ Assays konnten die
antioxidative Kapazitit dieser Substanzen aufzeigen. Nun werden Bisarylimine in der gemischten

neuronalen Kultur des ventralen Mittelhirns auf ihr neuroprotektives Potential hin untersucht.

3.2. Zytoprotektion der primiren Mittelhirnkulturen mithilfe von Phenothiazin,

Iminostilben und Phenoxazin

Mithilfe der Analyse der Wirksamkeit von PHT, ISB und PHO gegeniiber Parkinson-Toxinen in
einem neuroglialen Netzwerk, werden die Untersuchungen néher an die in vivo Situation herangefiihrt.
Die Verwendung von Zellen des ventralen Mittelhirns erlaubt die selektive Vulnerabilitit
dopaminerger Zellen der SNpc gegeniiber Parkinson-Toxinen und oxidativem Stress zu analysieren. In
diesem Modellsystem werden Bisarylimine auf ihr neuroprotektives Potential hin untersucht bei akuter
Komplex 1 Inhibition durch die Parkinson-Toxine, MPP®* und Rotenon, sowie bei einer
Destabilisierung des antioxidativen Schutzsystems durch Glutathiondepletion. Die Evaluierung des
Zelliiberlebens der Gesamtkultur erfolgt mithilfe des MTT-Tests, das neuronale Zelliiberleben wird
mithilfe histochemischer Farbungen untersucht. Des Weiteren wird die Selektivitit der Parkinson-
Toxine gegeniiber dopaminergen Zellen analysiert. Die Regulation des antioxidativen Schutzsystems
wird in der Primérzellkultur auf der Ebene der antioxidativen Enzyme untersucht. Des Weiteren

werden lysosomale Abbauprozesse und die Reaktion der Mitochondrien auf die zugefiihrten Toxine,
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mit Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials, der mitochondrialen Morphologie und

Verteilung, sowie der mitochondrialen Neubildung, analysiert.

3.2.1. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin
schiitzen Primirzellkulturen des ventralen Mittelhirns vor MPP*- und Rotenon-

Toxizitit

Das neuroprotektive Potential der Bisarylimine wird in differenzierten Primirzellkulturen des
ventralen Mittelhirns untersucht. Akute Konzentrationen an MPP* (200 uM) und Rotenon (150 nM)
fiihren innerhalb von 72 h zu einem massiven neuronalen Sterben, dargestellt mithilfe der
immunhistochemischen Analyse des Neuronen-spezifischen Markers MAP2 (microtubule associated
protein 2) (sieche Abb. 3.2.1. A und B und 3.2.2. A und B). Neurone zeigen eindeutige Anzeichen der
primédren Eliminierung der Fortsidtze, welches auf einen ,,dying back® Mechanismus des zelluldren
Sterbens hinweist und zuerst die Entkopplung der Axone vom Zellkorperleben einschlieft (sichtbar an
der Fragmentierung der Axone; Abb. 3.2.1.A., 3.2.2.A. oberen Reihe, mittleres Bild; 3.2.3., mittleres
Bild). Bisarylimine mit freier Iminogruppe ermdglichen in einer Konzentration von 50 nM eine
umfassende Protektion neuronaler Strukturen gegeniiber MPP'- und Rotenon-Toxizitit. Die groBe
Mehrheit der Neurone (90 % fiir MPP*- und fast 100 % fiir Rotenon-Behandlungsgruppen; siche Abb.
3.2.1.B. und 3.2.2.B.) behilt ihre Integritiit bei, sowohl in der Zellkdrperregion als auch in den
Fortsdtzen sind keine Auffilligkeiten der zelluliren Schiddigung zu erkennen. N-substituierte
Bisaryliminstrukturen (AcPHT, CPRZ und PRZ) zeigen keine neuroprotektiven Effekte gegeniiber
MPP"- oder Rotenon-Toxizitit.

100 um

MPP plus CPRZ

MPP plus PHT MPP plus ISB MPP plus PHO
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Abb. 3.2.1. Darstellung des neuronalen Zelliiberlebens in Primirzellkulturen der MPP*-
Behandlungsgruppen.
Mithilfe der histochemischen MAP2 (microtubule associated protein 2)-Féarbung der Primir-
zellkulturen kann die neuronale Situation in MPP*-Behandlungsgruppen evaluiert werden.
Differenzierte Primirzellkulturen wurden mit 200 uM MPP* in Anwesenheit von 50 nM
PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ fiir 72 h behandelt und einer MAP2- und DAPI-
Farbung unterzogen. A) Darstellung reprisentativer Bilder der MAP2-Firbung. Die
Aufnahmen sind mit 200x VergroBerung erstellt, der MaBstab definiert 100 um. B)
Auswertung der MAP2-Firbung in  MPP*-Behandlungsgruppen.  Neurone  mit
unfragmentierten Axonen wurden als gesunde Zellen eingestuft und Neurone mit
fragmentierten oder zerstorten Axonen als sterbende Zellen definiert und auf die Kernanzahl
(DAPI-Férbung) normiert.
MPP*-Behandlung und Ko-Inkubationen mit MPP* und AcPHT, CPRZ oder PRZ fiihren zu
einem massiven Verlust neuronaler Zellen. Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT, ISB oder
PHO zeigen einen signifikanten Schutz gegeniiber der MPP*-Toxizitit (***p < 0,001). Die
Auswertung vereint drei unabhidngige Experimente mit jeweils fiinf evaluierten
Gesichtsfeldern in Triplikat.

Rotenon plus PHT Rotenon plus ISB Rotenon plus PHO
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Abb. 3.2.2. Darstellung der neuronalen Zellen in der Primérzellkultur der Rotenon-
Behandlungsgruppen.
Mithilfe der histochemischen MAP2-Firbung der Primirzellkulturen kann die neuronale
Situation  in  Rotenon-Behandlungsgruppen  evaluiert  werden. Differenzierte

Primirzellkulturen wurden mit 150 nM Rotenon in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO,
AcPHT, CPRZ oder PRZ fiir 72 h behandelt und einer MAP2- und DAPI-Firbung
unterzogen. A) Darstellung reprisentativer Bilder der MAP2-Firbung. Die Aufnahmen sind
mit 200x VergroBerung erstellt, der MaBistab definiert 100 um. B) Auswertung der MAP2-
Féarbung in Rotenon-Behandlungsgruppen. Neurone mit unfragmentierten Axonen wurden als
gesunde Zellen eingestuft und Neurone mit fragmentierten oder zerstorten Axonen als
sterbende Zellen definiert und auf die Kernanzahl (DAPI-Féarbung) normiert.
Rotenon-Behandlung und Ko-Inkubationen mit Rotenon und AcPHT, CPRZ oder PRZ
fiihren zu einem massiven Verlust neuronaler Zellen. Ko-Inkubationen mit Rotenon und
PHT, ISB oder PHO zeigen einen signifikanten Schutz gegeniiber der Rotenon-Toxizitét
(***p < 0,001). Die Auswertung vereint drei unabhingige Experimente mit jeweils fiinf
evaluierten Gesichtsfeldern in Triplikat.

Vehikel Rotenon plus Vehikel Rotenon plus PHT

Abb. 3.2.3. Darstellung der axonalen Fragmentierung.
Dargestellte Bilder sind VergroBerungen der in Abb. 3.2.2. illustrierten Aufnahmen. Rotenon-
Behandlung fiihrt nach 72 h zur massiven Fragmentierung der neuronalen Fortsitze (mittleres Bild).
Bei Ko-Inkubation mit Rotenon und 50 nM an Bisaryliminen bleibt das neuronale Netzwerk intakt.
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Abb. 3.2.4. Darstellung des MTT-Tests in MPP*-Behandlungsgruppen der Primirzellen mit

Ermittlung der ECsp-Werte der untersuchten Substanzen.

Zur Evaluierung des Zelliiberlebens wurden differenzierte Primirzellkulturen mit 200 pM
MPP* fiir 96 h behandelt in Anwesenheit von PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ in
einer Konzentration von 5 bis 1000 nM. Die Auswertung beinhaltet drei separate

Experimente in Triplikat.
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Abb. 3.2.5. Darstellung des MTT-Tests in Rotenon-Behandlungsgruppen der Primérzellkulturen

mit Ermittlung der ECs,-Werte der untersuchten Substanzen.

Zur Evaluierung des Zelliiberlebens wurden differenzierte Primirzellkulturen mit 150 nM
Rotenon fiir 96 h behandelt in Anwesenheit von PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ
in einer Konzentration von 5 bis 1000 nM. Die Auswertung beinhaltet drei separate

Experimente in Triplikat.

Die protektiven Konzentrationsbereiche der Bisarylimine gegeniiber der akuten Toxizitit des MPP*

(200 pM) und Rotenons (150 nM) wurden zu einem spéteren Zeitpunkt mithilfe des MTT-Tests

evaluiert. MPP" fiihrt nach 96 h zur Eliminierung aller zelluldren Strukturen (siche Abb. 3.2.4.).

Bisarylimine zeigen eine stabile Protektion gegeniiber der MPP*-Toxizitit ab 50 bis 100 nM und

erhalten bis zu 70 und 90 % der Zellen. Die halbmaximalen effektiven Konzentrationen belaufen sich

im MTT-Test auf 30 nM fiir PHT, 20 nM fiir ISB und 15 nM fiir PHO (siehe Abb. 3.2.4.). Nach 96 h
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Rotenon-Behandlung kommt es zu einem 40 bis 50 %igen zelluliren Verlust (siche Abb. 3.2.5.).
Vorangegangene Analysen haben gezeigt, dass die gesamte neuronale Population nach 72 h Rotenon-
Behandlung eliminiert wird (siehe Abb. 3.2.2.). So kann vermutet werden, dass das Uberlebenssignal
im MTT-Test auf gliale Strukturen zuriickzufiihren ist. Die Protektion der Zellen gegeniiber Rotenon-
Toxizitdt mithilfe antioxidativer Bisarylimine ist bei 50 und 100 nM besonders deutlich. Die ECs,-
Werte erreichen im MTT-Test 15 nM fiir PHT und PHO und 25 nM fiir ISB. Nicht-antioxidative

Strukturanaloga zeigen keine zytoprotektive Wirkung gegeniiber der MPP*- und Rotenon-Toxizitit.

3.2.2. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin
schiitzen dopaminerge Neurone des ventralen Mittelhirns vor MPP*- und

Rotenon-Toxizitit

Da im vorangegangenen Abschnitt eine sehr deutliche Protektion mithilfe der Bisarylimine in
nanomolaren Konzentrationen auf neuronaler Ebene gezeigt werden konnte, soll nun die protektive
Effizienz der Bisarylimine, dopaminerge Zellen der differenzierten Primirzellkultur des ventralen
Mittelhirns vor MPP*- und Rotenon-Toxizitdt zu schiitzen, angesprochen werden. Primiirzellkulturen
des ventralen Mittelhirns stellen Mischkulturen verschiedener neuronaler Populationen dar und
beinhalten bei der Ratte etwa 3 bis 5 % dopaminerge Neurone, welche sich besonders vulnerabel
gegeniiber den beiden Parkinson-Toxinen in vitro und in vivo zeigen (Moon et al., 2005; siehe

Einleitung).

Basierend auf mikroskopischen Beobachtungen konnte eine kleine Population an Neuronen in der
Mischkultur des Mittelhirns identifiziert werden, die zu einem fritheren Zeitpunkt, im Vergleich zur
Mehrheit der Neurone, Zeichen der Zytotoxizitit aufwies. Die Analyse einer selektiven
Beeintriachtigung dopaminerger Neurone in frithen Stadien der akuten Toxinbehandlung umfasste die
Detektion der Proteinspiegel der Tyrosinhydroxylase (TH, Enzym der Dopaminsynthese und
Markerprotein dopaminerger Zellen; siehe Abschnitt 1.2.). Der Verlust der TH-Expression stellt einen
spezifischen Marker des dopaminergen Integrititsverlustes dar (Moon et al.,, 2005). Akute
Konzentrationen an MPP* (200 uM) oder Rotenon (150 nM) fiihren innerhalb von 24 h zu einer
signifikanten Abnahme des TH-Proteinsignals in Primirzellkulturen bei unverdndertem pan-
neuronalen MAP2c-Proteinsignal (sieche Abb. 3.2.6. A und B). Antioxidative Bisarylimine
ermoglichen in nanomolaren Konzentrationen die dopaminerge Integritit in Toxin-Behandlungen zu
erhalten (siehe Abb. 3.2.6. A und B), das N-substituierte AcPHT weist keine Stabilisierung
dopaminerger Zellen auf. Hiermit wird verdeutlicht, dass Bisarylimine eine Stabilisierung der hoch

vulnerablen dopaminergen Zellen vermitteln.
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Abb. 3.2.6. Darstellung  selektiver  Vulnerabilitit dopaminerger Neurone

gegeniiber MPP*- und Rotenon-Behandlungen und Protektion der
dopaminergen Neurone mithilfe von 50 nM PHT, ISB und PHO.
Mithilfe einer Immunanalyse wurden TH- (Tyrosinhydroxylase)
Proteinspiegel in Primirzellkulturen bei MPP*- und Rotenon-Behandlung
detektiert zur Darstellung des Anteils iiberlebender dopaminerger Zellen.
TH-Proteinspiegel werden mit dem MAP2c-Proteinspiegel verglichen zur
Verzeichnung der Neuronenanzahl in den Behandlungsgruppen. Parallel
dient das Aktin-Signal als Ladekontrolle. Differenzierte Primérzellkulturen
wurden mit 200 uM MPP* oder 150 nM Rotenon in Anwesenheit von
50 nM PHT, ISB, PHO oder AcPHT fiir 24 h behandelt und der
Immunanalyse unterzogen. Das TH-Signal wird bei 60 kDa detektiert,
MAP2c bei 70 kDa und Aktin bei 42 kDa. A) Darstellung reprisentativer
Immunsignale der untersuchten Proteine. B) Quantifizierung der
Immunoblot-Signale erfolgte mit der Aida Software. TH-Proteinsignale
wurden auf Aktin-Proteinsignale normiert und auf die Kontrollbehandlung
prozentuell bezogen.

Toxinbehandlungen oder Ko-Inkubationen mit Toxinen und AcPHT fiihren
zu einem selektiven Verlust des TH-Signals bei konstantem MAP2c-Signal.
Ko-Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO erhalten das TH-
Signal in signifikanten Bereichen (***p < 0,001). Die Auswertung vereinigt
drei unabhingige Experimente.
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3.2.3. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin

schiitzen vor oxidativen Stress in Primérzellkulturen des ventralen Mittelhirns

Zur Darstellung der effektiven Detoxifizierung eines induzierten oxidativen Ungleichgewichts mithilfe
der Bisarylimine in Primérzellkulturen, wird das zelluldre antioxidative System durch die Depletion

des Glutathions gestort (siehe Abschnitt 3.1.3.).

Glutathiondepletion, induziert durch 400 uM BSO, fiihrt innerhalb von 72 h zu einem massiven
neuronalen Zelltod (evaluiert mithilfe der MAP2-Farbung; siehe Abb. 3.2.7. A und B). 50 nM PHT,
ISB und PHO schiitzen das neuronale Netzwerk vollstindig vor der Glutathiondepletion (siehe Abb.
3.2.7. Aund B und 3.2.8.), 50 nM AcPHT, CPRZ oder PRZ vermitteln keine Protektion gegeniiber der
Glutathiondepletion. Nanomolare Konzentrationen an Bisaryliminen weisen nach 96 h BSO-
Behandlung eine Stabilisierung der Integritit in 80 bis 90 % der Zellen auf und entfalten ihre
halbmaximale Protektionskraft bei 20 nM fiir PHT, 25 nM fiir ISB und bei 35 nM fiir PHO (siehe
Abb. 3.2.8.). N-substituierte Strukturanaloga zeigen in hohen Konzentrationen protektive

Eigenschaften (siehe Abb. 3.2.8., etwa 1000fach hoher als PHT, ISB oder PHO).

100 pm

Vehikel BSO plus Vehikel BSO plus CPRZ

BSO plus PHT BSO plus ISB BSO plus PHO
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Abb. 3.2.7. Darstellung der neuronalen Morphologie in BSO-Behandlungsgruppen der
Primirzellkultur.

Mithilfe der histochemischen MAP2-Fiarbung der Primérzellkultur kann die neuronale
Situation in BSO-Behandlungsgruppen evaluiert werden. Differenzierte Primérzellkulturen
wurden mit 400 uM BSO in Anwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder
PRZ fiir 72 h behandelt und einer MAP2- und DAPI-Firbung unterzogen. A) Darstellung
repriasentativer Bilder der MAP2-Farbung iberlappt mit DAPI zur Ermittlung der
Gesamtzellzahl. Die Aufnahmen sind mit 200x Vergroferung erstellt, der Mafstab definiert
100 um. B) Auswertung der MAP2-Firbung in BSO-Behandlungsgruppen. Hierfiir wurden
Neurone mit unfragmentierten Axonen als gesunde Zellen eingestuft und Neurone mit
fragmentierten oder zerstorten Axonen als sterbende Zellen definiert und prozentuell auf die
Kernanzahl normiert.

BSO-Behandlung und Ko-Inkubationen mit BSO und AcPHT, CPRZ oder PRZ fiihren zu
einem massiven Verlust neuronaler Zellen. Ko-Inkubationen mit BSO und PHT, ISB oder
PHO zeigen einen signifikanten Schutz gegeniiber der BSO-Toxizitdt (***p < 0,001). Die
Auswertung vereint drei unabhédngige Experimente mit jeweils fiinf evaluierten
Gesichtsfeldern in Triplikat.

—— PHT —2-ISB ——PHO
1204 - AcPHT -8 CPRZ —-0—PRZ
EC,, (PHT) ~20 nM
100+
EC,, ISB) ~ 25nM
;\? 80
=5 7 EC,, (PHO) ~ 35 nM
5
©
T 60 EC,, (AcPHT) ~ 45000 nM
e
E
E 404 EC,, (CPRZ) ~ 20000 nM
- EC,, (PRZ) ~ 35000 nM
0 T
1 10 100 1000 10000 100000
Konzentration (nM)
Abb. 3.2.8. Darstellung des MTT-Tests in BSO-Behandlungsgruppen der Primérzellkulturen mit Ermittlung

der EC5)-Werte der untersuchten Substanzen.

Zur Evaluierung des Zelliiberlebens wurden BSO-Behandlungsgruppen dem MTT-Test unterzogen.
Hierfiir wurden differenzierte Primérzellkulturen fiir 96 h mit 400 uM BSO behandelt in Anwesenheit
von PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ oder PRZ in einer Konzentration von 5 nM bis 100 uM. Die
Auswertung beinhaltet drei unabhingige Experimente in Triplikat.
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3.24. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin stabilisieren das antioxidative

System der Primérzellkultur

Da Bisarylimine bei Depletion eines der wichtigsten antioxidativen Molekiile der Zelle, die Integritiit
der Primirzellkulturen aufrechterhalten und das neuronale Netzwerk vor der Wirkung der Parkinson-
Toxine schiitzen, wurde das enzymatische antioxidative System in MPP*- und Rotenon-
Behandlungsgruppen analysiert. Zur Untersuchung der Auswirkungen der beiden Toxine und
Bisarylimine auf die ROS-Detoxifizierungsmaschinerie, wurden Proteinspiegel der Katalase,
Glutathion-Peroxidase 1 (GPx1), mitochondrialer SOD (MnSOD, mit Mangan als Zentralatom) und
zytosolischer SOD (SODI1, mit Kupfer-Zink als Zentralatome) innerhalb von 36 h akuter

Toxinbehandlung in Primérzellkulturen analysiert.
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Abb. 3.2.9. Darstellung des antioxidativen zelluliiren Schutzsystems in MPP*- und Rotenon-
Behandlungsgruppen und in Ko-Inkubationen mit 50 nM PHT, ISB, PHO und AcPHT.
Mithilfe einer Immunanalyse wurden Proteinspiegel der zelluldren antioxidativen Enzyme, Katalase,
GPx1, MnSOD und SOD1 in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen untersucht. Differenzierte
Primérzell-kulturen wurden mit 200 uM MPP™ oder 150 nM Rotenon in Anwesenheit von 50 nM PHT,
ISB, PHO oder AcPHT fiir 36 h behandelt und einer Immunoblot-Analyse unterzogen. Das Katalase-
Signal wird bei 59 kDa detektiert, GPx1 bei 22 kDa, MnSOD bei 24 kDa, SOD1 bei 20 kDa, MAP2c
bei 70 kDa und Aktin bei 42 kDa. Darstellung représentativer Immunsignale der untersuchten Proteine
mit der Quantifizierung der Immunbanden mithilfe der Aida Software fiir MPP*- (A) und Rotenon- (B)
Behandlungsgruppen. Proteinsignale der antioxidativen Enzyme wurden auf Aktin-Proteinsignale
normiert und auf die Kontrollbehandlung prozentuell bezogen.
Toxinbehandlung fiihrt zu einer drastischen Absenkung antioxidativer Enzyme. Es ist eine deutliche
Stabilisierung antioxidativer Enzyme bei Ko-Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO zu
detektieren. In Ko-Inkubationen mit Toxinen und AcPHT sind Katalase, GPx1 und SODI1 reduziert,
MnSOD-Proteinspiegel weisen hingegen erhohte Werte verglichen mit der alleinigen
Toxinbehandlung. Die Auswertung beinhaltet zwei unabhéngige Experimente.

Innerhalb der ersten 12 h kommt es in allen MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen zu einer
Erhohung der antioxidativen Enzymspiegel (nicht gezeigt). Nach 36 h akuter Toxinbehandlung kann
ein Verlust der antioxidativen Enzyme bei stabilem MAP2c-Signal in MPP*- und Rotenon-
Behandlungen detektiert werden (sieche Abb. 3.2.9. A und B). Dies verdeutlicht, dass nach kurzer
Erhohung der antioxidativen Abwehrmechanismen des neuroglialen Netzwerkes, eine ldngere akute
Toxinwirkung das antioxidative System der Zellen vollig destabilisiert. Ko-Inkubationen mit Toxinen
und 50 nM an Bisaryliminen erhalten das antioxidative System der Priméirzellkulturen zu einem
gewissen Ausmal} auf dem Niveau der unbehandelten Zellen (sieche Abb. 3.2.9. A und B). 50nM
AcPHT scheint die MnSOD positiv zu beeinflussen, sowohl bei MPP'- als auch bei Rotenon-
Ko-Inkubationen, hingegen bleiben Proteinspiegel von Katalase, GPx1 und SOD1 auf dem Niveau der
alleinigen Toxinbehandlung (siche Abb. 3.2.9. A und B).

3.2.5. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin stabilisieren die Integritiat der

Mitochondrien bei einer Komplex I Inhibition in Priméarzellkulturen

MPP" und Rotenon stellen beide Komplex I Inhibitoren dar. Zur Beschreibung der Wirkungsweise der
verwendeten Parkinson-Toxine wird das mitochondriale Verhalten in Primérzellkulturen angeschaut.
Hierbei wird das Augenmerk auf die mitochondriale Neubildung und Abbau, die Morphologie, das
Membranpotential, sowie die Verteilung der Mitochondrien innerhalb der Toxin-behandelten Zellen

und in Ko-Inkubationen mit Toxinen und Phenothiazin gerichtet.
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Vehikel MPP’ MPP ' plus PHT Rotenon Rotenon plus PHT

iiberlappt

MitoTracker Red

MitoTracker Green

Abb. 3.2.10. Darstellung der mitochondrialen Neubildung und mitochondrialer Morphologie nach 6 h in MPP"-
und Rotenon-Behandlungsgruppen.
Zur Darstellung der mitochondrialen Neubildung und der mitochondrialen Morphologie wurden
differenzierte, mit MitoTracker Red gefirbte Primirzellkulturen mit 200 uM bzw. 150 nM Rotenon in
An- oder Abwesenheit von 50 nM PHT inkubiert. Nach 6 h Behandlung wurden die Zellen mit
MitoTracker Green gefirbt und bei 400x Vergroferung aufgenommen. Dargestellte Bilder zeigen
VergroBerungen reprisentativer Zellen in den Behandlungsgruppen.
Im Vergleich zu Kontrollzellen zeigen MPP*- und Rotenon-behandelte Zellen eine Induktion der griin
gefiarbten Mitochondrien (erhohte Entstehung neuer Mitochondrien) und eine abgekugelte Morphologie
(fragmentierte Mitochondrien). Hingegen weisen Inkubationen mit MPP* und PHT keine Induktion der
mitochondrialen Neubildung auf und zeigen eine verstirkte Fusion des mitochondrialen Netzwerkes. Ko-
Inkubationen mit Rotenon und PHT weisen relativ zu unbehandelten Zellen keine erhthte Anzahl an griin
gefiarbten Mitochondrien auf, die Mehrheit der Mitochondrien besitzt eine normale bis abgerundete
Morphologie.

Auf morphologischer Ebene zeigen Mitochondrien in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen starke
Unterschiede zu Mitochondrien unbehandelter Primérzellen. Innerhalb von 6 h der akuten MPP*- und
Rotenon-Behandlung erfolgt eine Zunahme der mitochondrialen Fragmentierungsprozesse, dargestellt
in neuronalen Zellkérpern mithilfe der MitoTracker-Fiarbung (siehe Abb. 3.2.10. und 3.2.11. A und B).
Nach 12 und 24 h MPP'- oder Rotenon-Behandlung weisen Mitochondrien einen stark fragmentierten
Phénotyp auf (siehe Abb. 3.2.12. bis 3.2.14.), wohingegen MitoTracker-positive Strukturen in spiteren
Stadien der Toxininkubation als Aggregate vorliegen (dargestellt fiir MPP*-Behandlung nach 48 h in
Abb. 3.2.15.). Wie in Abschnitt 3.1.6. beschrieben, spielt Drpl eine Rolle in der mitochondrialen
Fragmentierung, OPA1 hingegen reguliert die mitochondriale Fusion (siehe auch Abschnitt 4.1.2.).
Innerhalb der ersten 12 h kommt es zu einer Erhthung des Drpl-Proteinsignals in allen MPP*- und
Rotenon-Behandlungsgruppen, v.a. in alleinigen Toxininkubationen. Proteinspiegel des OPA1 werden
v.a. in Ko-Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen erhoht (nicht gezeigt). Nach 24 h ist Drpl in

Toxinbehandlungen und Ko-Inkubationen mit dem N-substituierten AcPHT hochreguliert, OPA1-
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Proteinspiegel sind in diesen Behandlungen reduziert (sieche Abb. 3.2.12.C., reprisentativ dargestellt

fiir die MPP*-Behandlungsgruppe nach 24 h).
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Abb. 3.2.11.

Darstellung der Auswertung der
mitochondrialen Morphologie in MPP*- und
Rotenonbehandlungsgruppen der Primér-
zellkultur nach 6 und 24 h Inhubation.

A+B) Differenzierte, mit MitoTracker Red
gefirbte Primérzellkulturen wurden mit 200 uM
MPP* bzw. 150 nM Rotenon in An- oder
Abwesenheit von 50 nM PHT inkubiert, nach
6 h Behandlung mit MitoTracker Green gefirbt
und bei 400x VergroBerung aufgenommen. Die
Auswertung beinhaltet die morphologische
Evaluierung der Morphologie alter (R) und neuer
(G) Mitochondrien in den Behandlungsgruppen.
Die mitochondriale Morphologie ist in vier
Klassen unterteilt: fragmentiert (orange), normal
(grau — leicht stdbchenformig), fusioniert
(schwarz — stibchenformig) und stark fusioniert
(griin). R beschreibt alte Mitochondrien, gefarbt
mit MitoTracker Red, G steht fiir MitoTracker
Green, neue Mitochondrien.

Im Vergleich zu unbehandelten Zellen kommt es
in Toxinbehandlungen zu einer Fragmentierung
der Mitochondrien. In Ko-Inkubationen mit
Toxinen und PHT neigen Mitochondrien zur
Fusion. Dieses Verhalten ist in der MPP*-
Behandlung stirker ausgepridgt als in der
Rotenon-Behandlung. Die Auswertung bein-
haltet zwei Experimente mit der Auszidhlung von
fiinf Zellen in jeweils fiinf Bildern.

C) Differenzierte Primirzellkulturen wurden fiir
24 h mit 200 uM MPP" in An- oder
Abwesenheit von 50 nM PHT, ISB, PHO oder
AcPHT inkubiert und der Immunoblot-Analyse
unterzogen. Das Drpl-Signal wird bei 82 kDa
detektiert, OPA1 besitzt 86 und 92 kDa schwere
Banden, MAP2c wird bei 70 kDa detektiert,
Aktin dient als Referenzprotein (42 kDa).

Nach 24 h Behandlung zeigen sich die
Proteinspiegel des Drpl in allen Toxinbe-
handlungen leicht hochreguliert mit der stirksten
Induktion bei der alleinigen Toxinbehandlung
oder Ko-Inkubation mit AcPHT, mit paralleler
Herunterregulierung der OPAI1-Proteinspiegel.
Bisarylimine stabilisieren oder erhthen das
OPA1-Protein bei Ko-Inkubation mit Toxinen.

Ko-Inkubationen mit MPP" und PHT zeigen nach 6 h ein stark ausgepriigtes mitochondriales

Fusionsverhalten, Ko-Inkubationen mit Rotenon und PHT weisen eine eher stibchenformige

Morphologie der Mitochondrien auf, dhnlich der mitochondrialen Morphologie unbehandelter Zellen

(siche Abb. 3.2.10. und 3.2.11. A und B). Nach 12 h zeigen Mitochondrien in MPP*- und Rotenon-

behandelten Zellen in Anwesenheit von PHT einen eher stibchenférmigen Phénotyp, manche
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Mitochondrien bilden ein fusioniertes mitochondriales Netzwerk aus (siehe Abb. 3.2.12. bis 3.2.14.).
Diese morphologischen Merkmale der Mitochondrien bleiben bis nach 48 h erhalten (sieche Abb.
3.12.15.). In frithen Phasen der Ko-Inkubation mit Toxinen und Bisaryliminen kommt es zur leichten
Erhohung der Drpl-Proteinspiegel, OPA1l-Proteinspiegel werden verstirkt hochreguliert (nicht
gezeigt) und senken nach 24 h Behandlung sowohl die Drp1- als auch die OPA1-Proteinspiegel etwa
auf das Niveau der unbehandelten Zellen (sieche Abb. 3.2.11.C.). So werden auch auf Proteinebene
verstdrkte Fragmentierungs- (siehe Toxinbehandlung) als auch Fusionsprozesse (sieche Ko-Inkubation

mit Toxinen und Bisaryliminen) widergespiegelt.

Vehikel MPP plus Vehikel MPP plus PHT Rotenon plus Vehikel Rotenon plus PHT

tiberlappt

MitoTracker Green MitoTracker Red

Abb. 3.2.12. Darstellung der mitochondrialen Neubildung und mitochondrialer Morphologie nach 24 h in
MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen.
Zur Darstellung der mitochondrialen Neubildung und der mitochondrialen Morphologie wurden
differenzierte, mit MitoTracker Red gefirbte Primérzellkulturen mit 200 uM bzw. 150 nM Rotenon in
An- oder Abwesenheit von 50 nM PHT inkubiert. Nach 24 h Behandlung wurden die Zellen mit
MitoTracker Green gefirbt und bei 400x VergroBerung aufgenommen. Dargestellte Bilder zeigen
VergroBerungen reprasentativer Zellen in den Behandlungsgruppen.
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigen MPP*-behandelte Zellen eine Induktion der griin gefirbten
Mitochondrien (erhohte Entstehung neuer Mitochondrien). Die Mitochondrien besitzen eine abgerundete,
fragmentierte Morphologie. Rotenon-behandelte Zellen besitzen stark abgerundete, gespaltene
Mitochondrien. Die Anzahl der griin und rot gefirbten Mitochondrien nimmt im Vergleich zu
unbehandelten Zellen ab. Ko-Inkubationen mit Toxinen und PHT fiithren zur leichten Induktion der
mitochondrialen Neubildung im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT
zeigen einen fusionierten Mitochondrienphénotyp, Ko-Inkubationen mit Rotenon und PHT weisen eher
stabchenformige Mitochondrien auf.
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Abb. 3.2.13. Darstellung mitochondrialer Morphologie und Verteilung innerhalb der Neuriten nach 12 h in
Rotenon-Behandlungsgruppen.
Zur Darstellung mitochondrialer Morphologie und Verteilung innerhalb der Neuronenfortsitze wurden
differenzierte, mit MitoTracker Red gefirbte Primirzellkulturen mit 150 nM Rotenon in An- oder
Abwesenheit von 50 nM PHT inkubiert, nach 12 h Behandlung mit MitoTracker Green geféirbt und bei 400x
VergroBerung aufgenommen. Dargestellte Bilder zeigen Vergroferungen reprisentativer Zellen in den
Behandlungsgruppen mit einer Vergroerung der axonalen Struktur zur Rechten.
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen, zeigen Rotenon-behandelte Zellen eine starke Reduktion der axonal
lokalisierten Mitochondrien (Reduktion der mitochondrialen Beweglichkeit). Mitochondrien nehmen eine
stark abgerundete Morphologie in Rotenon-Inkubationen an. Hingegen weisen die Axone der Ko-
Inkubationen mit Rotenon und PHT vergleichbare Anzahl und Verteilung der Mitochondrien innerhalb der
Axone wie unbehandelte Zellen.

Die mitochondriale Verteilung in den Fortsédtzen der Neurone ist nach 12 h Toxinbehandlung stark
gestort (sieche Abb. 3.2.13. und 3.2.14.). Die Mehrheit der fragmentierten Mitochondrien verbleibt im
Soma und am Axonhiigel. Mitochondrien verteilen sich ungleichmifig iiber das Axon mit
mitochondrialen Ansammlungen und lokalen Liicken ohne mitochondriale Strukturen. Nach 48 h
Toxinbehandlung erscheinen MitoTracker-positive, aggregierte Strukturen ohne jeglichen
Verteilungscharakter (siehe Abb. 3.2.15.). Es kann gezeigt werden, dass die Beweglichkeit der
Mitochondrien in Toxinbehandlungen stark abnimmt und Mitochondrien eher im Zellkdrper
versammelt werden. Die gestorte Beweglichkeit der Mitochondrien konnte an zeitversetzten

Lebendaufnahmen bestitigt werden (nicht gezeigt).

In Ko-Inkubationen mit Toxin und PHT bleibt die mitochondriale Verteilung innerhalb der Neurone
nach 12 h gleich der Verteilung in unbehandelten Zellen (siehe Abb. 3.2.13.). Nach 24 h Ko-
Inkubation kommt es zu einem verstirkten Auftreten der Mitochondrien innerhalb des Axonhiigels
und der Fortsidtze, der Zellkorper weist in individuellen Zellen eine verringerte Anzahl an
Mitochondrien, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, auf (sieche Abb. 3.2.12. und 3.2.14.). Nach 48 h
Toxin und PHT Behandlung erscheint die mitochondriale Verteilung dhnlich der alleinigen Toxin-
Inkubation nach 12 h (vergleiche 3.2.13. und 3.2.15.). Die Mitochondrienverteilung zeigt innerhalb
des Axons mitochondriale Ansammlungen und Liicken, frei an Mitochondrien, im Soma ist die
Verteilung, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, verédndert (siehe Bild 3.2.15.). Bis zu 48 h nach
Toxinbehandlung kann die mitochondriale Mobilitdit in Anwesenheit von Bisaryliminen
aufrechterhalten werden. Mitochondrien werden nicht selektiv zum Zellkorper transportiert, bleiben

somit in entfernten Strukturen funktionstiichtig (siehe Abschnitt 4.1.2.).
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Abb. 3.2.14. Darstellung mitochondrialer Morphologie und Verteilung innerhalb der Neuriten nach 24 h in
MPP*-Behandlungsgruppen.
Zur Darstellung mitochondrialer Morphologie und Verteilung innerhalb der Neuronenfortsitze
wurden differenzierte, mit MitoTracker Red gefirbte Primirzellkulturen mit 200 uM MPP” in An-
oder Abwesenheit von 50 nM PHT inkubiert, nach 24 h Behandlung mit MitoTracker Green geférbt
und bei 400x VergroBerung aufgenommen. Dargestellte Bilder zeigen Vergroferungen
reprisentativer Zellen in den Behandlungsgruppen mit einer Vergroflerung der axonalen Struktur zur
Rechten.
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigen MPP*-behandelte Zellen eine starke Reduktion der
axonal lokalisierten Mitochondrien nach 24 h (Reduktion der mitochondrialen Beweglichkeit).
Mitochondrien erscheinen fragmentiert. Hingegen weisen die Axone der Ko-Inkubationen mit MPP*
und PHT vergleichbare Anzahl und Verteilung der Mitochondrien innerhalb der Axone wie
unbehandelte Zellen auf, im Zellkorper ist die mitochondriale Anzahl und Verteilung im Vergleich
zu Kontrollbehandlungen verindert.

Die Neubildung der Mitochondrien wird durch die Toxinbehandlung hochreguliert. Es kommt zu einer
verstdrkten Bildung an neuen Mitochondrien, dargestellt mithilfe der zeitversetzten mitochondrialen
Féarbung, welche selektiv alte und neu entstandene mitochondriale Strukturen einbezieht (Zunahme der
griinen MitoTracker-Strukturen, sieche Abb. 3.2.11.). Nach 24 h erscheint in MPP*-Behandlungen eine
starke Zunahme an neu gebildeten Mitochondrien, mit paralleler leichter Abnahme der rot leuchtenden
Strukturen. In Rotenon-Behandlungen kommt es nach 24 h Inkubation sowohl zu einem leichten
Verlust des griinen als auch des roten mitochondrialen Signals (siehe Abb. 3.2.12.). Ko-Inkubationen
mit Toxinen und PHT zeigen nach 24 h &hnliche Anzahl an griinen und roten mitochondrialen

Signalen wie unbehandelte Zellen (siehe Abb. 3.11. und 3.2.14.).

Parallel konnte der Prozess des lysosomalen Abbaus mithilfe der LysoTracker-Farbung untersucht
werden. Nach 24 und 48 h kommt es zu einer starken Induktion der lysosomalen Abbauprozesse in
Toxin-behandelten Kulturen (siche Abb. 3.2.16.). Die Lysosomen erscheinen voluminés und sind v.a.
im Zellkorper organisiert und in weiten distalen Bereichen der Fortsitze. In Ko-Inkubationen mit
Toxinen und PHT ist eine leichte Induktion lysosomaler Prozesse, im Vergleich zu unbehandelten

Zellen, festzustellen (siche Abb. 3.2.16.).

Des Weiteren kann ein Verlust des mitochondrialen Membranpotentials bei Behandlung mit 200 uM
MPP" nach 48 h detektiert werden. JC-1 aggregiert innerhalb von Mitochondrien mit hohem
Membranpotential zu sog. J-Aggregaten, die rot fluoreszieren (Smiley et al., 1990). In der monomeren
Form leuchtet JC-1 griin (siche Abb. 3.2.17.). Die JC-1 Farbung zeigt in unbehandelten Zellen zwei
Populationen an Mitochondrien, stibchenférmige und fusionierte Mitochondrien mit einem hohen
Membranpotential (rot) und kleine Mitochondrien mit niedrigem Membranpotential (griin) (siche Abb.
3.2.17.). Behandlung mit dem Entkoppler FCCP erméglicht einen schnellen selektiven Verlust des
Membranpotentials durch Aufthebung des Protonengradienten. Es kann dargestellt werden, dass bei
dieser Behandlung die meisten Mitochondrien ihr Potential verlieren und griin leuchten. Eine dhnliche

mitochondriale Situation ist in MPP*-Behandlungen nach 48 h zu detektieren. Nur wenige, stark
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Abb. 3.2.15. Darstellung mitochondrialer Morphologie und Verteilung innerhalb der Neuriten nach 48 h in
MPP*-Behandlungsgruppen.
Zur Darstellung mitochondrialer Morphologie und Verteilung innerhalb der Neuronenfortsitze wurden
differenzierte, mit MitoTracker Red gefirbte Primirzellkulturen mit 200 uM MPP* in An- oder
Abwesenheit von 50 nM PHT inkubiert, nach 48 h Behandlung mit MitoTracker Green gefirbt und bei
400x VergroBerung aufgenommen. Dargestellte Bilder zeigen VergroBerungen reprisentativer Zellen
in den Behandlungsgruppen mit einer Vergrolerung der axonalen Struktur zur Rechten.
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigen MPP*-behandelte Zellen eine starke Reduktion der
axonal lokalisierten Mitochondrien (Reduktion der mitochondrialen Beweglichkeit). Die
Mitochondrien nehmen eine stark abgerundete Morphologie in MPP*-Inkubationen an oder fusionieren
zu groBen MitoTracker-positiven Strukturen. Axone der Ko-Inkubationen mit MPP* und PHT
reduzieren die Anzahl der Mitochondrien und die Beweglichkeit scheint zu einem gewissen Ausmal
gestort. Im Soma sieht die Morphologie der Mitochondrien stabchenformig aus, im axonalen Bereich
runden sich die Organellen eher ab.

Vehikel MPP' MPP' MPP’
24h 48h plus PHT 48h

Vehikel Rotenon Rotenon Rotenon Abb. 3.2.16.

24h 48h plus PHT 48 h Darstellung der  Mitochondrien  und

Lysosomen nach 24 und 48 h in MPP*- und
Rotenon-Behandlungsgruppen.

Zur Darstellung der lysosomalen und
mitochondrialen ~ Situation in MPP*- und
Rotenon-Behandlungsgruppen, wurden diffe-
renzierte, mit MitoTracker (griin) gefirbte
Primirzellkulturen mit 200 uM MPP* oder
150 nM Rotenon in An- oder Abwesenheit von
50 nM PHT inkubiert, nach 24 und 48 h
Behandlung mit LysoTracker geférbt (rot) und
bei 400x VergroBerung aufgenommen. Dar-
gestellte Bilder zeigen Vergroferungen repri-
sentativer Zellen in den Behandlungsgruppen.
Im Vergleich zu unbehandelten Zellen kommt
es in Toxin-behandelten Zellen zu einer starken
Induktion lysosomaler Abbauprozesse. Es
erscheinen grofle lysosomale Strukturen v.a. im
Zellkorper, aber auch in distalen Fortsitzen.
Ko-Inkubationen mit Toxinen und PHT weisen
nur eine leichte Induktion lysosomaler Prozesse
auf.
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fusionierte und verzweigte Mitochondrienstrukturen erscheinen rot. Ko-Inkubationen mit MPP" und
PHT zeigen viele groBe stibchenformige und fusionierte Mitochondrien mit hohem Membran-
potential. Die Anzahl der griin gefarbten kleinen Mitochondrien nimmt leicht im Vergleich zu

unbehandelten Zellen zu (siche Abb. 3.2.17.).

Vehikel 1 uM FCCP MPP" plus Vehikel MPP’ plus PHT

Abb. 3.2.17. Darstellung der JC-1 Firbung in MPP*-Behandlungsgruppen der Primérzellkultur zur
Evaluierung des mitochondrialen Membranpotentials.
Differenzierte Primirzellkulturen wurden mit 200 uM MPP* in An- oder Abwesenheit von
50 nM PHT inkubiert, nach 48 h mit JC-1 gefiarbt und bei 400x VergroSerung mit den
Exzitations-/Emissionsfilterpaaren 490/510 nm (griin) und 535/610 nm (rot) aufgenommen.
Des Weiteren wurden Zellen mit 1 uM FCCP (Carbonyl-cyanide-p-trifluoromethoxy-
phenylhydrazon; Entkoppler) fiir 4 h inkubiert und mit JC-1 gefirbt. JC-1 aggregiert
innerhalb von Mitochondrien mit hohem Membranpotential zu sog. J-Aggregaten, welche rot
fluoreszieren. In der monomeren Form leuchtet JC-1 griin.
Mitochondrien der Kontrollzellen weisen zwei Populationen an Mitochondrien auf, grofie
fusionierte Mitochondrien mit hohem Membranpotential (rot), sowie kleine Mitochondrien
mit niedrigem Membranpotential (griin). Behandlung mit dem Entkoppler FCCP fiihrt zur
drastischen Senkung des Membranpotentials in fast allen Mitochondrien. Eine #hnliche
Situation ist in MPP* behandelten Zellen nach 48 h zu beobachten. Ko-Inkubationen mit
MPP* und PHT weisen nach 48 h in der Mehrzahl der Mitochondrien einen #hnlichen JC-1
Phénotyp wie unbehandelte Zellen mit einer leichten Zunahme an Mitochondrien mit
niedrigem Membranpotential auf.

Bisarylimine ermoglichen in nanomolaren Konzentrationen eine Neuroprotektion gegeniiber den
beiden Parkinson-Toxinen und Komplex I Inhibitoren, MPP* und Rotenon, als auch gegeniiber einer
Glutathiondepletion, sowohl in der sensiblen dopaminergen Neuronenpopulation des ventralen
Mittelhirns als auch der gesamten neuronalen Primirkultur. Das zelluldre antioxidative Abwehrsystem
wird durch Biarylimine stabilisiert und die mitochondriale Integritét erhalten. Im nédchsten Abschnitt

werden Bisarylimine in einem in vivo Modell auf ihre neuroprotektiven Eigenschaften hin untersucht.

106



Ergebnisse

3.3. Caenorhabditis elegans zur Untersuchung des protektiven Potentials von
Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin gegen Parkinson-Toxin induzierten

Phéinotyp in vivo

C. elegans wird in dieser Arbeit als Modellorganismus zur Analyse des protektiven Charakters der
untersuchten Substanzen in vivo genutzt. Hierfiir werden MPP*- und Rotenon-induzierte C. elegans
Modelle etabliert, welche charakteristische Phidnotypen in L1-Larven (Braungart et al., 2004) bzw.
adulten C. elegans einfiihren. Im MPP*- und Rotenon-L1-Larvenmodell wird mithilfe der Toxine ein
Entwicklungsarrest induziert, protektive Substanzen sollten diesen Phinotyp aufheben. Mithilfe dieses
Modells konnen potentielle symptomatische und neuroprotektive PD-Therapeutika evaluiert und
protektive Konzentrationen der untersuchten Substanzen in vivo bestimmt werden (Braungart et al.,
2004). Des Weiteren wird die dopaminerge Population in Toxin-behandelten Wiirmern untersucht.
Hierfiir wird eine transgene Wurmlinie erstellt mit dopaminerger DsRed2-Expression und pan-
neuronaler CFP-Expression. Mithilfe dieser Wurmlinie kann die Wirkung der Toxine und
Bisarylimine spezifisch auf dopaminerge Neurone analysiert werden, parallel zur Untersuchung des
Gesamtnervensystems. Das dopaminerge System wird in der transgenen C. elegans Linie in MPP*-
bzw. Rotenon-behandelten L1-Larven und adulten Wiirmern analysiert in Ko-Inkubation mit den
potentiell protektiven Substanzen. Zur Darstellung des Wirkungsmechanismus der Bisarylimine (PHT,
ISB und PHO) in vivo werden neben den bislang analysierten N-substituierten Bisaryliminstrukturen,
AcPHT, CPRZ und PRZ, weitere Substanzen untersucht. CPRZ, PRZ und Promethazin (PMZ) stellen
nicht-antioxidative N-substituierte Strukturanaloga des Phenothiazins dar mit neuroleptischer Wirkung
(siche Abb. 1.11.), mithilfe dieser Strukturen kann der antioxidative, nicht Rezeptor-vermittelte
Protektionsmechanismus der Bisarylimine in vivo dargestellt werden. Parallel zu typischen
Neuroleptika (Dopaminrezeptor-Antagonisten) werden den Bisaryliminen atypische Neuroleptika,
Clozapin (CLOZ) und Risperidon (RISP), gegeniibergestellt. Zusétzlich werden Dopamin (DA) und
Apomorphin (Apo) (Dopaminrezeptor-Agonisten) untersucht, welche eine Aufhebung des fehlenden
dopaminergen Einbezugs in das Gesamtnervensystem ermoglichen (symptomatische Therapeutika)
und hiermit den Toxin-induzierten Phénotyp verhindern kénnen. Mit Dopaminrezeptor-Agonisten
konnen die untersuchten C. elegans Modelle als Parkinson-Modelle bestitigt werden. Bekannte
Kontroll-Antioxidantien, B-Catechin (Cat), Epigallocatechingallat (EGCG) und a-Tocopherol (VitE),
werden zur Darstellung des antioxidativen Protektionsmechanismus, sowie zur Einschitzung der

Effektivitidt von PHT, ISB und PHO genutzt.
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3.3.1. Das Parkinson-Toxin induzierte L1-Larvenmodell

Das ,,Parkinson-Toxin induzierte L1-Larvenmodell* stellt ein etabliertes System zur Charakterisierung
des protektiven Potentials von Parkinson-Therapeutika dar (Braungart et al., 2004). Synchronisierte
L1-Larven werden in Fliissigkultur in Anwesenheit von 1,5 mM MPP* oder 1,5 uM Rotenon inkubiert
und der Entwicklungsprozess der Larven analysiert. Nach drei Inkubationstagen entwickeln sich
unbehandelte Wurmkulturen zu adulten Individuen, hingegen bleiben MPP*- und Rotenon-behandelte
Larven in der Entwicklung arretiert (siche Abb. 3.3.1.). Toxin-behandelte Wiirmer verbleiben in ihrer
anfanglichen GroBe auf dem L1/L2-Larvenniveau. Zusdtzlich wird ein charakteristischer
Bewegungsphinotyp in den Toxin-behandelten Wiirmern beobachtet, welcher sich als ein Sich-
Einrollen (engl. curling) beschreiben ldsst. Die Analyse protektiver Substanzen erfolgt anhand des

Entwicklungsstatus der Wiirmer nach drei Inkubationstagen (siehe Abb. 3.3.1.).

L1 (250 pm)

AN

L1-Larven werden mit 1,5 mM MPP"
bzw. 1,5 uM Rotenon behandelt. T —

Phénotyp des Kontrollwurms
nach 3 Tagen Inkubation.

b\

e

L2 (360-380 pm)

=

L3 (490-510 pm)

L4 (620-650 pm)
M

Adult (1110-1150 pm)

Behandlung mit MPP" oder Rotenon
flihrt zum larvalen Arrest der Wiirmer.

Der Toxin-induzierte Phidnotyp wird durch
Ko-Inkubation mit Bisaryliminen aufgehoben.

Nach 3 Tagen Inkubation wird das Stadium der Wiirmer
in MPP'- und Rotenon-Behandlungsgruppen bestimmt.

Abb. 3.3.1. Darstellung des larvalen Parkinson-Toxin-Modells des C. elegans.

Links sind Larvalstadien des C. elegans dargestellt (verdndert nach http://www.wormatlas.org/handbook/
anatomyintro/anatomyintro.htm). Synchronisierte L1-Larven, die in Fliissigkultur mit 1,5 mM MPP* bzw.
1,5 uM Rotenon behandelt werden, zeigen einen larval-arretierten Phénotyp. Nach drei Tagen entwickeln
sich unbehandelte L1-Larven zu adulten Individuen (siehe rechts oberes Bild). Toxin-behandelte L1-
Larven zeigen nach drei Tagen Inkubation keinen Entwicklungsfortschritt (siehe rechts mittleres Bild)
und weisen des Weiteren einen charakteristischen Bewegungsphénotyp auf. Dieser Bewegungsphinotyp
kann als ein Sich-Einrollen (engl. curling) beschrieben werden. In diesem Parkinson-Toxin-induzierten
Modell werden Behandlungsgruppen auf ihren Entwicklungsfortschritt hin nach drei Tagen analysiert.
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3.3.1.1. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin

verhindern die MPP* -Effekte im L1-Larvenmodell

Im MPP*-induzierten L1-Larvenmodell wird der typische L1/L.2-larvale Arrest beobachtet zusammen
mit dem verdnderten Bewegungsphinotyp (sieche Abb. 3.3.2. A und B). Unter Einsatz der Bisarylimine
mit freier Iminogruppe wird eine Weiterentwicklung der Larven im MPP*-Modell ermdglicht (siehe

Abb. 3.3.2. A und B).
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Abb. 3.3.2. Nanomolare Konzentrationen an PHT, ISB und PHO schiitzen MPP*-behandelte L1-Larven vor
larvalem Arrest.
Darstellung der Auswertung der Protektions-Assays des L1-Larven MPP*-Modells. Synchronisierte
L1-Larven wurden in Fliissigkultur in Anwesenheit von 1,5 mM MPP* und 20 bis 10000 nM PHT,
ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ oder RISP fiir drei Tage inkubiert und das
Entwicklungsstadium der Wiirmer anhand von Bildern bei 100x VergroBerung bestimmt. A)
Darstellung der Protektions-Assays der MPP*-Behandlungsgruppen. Schutz vor larvalem Arrest,
welches die y-Achse beschreibt, meint den Prozentsatz an Wiirmern in der jeweiligen
Behandlungsgruppe, die weiterentwickelt sind als L.1/L2-Stadium. B) Darstellung der Larvalstadien in
MPP*-Behandlungsgruppen inkubiert in Anwesenheit von PHT, ISB oder PHO. Larvalstadien
unterteilen sich in Adult (schwarze Balken), L4 (griine Balken), L3 (orangene Balken) und L1/L2
(weille Balken).
Unbehandelte Wiirmer entwickeln sich in der angegebenen Zeit zu adulten Wiirmern. MPP*-behandelte
L1-Larven bleiben arretiert. PHT, ISB und PHO zeigen ab 50 nM leichten Schutz gegeniiber der MPP™-
Toxizitdt und erreichen ECsp-Werte bei etwa 70 nM fiir PHT und PHO und 120 nM fiir ISB. In einer
Konzentration von 100 bis 1000 nM ist der beste Schutz gegeniiber der MPP*-Toxizitiit zu verzeichnen.
In diesen Konzentrationen und v.a. bei 500 nM PHT, ISB und PHO entwickeln sich die MPP"-
behandelten Larven bis ins L4- und adulte Stadium, somit wird bei diesen Konzentrationen die
Toxinwirkung in Wiirmern vollstindig detoxifiziert. N-subtituierte Strukturanaloga und Neuroleptika
zeigen keine protektiven Effekte. Alle Substanzen weisen einen zusitzlichen toxischen Effekt
gegeniiber MPP*-behandelten Wiirmern in Konzentrationen héher als 40 uM auf. Die Auswertung
umfasst fiinf unabhingige Experimente mit Bestimmung der Larvalstadien in jeweils 40 Wiirmern in
Triplikat.

Ko-Inkubationen mit PHT, ISB oder PHO zeigen einen sehr deutlichen Schutz gegeniiber der MPP*-
Toxizitit in Konzentrationen zwischen 100 und 1000 nM. 500 nM scheint die Konzentration zu sein,
bei welcher in vivo die hochste protektive Wirkung erreicht werden kann (siehe Abb. 3.3.2.B.). In
dieser Konzentration befinden sich die meisten Wiirmer im L4- oder adulten Stadium (siehe Abb.
3.3.2.B.). Das Verlassen des larval-arretierten Phiinotyps unter diesen Inkubationsbedingungen zeigt
auf, dass Bisarylimine in vivo vor MPP*-Toxizitit schiitzen und die Wirkung dieses Toxins vollstindig
verhindern. Die halbmaximalen Konzentrationen, bei welchen ein Entkommen der Wiirmer aus dem
MPP"-induzierten Entwicklungsarrest erméglicht wird, belaufen sich auf etwa 70 nM fiir PHT und

PHO und 120 nM fiir ISB.

/%f@% g
Vehikel MPP" plus Vehikel MPP" plus CPRZ

MPP' plus PHT MPP’ plus ISB MPP" plus PHO
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Abb. 3.3.3. Darstellung der Larvalstadien in MPP*-Behandlungsgruppen des L1-Larvenmodells bei Ko-

Inkubation mit 500 nM an untersuchten Substanzen.

Dargestellt werden die larvalen Stadien in MPP*-Behandlungsgruppen ko-inkubiert mit 500 nM an
untersuchten Substanzen. Hierfiir wurden synchronisierte L1-Larven in Fliissigkultur mit 1,5 mM
MPP" inkubiert in Anwesenheit von 500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ,
RISP oder Apo oder 0,2 bis 1 mM DA. A) Darstellung reprisentativer Bilder der MPP*-
Behandlungsgruppen nach drei Tagen Inkulturnahme. Bilder sind mit 100x VergroBerung
aufgenommen, der MaBstab definiert 100 pm. Reprisentativ fiir die Behandlungsgruppen mit
Neuroleptika oder Dopamin wird die Ko-Inkubation mit MPP* und CPRZ dargestellt. B) Auswertung
der Larvalstadien der MPP*-Behandlungsgruppen ko-inkubiert mit 500 nM an untersuchten
Substanzen. Die Larvalstadien unterteilen sich in Adult (schwarze Balken), L4 (griine Balken), L3
(orangene Balken) und L1/L2 (weiBle Balken) und wurden anhand von Bildern bei 100x
Vergroflerung bestimmt. Die Auswertung beinhaltet fiinf unabhingige Experimente mit jeweils 40
Wiirmern in Triplikat.

In Abbildung 3.3.3.A. werden repriisentative Bilder der MPP*-Behandlungsgruppen nach drei Tagen
Kultur dargestellt. MPP*-behandelte Larven sind larval-arretiert und weisen den charakteristischen
Bewegungsphinotyp auf. PHT, ISB und PHO erméglichen in MPP*-behandelten Wiirmern ein
Fortschreiten der Entwicklung, welches in einer groen Anzahl der Wiirmer bis hin zum adulten
Stadium ermdglicht wird. Etwa 60 bis 70 % der MPP*-Behandlungsgruppen, ko-inkubiert mit 500 nM
PHT, ISB oder PHO, weisen eine Entwicklung bis hin zum adulten Stadium auf, etwa 30 bis 40 %
entwickeln sich bis zum L4-Stadium und nur wenige L1-Larven erreichen unter diesen Bedingungen
nach drei Tagen das L3-Stadium (siehe Abb. 3.3.3.B.). Der charakteristische Bewegungsphinotyp
wird mithilfe der Bisarylimine aufgehoben. Ko-Inkubationen mit Apomorphin (Apo), einem
symptomatischen Parkinson-Therapeutikum, erméglicht eine Fortentwicklung in etwa 60 bis 70 % der
larval-arretierten Wiirmer, die meisten Larven befinden sich im L3- oder L4-Stadium (siehe Abb.
3.3.3.B., beispielhaft dargestellt fiir 500 nM). Die Weiterentwicklung der Wiirmer bei Ko-Inkubation
mit Apo bestitigt dieses Modell als Parkinson-Modell. Ko-Inkubationen mit dem nicht-antioxidativen
Strukturanalogon, AcPHT, oder mit den Neuroleptika, CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ und RISP, zeigen
nur bei einer minimalen Anzahl der MPP*-behandelten Wiirmer eine leicht protektive Wirkung (siehe
Abb. 3.3.3.B.; reprisentativ dargestellt fiir die Ko-Inkubation mit MPP" und CPRZ, siehe Abb.
3.3.3.A.). Unter diesen Bedingungen wird der MPP*-induzierte Bewegungsphinotyp beibehalten. Die

untersuchten Konzentrationen des Dopamins (DA; Dopaminrezeptor-Agonist) ermdglichen nur in
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5 bis 15 % der Gesamtpopulation eine Weiterentwicklung, mit Erreichen des L3-Stadiums und in
seltenen Fillen des L4-Stadiums (sieche Abb. 3.3.3.B.). Kontroll-Antioxidantien wurden auf ihr
protektives Potential hin untersucht. Cat, EGCG und VitE sind bekannte Antioxidantien und dienen in
den Untersuchungen als antioxidative Kontrollsubstanzen zur Einschidtzung des relativen protektiven
Potentials von PHT, ISB und PHO. Wie in Abbildung 3.3.4. A und B dargestellt wird, schiitzen Cat,
EGCG und VitE vor MPP*-induziertem larvalen Arrest. Diese Antioxidantien ermdglichen in bis zu 60
bis 80 % der MPP*-behandelten Wiirmer deren Weiterentwicklung. Die ECsp-Werte liegen bei 450 nM
fiir Cat, und 700 bis 900 nM fiir EGCG und VitE. Die protektive Wirkung zeigt sich jedoch bei diesen
Antioxidantien nicht vollstidndig ausgeprédgt. Die Entwicklungsstadien, die mithilfe dieser Strukturen
erreicht werden, liegen eher zwischen dem L3/L4-Stadium (sieche Abb. 3.3.4.B.), wohingegen PHT,
ISB und PHO in MPP"-Behandlungsgruppen die Entwicklung bis hin zum adulten Stadium
ermoglichen (siehe Abb. 3.3.3.B.). Hiermit kann in vivo dargestellt werden, dass Bisarylimine als
antioxidative Substanzen in niedrigen Konzentrationen vollstindig die Wirkung des MPP" auf den

Gesamtorganismus detoxifizieren.
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Abb. 3.3.4. Darstellung der Auswertung der Ko-Inkubationen von L1-Larven mit MPP* und Cat, EGCG
oder VitE.
Darstellung der Auswertung der Protektions-Assays des L1-Larven MPP*-Modells bei Ko-Inkubation
mit Cat, EGCG und VitE. Synchronisierte L1-Larven wurden in Flussigkultur in Anwesenheit von
1,5 mM MPP* und 0,2 bis 100 uM Cat, EGCG oder VitE fiir drei Tage inkubiert. Nach drei Tagen
wurde das Entwicklungsstadium der Wiirmer anhand von Bildern in 100x Vergroerung bestimmt. A)
Darstellung der Protektions-Assays der MPP*-Behandlungsgruppen. Schutz vor larvalem Arrest,
welches die y-Achse beschreibt, meint den Prozentsatz an Wiirmern in der jeweiligen
Behandlungsgruppe, die weiterentwickelt sind als L1/L2-Stadium. B) Darstellung der Larvalstadien in
MPP*-Behandlungsgruppen inkubiert in Anwesenheit von Cat, EGCG oder VitE. Die Larvalstadien
unterteilen sich in Adult (schwarze Balken), L4 (griine Balken), L3 (orangene Balken) und L1/L2
(weille Balken).
Unbehandelte Wiirmer entwickeln sich in der angegebenen Zeit zu adulten Wiirmern. MPP*-behandelte
L1-Larven bleiben arretiert. Cat, EGCG und VitE zeigen ab 500 nM leichten Schutz gegeniiber der
MPP*-Toxizitit und erreichen ECsy-Werte bei etwa 450 nM fiir Cat, 700 nM fiir VitE und 900 nM fiir
EGCG. Die Protektion ist jedoch nicht vergleichbar ausgeprigt, wie bei Behandlungen mit PHT, ISB
oder PHO. 10 bis 20 uM scheinen protektive Konzentrationen dieser antioxidativen Strukturklassen
darzustellen. Die meisten Wiirmer befinden sich bei diesen Konzentrationen im L3- bzw. L4-Stadium,
das adulte Stadium wird mithilfe dieser Antioxidantien meist nicht erreicht. Alle Substanzen weisen
einen zusiitzlichen toxischen Effekt gegeniiber MPP*-behandelten Wiirmern in Konzentrationen héher
als 100 uM auf. Die Auswertung umfasst zwei unabhingige Experimente mit Bestimmung der
Larvalstadien in jeweils 40 Wiirmern in Triplikat.

3.3.1.2. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin

verhindern die Rotenon-Effekte im L1-Larvenmodell

Im Rotenon-induzierten L1-Larvenmodell wird der typische L1/L2-larvale Arrest beobachtet
zusammen mit dem verdnderten Bewegungsphinotyp (sieche Abb. 3.3.5. A bis C). Unter Einsatz der
Bisarylimine mit freier Iminogruppe wird eine Weiterentwicklung der Larven im Rotenon-Modell
ermdglicht und der Bewegungsphinotyp wird aufgehoben (siehe Abb. 3.3.5. A bis C). Rotenon scheint
einen stirkeren Effekt auf L1-Larven auszuiiben als MPP". PHT, ISB und PHO besitzen eine
protektive Wirkung gegeniiber Rotenon in L1-Larven, die Toxizitit des Rotenons kann mit
Antioxidantien jedoch nicht vollstdndig aufgehoben werden. 500 nM PHT zeigen auch bei Rotenon-
Behandlung gute protektive Eigenschaften. Mit iiber 60 % an adulten Wiirmern und 30 % L4-Larven,
hebt diese antioxidative Struktur fast das gesamte Spektrum der Rotenon-Toxizitdt auf (sieche Abb.
3.3.5. A und B). Ko-Inkubationen mit PHO und ISB weisen nur eine geringe Anzahl an adulten
Wiirmern nach drei Inkubationstagen auf, den gréfiten Anteil bilden hier L4-Larven mit etwa 70 %
(sieche Abb. 3.3.5. A und B). Bisarylimine mit freier Iminogruppe zeigen eine protektive Wirkung ab
50 nM und erreichen ECsp-Werte bei 40 nM fiir PHT und etwa 90 nM fiir ISB und PHO. Neuroleptika
und Dopamin zeigen nur in einer geringen Anzahl der Rotenon-behandelten Wiirmer eine geringe

protektive Wirkung (siehe Abb. 3.3.5. A bis C).

Die bekannten Kontroll-Antioxidantien, Cat, EGCG und VitE, werden auf ihr protektives Potential
gegeniiber der Toxizitdt des Rotenons untersucht und ermoglichen eine relative Einschidtzung des
protektiven Potentials von PHT, ISB und PHO. Cat, EGCG und VitE schiitzen Rotenon-behandelte

Wiirmer vor larvalem Arrest in Konzentrationen hoher als 10 uM, erreichen die halbmaximale
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protektive Wirkung bei etwa 14 uM fiir VitE, fiir Cat und EGCG liegen die ECso-Werte bei 50 uM
(siehe Abb. 3.3.6.). Konzentrationen, die bis zu 60 und 80 % der Wiirmer vor der Rotenon-Toxizitéit
schiitzen, liegen bei 100 uM. Die meisten Wiirmer befinden sich bei diesen Konzentrationen im L3-
bzw. L4-Stadium, das adulte Stadium wird mithilfe dieser Antioxidantien meist nicht erreicht (nicht
gezeigt). Hiermit ist gezeigt, dass Bisarylimine in Konzentrationen, die im Vergleich mit bekannten
antioxidativen Strukturen zwei bis drei Potenzen niedriger liegen, effizientere protektive

Eigenschaften in vivo gegeniiber Parkinson-Toxinen aufweisen.

A —~4-PHT -B-ISB —A-PHO —O—AcPHT —-0—CPRZ

120 -
—e-PRZ —B-PMZ CLOZ —@—RISP
=l EC,, (PHT) ~ 40 nM

100 +
EC,, (ISB) ~ 90 nM

EC,, (PHO) ~ 80 nM

Schutz vor larvalem Arrest (%)

Konzentration (nM)

Rotenon plus PHT Roetnon plus ISB Rotenon plus PHT
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Abb. 3.3.5. PHT, ISB und PHO schiitzen Rotenon-behandelte L1-Larven vor larvalem Arrest in

nanomolaren Konzentrationen.

Darstellung der Auswertung der Protektions-Assays des Ll-Larven Rotenon-Modells.
Synchronisierte L1-Larven wurden in Fliissigkultur in Anwesenheit von 1,5 uM Rotenon und 20 nM
bis 10 uM (A) oder 500 nM (B+C) PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ, RISP oder
0,2 bis 1 mM DA fiir drei Tage inkubiert, die Wiirmer bei 100x Vergroerung aufgenommen und die
Entwicklungsstadien in den Behandlungsgruppen bestimmt. A) Schutz vor larvalem Arrest, welches
die y-Achse beschreibt, meint den Prozentsatz an Wiirmern in der jeweiligen Behandlungsgruppe,
die weiterentwickelt sind als L1/L2-Stadium. B) Darstellung reprisentativer Bilder der Rotenon-
Behandlungsgruppen bei Ko-Inkubation mit 500 nM an untersuchten Substanzen nach drei Tagen
Inkulturnahme. Bilder sind mit 100x VergroBerung aufgenommen, der Maf3stab definiert 100 um.
Reprisentativ fiir Behandlungsgruppen mit Neuroleptika und DA wird die Ko-Inkubation mit
Rotenon und CPRZ dargestellt. C) Auswertung der Larvalstadien der Rotenon-Behandlungsgruppen
ko-inkubiert mit 500 nM an untersuchten Substanzen. Die Larvalstadien unterteilen sich in Adult
(schwarze Balken), L4 (griine Balken), L3 (orangene Balken) und L1/L2 (weifle Balken) und wurden
anhand von Bildern bei 100x VergroBerung bestimmit.

Unbehandelte Wiirmer entwickeln sich in der angegebenen Zeit zu adulten Wiirmern. Rotenon-
behandelte L1-Larven bleiben arretiert. PHT, ISB und PHO zeigen ab 50 nM leichten Schutz
gegeniiber der Rotenon-Toxizitdt und erreichen ECsp-Werte bei etwa 40 nM fiir PHT und etwa
90 nM fiir ISB und PHO. In einer Konzentration von 100 bis 1000 nM ist der beste Schutz
gegeniiber der Rotenon-Toxizitdt zu verzeichnen. In diesen Konzentrationen und v.a. bei 500 nM
PHT, ISB und PHO entwickeln sich die Rotenon-behandelten Larven bis hin ins L3/L4- und in
geringer Anzahl ins adulte Stadium, somit wird bei diesen Konzentrationen die Toxinwirkung auf
die Wiirmer zu einem groflen Anteil detoxifiziert. Neuroleptika zeigen eine leichte protektive
Wirkung. Alle Substanzen weisen einen zusitzlichen toxischen Effekt gegeniiber Rotenon-
behandelten Wiirmern in Konzentrationen hoher als 40 uM auf, PHT sogar bei 10 pM. Die
Auswertung umfasst fiinf unabhingige Experimente mit Bestimmung der Larvalstadien in jeweils
40 Wiirmern in Triplikat (A+C).
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Abb. 3.3.6. Darstellung der Auswertung der Ko-Inkubation von L1-Larven mit Rotenon und Cat,
EGCG oder VitE.

Auswertung der Protektions-Assays des L1-Larven Rotenon-Modells bei Ko-Inkubation mit
Cat, EGCG und VitE. Synchronisierte L1-Larven wurden in Fliissigkultur in Anwesenheit von
1,5 uM Rotenon und 0,2 bis 100 uM Cat, EGCG oder VitE fiir drei Tage inkubiert, bei 100x
VergroBerung aufgenommen und die Entwicklungsstadien in den Behandlungsgruppen
bestimmt. Schutz vor larvalem Arrest, welches die y-Achse beschreibt, meint den Prozentsatz
an Wiirmern in der jeweiligen Behandlungsgruppe, die weiterentwickelt sind als L1/L2-
Stadium.

Unbehandelte Wiirmer entwickeln sich in der angegebenen Zeit zu adulten Individuen.
Rotenon-behandelte L1-Larven bleiben arretiert. Cat, EGCG und VitE zeigen ab 10 uM
leichten Schutz gegeniiber der Rotenon-Toxizitdt und erreichen ECsy-Werte bei etwa 14 uM fiir
VitE und 50 uM fiir Cat und EGCG. Die Protektion ist in diesen Behandlungsgruppen nicht
stark ausgeprigt. Konzentrationen bei 100 uM erweisen sich als protektiv. Die meisten Wiirmer
befinden sich bei diesen Konzentrationen im L3- bzw. L4-Stadium, das adulte Stadium wird
mithilfe dieser Antioxidantien meist nicht erreicht. Die Auswertung umfasst zwei unabhéngige
Experimente mit Bestimmung der Larvalstadien in jeweils 40 Wiirmern in Triplikat.

3.3.2. Etablierung einer transgenen Caenorhabitis elegans Linie zur Untersuchung des

dopaminergen Systems nach Behandlung mit Parkinson-Toxinen

C. elegans stellt ein geeignetes Modellsystem zur Analyse spezifischer Zellpopulationen in vivo dar.
Zellpopulationen konnen in vivo mithilfe genetischer Manipulationen diskriminiert werden, die
fluoreszente Proteine unter zellspezifische Promotoren integrieren. Fiir die Untersuchung der
neuroprotektiven Eigenschaften der Bisarylimine im Toxin-induzierten Parkinson-Modell des Wurms,
wurde eine transgene Wurmlinie etabliert, welche dopaminerg das rot fluoreszierende DsRed2
exprimiert und das cyan leuchtende CFP im gesamten Nervensystem (pan-neuronale Expression). In
dieser Wurmlinie ist die selektive Analyse der dopaminergen Integritit mit paralleler Detektion
anderer Neuronenpopulationen ermdglicht. Wie in Abbildung 3.3.7. dargestellt und in Abschnitt 1.8.3.
beschrieben, besitzt C. elegans acht dopaminerge Neurone, vier cephalische Neurone (CEP) und zwei
anteriore Deidriten (ADE), welche in der Kopfregion organisiert sind, sowie zwei posterior liegende

Deidriten (PDE; siehe Abb. 3.3.7.).
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Abb. 3.3.7. Analyse der Integritit der dopaminergen Zellpopulation im Vergleich zum
Gesamtnervensystem in vivo.
Das dopaminerge System des C. elegans besteht aus acht Neuronen, sechs Neurone sind in der
Kopfregion organisiert (4 CEP und 2 ADE) und zwei PDE-Neurone liegen posterior. Zur
Diskriminierung der Integritit dieser neuronalen Subpopulation vom Gesamtnervensystem wurden
dopaminerge Zellen in der transgenen Wurmlinie mithilfe einer dopaminerg-spezifischen DsRed2-
Expression (Pc,.o::DsRed2; rot) visualisiert, parallel wurde das Gesamtnervensystem mithilfe
eines pan-neuronal exprimierten Vektors (Pg,,.;::CFP; griin) analysiert. Das Gesamtnervensystem
kann unterteilt werden in den Hauptnervenstrang (Chorda ventralis), den Nebennervenstrang
(Chorda dorsalis) und einen Ganglienkomplex in der Pharynxregion, welcher als Nervenring
bezeichnet wird.

Die transgene Wurmlinie dient in dieser Arbeit zur Analyse der selektiven Vulnerabilitit und

Protektion dopaminerger Neurone im MPP*- und Rotenon-induzierten in vivo Modell in L1-Larven

sowie in adulten C. elegans.

3.3.2.1. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin wirken neuroprotektiv im MPP’-

und Rotenon-induzierten L1-Larvenmodell

Zur Analyse des neuroprotektiven Charakters der Bisarylimine im Toxin-induzierten transgenen L1-
Larvenmodell, wird die dopaminerge Integritit (dopaminerge DsRed2-Expression), mit paralleler
Beobachtung der Motorneurone im ventralen Nervenstrang, sowie anderer Neuronenpopulationen im
Nervenringbereich (pan-neuronale CFP-Expression), untersucht. Transgene L1-Larven werden unter
gleichen Behandlungskriterien wie die N2-Wurmlinie inkubiert in Anwesenheit der protektiven
Konzentration der Bisarylimine (500 nM; siehe Abschnitt 3.3.1.). In der transgenen Wurmlinie kommt
es durch MPP*- und Rotenon-Behandlung zum larvalen Arrest (sieche Abb. 3.3.8. und 3.3.9.). Das
dopaminerge DsRed2-Signal ist in den meisten Individuen der MPP*- und Rotenon-Behandlung sehr
schwach, in vielen Wiirmern nicht detektierbar (siehe Abb. 3.3.8. bis 3.3.10.). Diesen Signalverlust
kontrastiert das stabile pan-neuronale CFP-Signal (siehe Abb. 3.3.8. und 3.3.9.). Wie jedoch schon in
Abschnitt 3.3.1. gezeigt, besitzt Rotenon einen stirker ausgeprigten Effekt auf L1-Larven. Manche
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Individuen weisen eine leicht veridnderte Morphologie einzelner Strukturen des Hauptnervenstranges

und der pharyngealen Ganglienansammlung nach Rotenon-Behandlung auf.

5-Fluoro-2"-desoxyuridin (FudR) stellt einen Inhibitor der DNA-Synthese dar und bewirkt einen
Arrest der L1-Larven durch Suppression der Zellteilung. Zur Verifizierung des MPP*- und Rotenon-
induzierten dopaminergen DsRed2-Signalverlustes, wurden L1-Larven mit FudR fiir die Zeit der
Inkubation behandelt. In FudR-behandelten L1-Larven kommt es zum Entwicklungsarrest, das
DsRed2-Signal ist in L1-Larven um 40 % zu entwickelten Wiirmern reduziert (siehe Abb. 3.3.8. und
3.3.10.). Es kann dargestellt werden, dass die drastische Abnahme des DsRed2-Signals in arretierten
MPP*- und Rotenon-behandelten L1-Larven einen Verlust der dopaminergen Zellintegritit aufzeigt
und somit beide Toxine zur selektiven Degeneration der dopaminergen Neuronenpopulation in diesem

in vivo Modell fiihren.

Ko-Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen mit freier Iminogruppe fithren zur Entwicklung der
transgenen Wiirmer in L4- und adulte Stadien mit stabiler Expression des DsRed2-Signals in allen
dopaminergen Zellen und morphologisch unverindertem Gesamtnervensystem (siehe Abb. 3.3.8. bis
3.3.10.). Bisarylimine stabilisieren bei Ko-Inkubation mit Rotenon das DsRed2-Signal in allen
dopaminergen Neuronen, die Intensitit des DsRed2 erscheint jedoch leicht schwicher zu
unbehandelten Wiirmern (siehe Abb. 3.3.10.), wie auch das Gesamtnervensystem morphologisch

unverédndert bleibt mit einer leichten Intensitdtsabnahme des CFP-Signals.

Ko-Inkubationen mit Toxinen und Neuroleptika oder Dopamin fiithren zum selektiven dopaminergen
DsRed2-Signalverlust, heben somit den Toxineffekt auf die dopaminerge Population nicht auf. In der
Mehrheit der Individuen dieser Behandlungsgruppe bleibt das Gesamtnervensystem unbeeintrichtigt,
wenige Individuen zeigen jedoch leichte morphologische Verdnderungen an Strukturen des

Nervenstranges und des Nervenringes (siche Abb. 3.3.8. und 3.3.9.).

Bisarylimine stabilisieren in nanomolaren Konzentrationen die hoch vulnerable dopaminerge
Neuronenpopulation im MPP*- und Rotenon-Modell. Alle dopaminergen Neurone werden in diesen
Behandlungsgruppen erhalten. Mithilfe der Analyse der dopaminergen Neurone in der
Larvenpopulation (larvaler Arrest durch Zellteilungssuppression), konnte gezeigt werden, dass der
drastische DsRed2-Signalverlust in Toxin-behandelten Wiirmern eine selektive Degeneration
dopaminerger Neurone aufzeigt. Neuroleptika weisen keine Neuronen-stabilisierende Funktion auf.

Bisarylimine stabilisieren das dopaminerge System mithilfe antioxidativer Eigenschaften.
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Abb. 3.3.8.

Darstellung dopaminerger Neurone in
Kontrast zum Gesamtnervensystem in
MPP*-Behandlungsgruppen.
Synchronisierte L1-Larven des trans-
genen Stammes wurden in Fliissigkultur
in Anwesenheit von 1,5 mM MPP* und
500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT,
CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ, RISP oder
0,5 mM DA fiir drei Tage inkubiert. Zur
Darstellung des neuronalen Systems im
L1/L2-Larvenstadium, wurden LI-
Larven mit 1 ng/ml FudR fiir die
Inkubationsdauer behandelt. Links wird
das dopaminerge DsRed2-Signal (rot)
und das pan-neuronale CFP-Signal
(griin) tiberlappt dargestellt, rechts sind
DIC-Aufnahmen dargestellt mit dem
leuchtenden dopaminergen DsRed2-
Signal. Die Aufnahmen sind bei 200x
Vergroflerung erstellt, der Malstab
definiert 100 um.

Unbehandelte Wiirmer der transgenen
Linie entwickeln sich in der Zeit der
Inkubation zu adulten Individuen und
zeigen ein intensives DsRed2-Leuchten
in der dopaminergen Zellpopulation.
MPP*-behandelte L1-Larven verbleiben
arretiert, das dopaminerge DsRed2-
Signal leuchtet bei der Mehrheit der
Individuen sehr schwach oder ist nicht
detektierbar. Der DsRed2-Signalverlust
lasst auf einen Verlust der dopamin-
ergen Neuronenpopulation schliefen
(vergleiche  FudR-Inkubation).  Die
Neurodegeneration  zeigt sich auf
dopaminerge Zellen beschriankt, da das
Gesamtnervensystem, dargestellt im
CFP-Signal, morphologisch unverindert
erscheint. Ko-Inkubationen mit MPP*
und PHT, ISB oder PHO fiihren in der
transgenen Linie zum Auswachsen der
L1-Larven und zum stabilen, jedoch in
der Intensitédt schwicheren DsRed2- und
normalen CFP-Signal. Alle dopamin-
ergen Neurone sind erhalten. Ko-
Inkubationen mit MPP* und Neuro-
leptika oder DA besitzen den gleichen
neuronalen Phinotyp wie die alleinige
MPP*-Behandlung. Das Gesamtnerven-
system bleibt in der Mehrheit der
Individuen morphologisch  unbeein-
trachtigt, wenige Individuen zeigen ein
schwicheres ~ Signal und  leichte
Verédnderungen in der Nervenringregion,
dargestellt reprisentativ fiir die Ko-
Inkubation mit MPP* und CPRZ.
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Abb. 3.3.9.

Darstellung dopaminerger Neurone in
Kontrast zum Gesamtnervensystem in
Rotenon-Behandlungsgruppen.
Synchronisierte L1-Larven des trans-
genen Stammes wurden in Fliissigkultur
in Anwesenheit von 1,5 uM Rotenon
und 500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT,
CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ, RISP oder
0,5 mM DA fiir drei Tage inkubiert.
Links wird das dopaminerge DsRed2-
Signal (rot) und das pan-neuronale CFP-
Signal (griin) {tberlappt dargestellt,
rechts sind DIC-Aufnahmen gezeigt mit
dem leuchtenden dopaminergen
DsRed2-Signal. Die Aufnahmen sind
bei 200x VergroBerung erstellt, der
Mafstab definiert 100 pm.
Kontrollwiirmer der transgenen Linie
entwickeln sich in der Zeit der
Inkubation zu adulten Individuen und
zeigen ein intensives dopaminerges
DsRed2-Leuchten. Rotenon-behandelte
L1-Larven verbleiben arretiert, das
dopaminerge DsRed2-Signal leuchtet
bei der Mehrheit der Individuen sehr
schwach, ist nicht detektierbar, oder es
sind schwache Signale in einzelnen
dopaminergen Neuronen zu erkennen.
Der DsRed2-Signalverlust ldsst auf
einen  Verlust der dopaminergen
Neuronenpopulation  schlieBen. Die
Neurodegeneration  zeigt sich auf
dopaminerge Zellen beschrinkt, da das
Gesamtnervensystem, dargestellt im
CFP-Signal, morphologisch in der
Mehrheit der Individuen unveréndert mit
schwicherem CFP-Signal erscheint, in
wenigen Wiirmern lassen sich leichte
Verdnderungen einzelner Strukturen an
der ventralen Chorda oder im Nerven-
ring erkennen. Ko-Inkubationen mit
Rotenon und PHT, ISB oder PHO
fihren in der transgenen Linie zum
Auswachsen der Ll1-Larven und zum
stabilen, jedoch in der Intensitit
schwicheren DsRed2- und CFP-Signal.
Alle dopaminergen Neurone sind
erhalten. Ko-Inkubationen mit Rotenon
und  Neuroleptika oder Dopamin
besitzen den gleichen neuronalen
Phénotyp wie die alleinige Rotenon-
Behandlung. Das Gesamtnervensystem
bleibt in der Mehrheit der Individuen
morphologisch  unbeeintrdchtigt  mit
schwidcherem  CFP-Signal,  wenige
Individuen zeigen jedoch leichte
Verdnderungen in der  ventralen
Nervenstrangstruktur  und in  der
Nervenringregion, dargestellt repridsen-
tativ fiir die Ko-Inkubation mit Rotenon
und CPRZ.
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Abb. 3.3.10. Darstellung der Auswertung der dopaminergen DsRed2-Signalintensitit im Toxin-induzierten

L1-Larvenmodell der MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen.

Synchronisierte L1-Larven des transgenen Stammes wurden in Fliissigkultur in Anwesenheit von
1,5 mM MPP” oder 1,5 uM Rotenon und 500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ,
RISP oder 0,5 mM DA fiir drei Tage inkubiert. Zur Darstellung des neuronalen Systems im L1/L2-
Larvenstadium wurden L1-Larven mit 1 ng/ml FudR fiir die Inkubationsdauer behandelt. Wiirmer
wurden nach drei Inkubationstagen bei 200x Vergroferung im 535/610 nm Exzitations-
/Emissionskanal bei konstanter Belichtungszeit photographiert und die dopaminerge DsRed2-
Signalintensitédt mithilfe der MetaVue Software quantifiziert. Die y-Achse bezeichnet die prozentuelle
DsRed2-Fluoreszenzintensitit, bezogen auf die DsRed2-Fluoreszenzintensitit unbehandelter Wiirmer.
Die dopaminerge DsRed2-Signalintensitit ist schwicher in FudR-behandelten arretierten L1-Larven
verglichen mit ausgewachsenen unbehandelten Wiirmern (etwa 60 % der Intensitit). MPP*- oder
Rotenon-Behandlung fiihrt in den arretierten Larven zu einem drastischen DsRed2-Signalverlust
(Beeintrichtigung des dopaminergen Systems mithilfe der Parkinson-Toxine). Ko-Inkubationen mit
Toxinen und PHT, ISB oder PHO stabilisieren das DsRed2-Signal in den entwickelten Wiirmern auf
60 bis 90 % der Intensitit der Kontrollwiirmer (***p < 0,001). Neuroleptika oder Dopamin verhindern
nicht den dopaminergen DsRed2-Signalverlust in den arretierten Larven. Die Auswertung beinhaltet
finf unabhéngige Experimente mit jeweils fiinf untersuchten Wiirmern in Triplikat.

3.3.2.2. Etablierung eines adulten Caenorhabditis elegans Modells mit Toxin-induzierter

spezifischer dopaminerger Neurodegeneration

Zur Etablierung des Toxin-induzierten adulten C. elegans Modells mit selektiver dopaminerger
Zelldegeneration, wurden transgene Wiirmer im jung adulten Stadium 2 mM MPP" oder
1,5 uM Rotenon ausgesetzt und in der Zeit der Inkubation detailliert das dopaminerge System und das
Gesamtnervensystem analysiert. In Abbildung 3.3.11. werden reprédsentative Wiirmer zu den

angegebenen Zeitpunkten der Inkubation dargestellt.
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Abb. 3.3.11. Darstellung adulter Wiirmer mit Toxin-induzierter selektiver dopaminerger Neurodegeneration
in der Zeit.
Synchronisierte jung adulte Wiirmer wurden in Fliissigkultur mit 2mM MPP* behandelt fiir die
angegebene Zeit mit Mediumwechsel an jeden dritten Tag. Nach 3, 4, 6, 9, 12, 14 und 16
Inkubationstagen wurden Wiirmer bei 200x VergroBerung photographiert, der Maflstab definiert
100 pm. Ilustriert sind reprisentative Bilder fiir die Inkubation mit MPP* zu den angegebenen
Zeitpunkten, das dopaminerge DsRed2-Signal (rot) ist iiberlappt mit dem pan-neuronalem CFP-Signal
(griin). In der Mitte sind Wiirmer der MPP*-Inkubation zu den angegebenen Zeitpunkten dargestellt,
parallele Bilder unbehandelter Wiirmer sind links gezeigt. In umrahmten Kistchen wird eine
VergroBerung des jeweiligen DsRed2-Signals dargestellt. Rechts sind Vergroferungen des DsRed?2-
Signals der MPP*-behandelten Wiirmer gezeigt.
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Abb. 3.3.12. Auswertung des dopaminergen Zellverlustes in adulten Wiirmern iiber die Zeit mithilfe der

Quantifizierung der DsRed2-Intensitiit in transgenen Wiirmern und der Expression der
Tyrosinhydroxylase in N2-Wiirmern.

Synchronisierte jung adulte Wiirmer des transgenen bzw. N2-Stammes wurden in Flissigkultur
mit 2mM MPP* behandelt fiir die angegebene Zeit mit Mediumwechsel an jeden dritten Tag. A)
Darstellung der progressiven dopaminergen Degeneration bei MPP*-Behandlung; a+b) 5 Tage; ¢
bis f) 7 bis 9 Tage MPP*-Behandlung; B) Im Zeitraum zwischen 3 bis 16 Tagen der MPP*-
Inkubation wurden Wiirmer bei 200x VergroBerung photographiert und die DsRed2-
Signalintensitdt mithilfe der MetaVue Software quantifiziert. Die DsRed2-Intensitdt der MPP™-
behandelten Wiirmer bezieht sich prozentuell auf die DsRed2-Intensitit unbehandelter Wiirmer
zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Auswertung beinhaltet zwei Experimente mit der DsRed2-
Intensitidtsermittlung in jeweils vier Wiirmern in Triplikat. C) Ermittlung des TH-
Expressionsstatus im Zeitraum zwischen 4 bis 7 Tagen in MPP*-behandelten N2-Wiirmern. Der
Expressionsstatus bezieht sich prozentuell auf den Expressionsspiegel der TH in unbehandelten
Wiirmern zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Auswertung beinhaltet drei Experimente mit jeweils
zehn zusammengefiigten N2-Wiirmern evaluiert in Triplikat.
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In adulten Wiirmern konnte ein selektiver und progressiver Verlust der dopaminergen Neurone mit der
Zeit detektiert werden, sowohl in MPP*- (sieche Abb. 3.3.11. und 3.3.12.) als auch in Rotenon-
behandelten (nicht gezeigt) Wiirmern. Im adulten Stadium konnte die dopaminerge Degeneration
detailliert analysiert werden. Untersuchte Konzentrationen an MPP* oder Rotenon fiihren in adulten
C. elegans zunidchst zu einer positiven Regulation der TH in dopaminergen Neuronen, sowohl auf
Proteinebene, analysiert mithilfe der DsRed2-Intensitdtszunahme (DsRed2 unter Cat-2 Promotor), als
auch auf Expressionsebene, untersucht in N2-Wiirmern (nicht gezeigt). Ab dem fiinften bis sechsten
Tag der Toxinbehandlung kommt es zum kontinuierlichen Verlust dopaminerger Integritit mit
anfinglichen Zeichen der axonalen Fragmentierung dopaminerger Neurone (siehe Abb. 3.3.12.A.
a und b). Die Fragmentierung der axonalen Strukturen beginnt mit Projektionen der ADE-Neurone,
worauf bald die Axone aller dopaminergen Nervenzellen betroffen sind. Der Verlust des DsRed2-
Signals in dopaminergen Perikaryen beginnt mit PDE Neuronen, hierauf folgen ADE und letztendlich
verlieren CEP Zellkorper das DsRed2-Signal (siehe Abb. 3.3.12.A. c bis f). Restliches DsRed2-Signal
wird kontinuierlich mit der Zeit eliminiert (siehe Abb. 3.3.12.B. und C). Das Nervensystem erscheint
durch MPP*-Behandlung im gesamten Zeitrahmen der Inkubation unbeeinflusst, wohingegen die
Rotenon-Behandlung in allen Individuen von einer Intensititsabnahme des CFP-Signals begleitet

wird, jedoch mit unverénderter Morphologie neuronaler Strukturen in den meisten Individuen.

3.3.2.3. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin schiitzen dopaminerge Neurone des

adulten Toxin-induzierten Caenorhabditis elegans Modells

In Abschnitt 3.3.2.2. konnte die selektive dopaminerge Degeneration innerhalb adulter Organismen
des transgenen Wurmstammes und indirekt des N2-Stammes (Abnahme der TH-Expression) detailliert
dargestellt werden. Der Zeitraum, in welchem schwache Signale der Zellkdrper zu erkennen sind,
Axone jedoch stark fragmentiert erscheinen oder inkorporiert sind, umfasst den siebten und neunten
Tag. Dieser Zeitraum wird gewdhlt zur Darstellung der Protektion dopaminerger Neurone in adulten

Wiirmern mithilfe der untersuchten Substanzen.

PHT, ISB und PHO zeigen neuroprotektive Eigenschaften. Zu den Zeitpunkten, da dopaminerge
Neurone der Toxin-behandelten Wiirmer stark beeintréichtigt sind und fragmentierte oder eliminierte
Axone und ein schwaches Leuchten in den Zellkérpern zeigen, bleibt die Integritit dopaminerger
Neurone in der Mehrzahl der Individuen der Bisarylimin-Behandlungsgruppen erhalten. Die
Zellkorper leuchten etwas schwicher, Axone zeigen keine Anzeichen der Fragmentierung (siehe
Abb. 3.3.13. und 3.3.14.). Ko-Inkubationen mit 500 nM Neuroleptika, Apomorphin oder 0,5 mM
Dopamin zeigen keine neuroprotektiven Eigenschaften in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen

(siche Abb. 3.3.13. und 3.3.14.).
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Abb. 3.3.13. Darstellung der Protektion dopaminerger Neurone durch Bisarylimine im MPP*- und Rotenon-
induzierten adulten Wurmmodell.
Synchronisierte jung adulte Wiirmer wurden in Fliissigkultur mit 2mM MPP* bzw. 1,5 uM Rotenon
fiir 7 bis 9 Tage behandelt in Anwesenheit von 500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ, PMZ,
CLOZ, RISP, Apo oder 0,5 mM DA. Aufnahmen zeigen die iiberlappten Signale des DsRed2 (rot) und
CFP (grin) und sind im 535/610 bzw. 490/510 nm Exzitations-/Emissionskanal mit konstanter
Belichtungszeit bei 200x VergroBerung erstellt, der Mafstab definiert 100 pum. Links sind
reprisentative  Bilder der MPP*-Behandlungsgruppen dargestellt, rechts der Rotenon-
Behandlungsgruppen. Gestreifte Késtchen zeigen eine Vergroflerung des alleinigen DsRed2-Signals.
In Toxinbehandlungen kommt es zum DsRed2-Signalverlust mit leichter Abnahme der CFP-Intensitit,
jedoch meist unveridnderter morphologischer Charakteristika des Gesamtnervensystems. Ko-
Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO zeigen stabile, leicht schwichere DsRed2-Signale
mit leicht schwicherem CFP-Signal. Ko-Inkubationen mit Toxinen und Neuroleptika, Apo oder DA
zeigen den gleichen neuronalen Phéinotyp wie die alleinige Toxin-Inkubation.
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Abb. 3.3.14. Auswertung der dopaminergen DsRed2 Fluoreszenzintensitit in adulten

MPP"- und Rotenon-Behandlungsgruppen.

Synchronisierte jung adulte Wiirmer wurden in Fliissigkultur mit 2mM MPP*
bzw. 2 uM Rotenon fiir 7 bis 9 Tage behandelt in Anwesenheit von 500 nM
PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PRZ, PMZ, CLOZ, RISP, Apo oder
0,5 mM DA. Aufnahmen sind im 535/610 nm Exzitations-/Emissionskanal
bei 200x VergroBerung mit konstanter Belichtungszeit erstellt und die
DsRed2-Fluoreszenzintensitdt mithilfe der MetaVue Software quantifiziert
worden.

In Toxinbehandlungen kommt es zum drastischen DsRed2-Signalverlust. Ko-
Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO zeigen stabile DsRed2-
Signale mit leicht schwicherer Intensitit im Vergleich zu unbehandelten
Wiirmern (***p < 0,001). Ko-Inkubationen mit Toxinen und Neuroleptika,
Apo oder DA zeigen einen starken DsRed2-Intensititsverlust. Die
Auswertung beinhaltet fiinf unabhingige Experimente mit der DsRed2-
Intensitéitsermittlung in jeweils fiinf Wiirmern in Triplikat.

3.3.3. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin schiitzen MPP*- und Rotenon-

behandelte adulte Caenorhabditis elegans vor einer reduzierten Beweglichkeit

Da das dopaminerge System in C. elegans durch die sensorische Erfassung von Umweltfaktoren die
Bewegung des Wurms steuert (siehe Abschnitt 1.8.3. und 4.2.2.), wurde das Bewegungsverhalten der

adulten Individuen in den Behandlungsgruppen untersucht. Mit der Untersuchung der Beweglichkeit
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der Wiirmer kann dargestellt werden, ob durch Toxinbehandlung die Funktionalitit der dopaminergen
Neurone eliminiert wird und ob Bisarylimine bei Ko-Inkubationen die Funktionalitdat dieser
Neuronenpopulation erhalten konnen. Parallel kdnnen potentielle Dopaminrezeptor-Agonisten und
-Antagonisten aufgedeckt werden. In MPP'- und Rotenon-behandelten Wiirmern konnte eine
Abnahme der Beweglichkeit in Fliissigkultur festgestellt werden. Adulte Wiirmer des N2-Stammes
wurden in MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen nach sieben Inkubationstagen in ihrer
Beweglichkeit analysiert. Diese Analyse umfasste die Auszdhlung der Ausschlige der
Schlidngelbewegung pro 30 sec in M9-Puffer. Die N2-Wurmlinie wurde fiir fiinf Tage mit 2 mM MPP*
bzw. 1,5 uM Rotenon in Anwesenheit von 500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, PMZ, CLOZ,
RISP, Apo oder 0,5 und 5 mM DA inkubiert. Zur Aufdeckung potentieller Agonisten und
Antagonisten der Dopaminrezeptoren, wurden Wiirmer parallel mit 0,5 oder 5 uM PHT, CPRZ,
CLOZ, RISP, PMZ oder Apo oder 0,5 und 5 mM DA oder 0,5 mM VitE, Cat oder EGCG in
Abwesenheit der Toxine inkubiert. Wie in Abbildung 3.3.15.A. dargestellt, kommt es in Toxin-
behandelten Wiirmern zur Abnahme der Haufigkeit der Bewegungsinitiation sowie zur Abnahme der
Schnelligkeit der Bewegungsausfithrung. Ko-Inkubationen mit Toxinen und PHT, ISB oder PHO
zeigen eine relative Beweglichkeitszunahme auf etwa 80 % der unbehandelten Wiirmer, hingegen
zeigen Ko-Inkubationen mit Toxinen und AcPHT oder Neuroleptika eine etwa 50 %ige relative
Beweglichkeit. Bisarylimine und Apomorphin (symtomatisches PD-Therapeutikum) konnen die
Toxin-induzierte Reduktion der Bewegung fast vollstindig aufheben. Dies zeigt, dass die
Bewegungsreduktion nach Toxinbehandlung auf dem Verlust dopaminerger Neurone basiert, da der
Bewegungsphinotyp mithilfe des Apomorphins aufgehoben werden kann, und dass in Ko-
Inkubationen mit Bisaryliminen dopaminerge Neurone funktionell aktiv bleiben (siehe Abb.

3.3.15.A).
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Abb. 3.3.15. Darstellung der Auswertung der Beweglichkeitsuntersuchung in adulten N2-Wiirmern.

Synchronisierte jung adulte Wiirmer des N2-Stammes wurden in Fliissigkultur mit (A) 2 mM MPP* bzw.
1,5 uM Rotenon in Anwesenheit von 500 nM PHT, ISB, PHO, AcPHT, CPRZ, CLOZ, RISP, PMZ, Apo
oder 0,5 und 5 mM DA oder (B) 500 und 5000 nM PHT, CPRZ, RISP, PMZ, Apo oder 0,5 und 5 mM DA
oder 0,5 mM VitE, Cat oder EGCG in Abwesenheit der Toxine fiir fiinf Tage behandelt. Die
Beweglichkeit der Wiirmer wurde analysiert anhand der Ausschlige der Schlingelbewegung in M9-
Puffer innerhalb einer Zeitspanne von 30 sec.
A) In Toxinbehandlungen kommt es zur Abnahme der Beweglichkeit um etwa 60 bis 70 %. Ko-
Inkubationen mit PHT, ISB, PHO oder Apo zeigen eine 80 bis 100%ige relative Beweglichkeit,
wohingegen Ko-Inkubationen mit AcPHT oder Neuroleptika eine 40 bis 50 %ige Beweglichkeit zeigen.
B) Apomorphin, Dopamin und antioxidative Substanzen (PHT, ISB, PHO, VitE, Cat und EGCG) erhohen
die Beweglichkeit der Wiirmer, Neuroleptika reduzieren die Beweglichkeit (***p < 0,001). Die
Auswertung beinhaltet drei unabhingige Experimente mit der Auszihlung von jeweils zehn Wiirmern in
Triplikat.
In Abbildung 3.3.15.B. wird die Modulatorfunktion des dopaminergen Systems in dem untersuchten
Bewegungsverhalten bei Behandlung mit potentiellen Dopaminrezeptor-Agonisten und -Antagonisten
untersucht, um darzustellen, ob PHT Rezeptor-vermittelt agiert. Behandlung mit Dopamin oder
Apomorphin (Agonisten) fithrt zur Bewegungszunahme der Wiirmer, hingegen reduzieren
Antagonisten (CPRZ, CLOZ, RISP und PMZ) die Beweglichkeit. Phenothiazin und bekannte
Antioxidantien (VitE, Cat, EGCG) ermoglichen eine Verstirkung der Beweglichkeit. Hiermit kann

dargestellt werden, dass PHT nicht Rezeptor-vermittelt in C. elegans agiert.

MPP* und Rotenon induzieren eine selektive Degeneration dopaminerger Neurone sowohl im L1-
Stadium als auch im adulten C. elegans Modell. Die Integritit dopaminerger Neurone wird durch
Bisarylimine erhalten, dopaminerge Neurone bleiben funktionell aktiv. Der Toxin-induzierte larval-
arretierte Phéanotyp und der Bewegungsphénotyp in L1- und adulten Toxinmodellen werden mithilfe
der Bisarylimine aufgehoben. Durch die Untersuchung des symptomatischen Therapeutikums
Apomorphin kann verdeutlicht werden, dass die Toxin-induzierten Modelle des C. elegans als
Parkinson-Modelle geeignet sind und potentielle Therapeutika der PD aufdecken konnen.

Bisarylimine sind neuroprotektiv im in vivo Parkinson-Modell.
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3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die drei untersuchten Bisarylimine, Phenothiazin,
Iminostilben und Phenoxazin, in MPP*- und Rotenon-induzierten in vitro und in vivo Parkinson-

Modellen in nanomolaren Konzentrationen protektiv wirken.

Fiir in vitro Untersuchungen wurden SH-SYS5Y-Neuroblastomazellen sowie primire Neurone des
ventralen Mittelhirns der Ratte herangezogen. In beiden Zellmodellen konnten mithilfe der Komplex I
Inhibitoren, MPP* und Rotenon, Parkinson-phénotypische Charakteristika etabliert werden. Die
primédre Beeintrichtigung der dopaminergen Neurone innerhalb des neuroglialen Systems der
Primirzellen konnte mithilfe der Bisarylimine aufgehalten werden. Ebenso konnten Toxin-induzierte
retrograde Degenerationsprozesse der Primédrneurone sowie apoptotische und nekrotische Marker des
Zellsterbens in der Neuroblastomazellline bei Ko-Inkubation mit Bisaryliminen aufgehoben werden.
Der Toxin-induzierte Verlust der zelleigenen antioxidativen Kapazitit in Form des Glutathions und
antioxidativer Enzyme wird mithilfe der Bisarylimine reduziert. In Ko-Inkubationen mit Toxinen und
Bisaryliminen werden oxidative Stressmarker wie auch lysosomale Abbauprozesse bis in
fortgeschrittene Phasen der Toxinwirkung minimiert. Des Weiteren wird das mitochondriale
Membranpotential, welches durch die Toxine beeintridchtigt wird, mithilfe der Bisarylimine stablisiert.
In Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen erhalten Mitochondrien ihre Dynamik innerhalb des

Zellgefiiges und die intermitochondriale Interaktionsfahigkeit.

In Untersuchungen an C. elegans im larvalen und adulten Stadium konnte durch MPP*- und Rotenon-
Behandlung ein selektiver Verlust der dopaminergen Neurone in vivo erreicht werden. Die
dopaminerge Neurodegeneration konnte mithilfe der Bisarylimine aufgehalten werden. Es konnte in
Bewegungsanalysen gezeigt werden, dass die dopaminergen Neurone ihre Funktionalitit bei
Ko-Inkubation mit Bisaryliminen erhalten und parallel dargestellt werden, dass Bisarylimine in
C. elegans keine Bindungsfihigkeit an Dopaminrezeptoren aufweisen und iiber antioxidative
Mechanismen protektiv wirken. Dies konnte durch den Einsatz von Dopaminrezeptoragonisten und

-antagonisten bestitigt werden.
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4. DISKUSSION

In dieser Arbeit konnten potente antioxidative und neuroprotektive Eigenschaften der drei
Bisarylimine, Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin, in in vitro und in vivo Parkinson-
Modellsystemen in nanomolarer Konzentration dargestellt und detailliert untersucht werden. Die
eingesetzten Parkinson-Modelle beinhalten humane dopaminerge SH-SYSY Zellen, primére
Mittelhirnneurone der Ratte, sowie C. elegans als Modellorganismus und griinden auf den etablierten
Neurotoxinen, MPP* (1-Methyl-4-Phenylpyridiniumion) und Rotenon, die eine selektive dopaminerge
Neurodegeneration in der SNpc (Substantia nigra pars compacta) von Nagetieren und Primaten
induzieren (Beal, 2001). Neuroprotektive Eigenschaften der Bisarylimine sind auf eine hoch effiziente
antioxidative Aktivitdt dieser Strukturen zuriickzufithren. In den akuten Toxin-Modellen konnten
nanomolare Konzentrationen an Bisaryliminen in vitro und in vivo die schiadliche Wirkung des
oxidativen Stresses in so weit verringern, dass die neuronale Integritit fast vollstdndig erhalten werden

konnte.

4.1. Neuroprotektion in vitro

Fiir in vitro Untersuchungen wurde in dieser Arbeit eine humane dopaminerge Neuroblastomazelllinie
sowie primire Mittelhirnneurone der Ratte herangezogen, welche auf der Toxizitit des MPP* und
Rotenons basierend, etablierte in vitro Parkinson-Modelle darstellen. Die SH-SYS5Y Neuroblastoma-
zelllinie stellt ein humanes in vitro Modellsystem der Parkinson-Forschung dar (siehe auch Abschnitt
1.8.3.1.). Das in vitro Modell der differenzierten primédren Mittelhirnzellen beruht auf einem fiir das
Nervensystem charakteristischen Vernetzungsmodus, mit langen axonalen Strukturen der Neurone, die
interneuronale Kontakte (sieche Abb. 3.2.1.A. und 3.2.2.A.) als auch neurogliale Interaktionen
aufbauen, und hiermit ein Modell etablieren, welches der in vivo Situation nahe kommt. Aufnahme der
dopaminergen Zellen der SN in dieses System (ventrales Mittelhirn), ermoglicht die selektive
Vulnerabilitit dieser Neuronenpopulation zu studieren. Diese in vitro Parkinson-Modelle werden zur
Untersuchung des neuroprotektiven Charakters von Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin

genutzt.

4.1.1. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin heben die Zytotoxizitit in Parkinson-
Modellen auf

Nach akuter MPP*- und Rotenon-Behandlung kommt es in SH-SY5Y Zellkulturen zu einer massiven

Fragmentierung und Kondensation des Chromatins (sieche Abb. 3.1.1.A., 3.1.4.A. und 3.1.2.). Parallel
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kann eine deutliche Erniedrigung der Plasmamembranintegritit in beiden Toxin-Modellen detektiert
werden (siehe Abb. 3.1.1.B., 3.1.4.B. und 3.1.2.). Fragmentierung und Kondensation des Chromatins
ist ein charakteristisches Anzeichen der apoptotischen Zelleliminierung (Candé et al., 2002a,b; Krysko
et al., 2008), der Verlust der Plasmamembranintegritit eliminiert die letzte Instanz der Zellintegritét in
nekrotischen Zellen (Krysko et al., 2008). Toxin-behandelte Zellen geben nach 60 h die Zellintegritét
auf. Nach 72 h kann in MPP*-Behandlungen kein Signal der Zellvitalitit detektiert werden (siche Abb.
3.1.3.). In primiren Mittelhirnkulturen induzieren MPP* und Rotenon nach 72 h eine komplette
Destabilisierung des neuroglialen Netzwerkes. Neuronale Strukturen sind fast vollstindig eliminiert
(siche Abb. 3.2.1. und 3.2.2.). Erhaltene Neurone weisen fragmentierte Axone auf (siche Abb. 3.2.1.A,
3.2.2.A. und 3.2.3.), welches auf einen ,,dying back“-Mechanismus schlieBen l4sst. Die Beobachtung,
dass der Grad des Verlustes dopaminerger synaptischer Nervenendigungen im Striatum stdrker
fortschreitet, als der dopaminerge Neuronenverlust in der SNpc (Bernheimer et al., 1973), suggeriert,
dass dopaminerge Nervenendigungen priméar im Degenerationsprozess beeintrichtigt werden und dass
der neuronale Verlust in Parkinson-Patienten retrograd (,,dying back*-Prozess) erfolgt (Morrish et al.,
1996; Dauer und Przedborski, 2003). Experimentelle Unterstiitzung dieses Mechanismus konnte an
MPTP-behandelten Affen gewonnen werden, die Degeneration der striatalen Nervenendigungen
erfolgt vor der Eliminierung der Zellkorper in der SNpc (Herkenham et al., 1991). Wie fiir die
neuropathologische Situation in Parkinson-Patienten beschrieben, induzieren MPP" und Rotenon
innerhalb der kultivierten Primédrneurone retrograde Degenerationsprozesse. Ein retrograder
Integritédtsverlust fordert eine primire Verdnderung der Funktionalitit innerhalb der neuronalen
Fortsdtze, welche durch Toxine hervorgerufen werden kann (siche Abschnitt 4.1.2.).
Primiérzellkulturen des ventralen Mittelhirns stellen Mischkulturen verschiedener neuronaler
Populationen dar und beinhalten bei der Ratte etwa 3 bis 5 % dopaminerge Neurone, welche sich
besonders vulnerabel gegeniiber einer Komplex 1 Inhibition durch MPP" oder Rotenon in vitro und
in vivo zeigen (Moon et al., 2005). Basierend auf mikroskopischen Beobachtungen, konnte eine kleine
Population an Neuronen in der Mischkultur des Mittelhirns identifiziert werden, die zu einem friiheren
Zeitpunkt im Vergleich zur Mehrheit der Neurone, Zeichen der Zytotoxizitit aufwies. Die Reduktion
der Tyrosinhydroxylase (TH)-Expression (Enzym der Dopaminsynthese) ist mit der Beeintrichtigung
der dopaminergen Neuronenpopulation assoziiert (Moon et al., 2005). Innerhalb von 24 h sinken TH-
Proteinspiegel auf etwa 60 % des TH-Proteinsignals unbehandelter Kulturen (siehe Abb. 3.2.6.). Die
dopaminerge Population wird in priméren Zellkulturen friihzeitig in der Zellintegritit durch MPP" und
Rotenon beeintrachtigt. Die selektive Vulnerabilitit dopaminerger Neurone verweist auf die

Selektivitit der beiden Parkinson-Toxine.
Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin zeigen in den akuten Toxin-Modellen der in vitro

Kulturen ihre neuroprotektive Wirkung in nanomolaren Konzentrationen. In SH-SY5Y Zellen wird

sowohl die Integritit des Zellkerns als auch der Plasmamembran in Anwesenheit der Bisarylimine
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bewahrt (siehe Abb. 3.1.1., 3.1.4. und 3.1.2.), ab 50 bis 100 nM ist ein fast vollstindiges Zelliiberleben
in Toxin-behandelten Zellen ermdglicht (siehe Abb. 3.1.3. und 3.1.6.). Die Stabilisierung der primiren
Mittelhirnneurone mithilfe nanomolarer Konzentrationen an Bisaryliminen gegeniiber der akuten
Toxinwirkung, verdeutlicht die hochpotenten neuroprotektiven Eigenschaften dieser antioxidativen
Strukturen. Zu dem Zeitpunkt der neuronalen Eliminierung der Toxinbehandlungsgruppen wird die
Integritdt der Neurone mithilfe von Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin aufrechterhalten. Es
sind keine Auffalligkeiten der zelluldren Schidigung, sowohl in den Zellkorpern als auch in den
Fortsitzen, zu erkennen (sieche Abb. 3.2.1. und 3.2.2.). Die selektive frithzeitige Beeintrdchtigung der
dopaminergen Population durch MPP" und Rotenon wird mithilfe der Bisarylimine eliminiert. Die
TH-Proteinspiegel befinden sich in Anwesenheit nanomolarer Konzentrationen der Bisarylimine auf
dem Niveau der unbehandelten Zellen (siehe Abb. 3.2.6.). Schutz der hoch vulnerablen
Neuronenpopulation vor den Auswirkungen einer Komplex I Inhibition und erhohter ROS-
Generierung verweist auf die hoch neuroprotektiven Eigenschaften von Phenothiazin, Iminostilben
und Phenoxazin. Konzentrationen an Bisaryliminen, welche eine vollstindige Protektion gegeniiber
MPP"- und Rotenon-Toxizitdt ermoglichen, liegen zwischen 50 und 100 nM (siehe Abschnitt 3.1. und
3.2).

In post mortem Studien konnte gezeigt werden, dass dopaminerge Neurone der SNpc erniedrigte Werte
an Glutathion aufweisen (Abbott et al., 1990; Chen et al., 1989; Kang et al., 1999). Schon zu einem
frithen Zeitpunkt der Parkinsonschen Krankheit (PD) ist eine verstidrkte Glutathiondepletion innerhalb
der SNpc zu detektieren, sogar noch bevor Komplex I Defekte auftreten. Glutathion sinkt
kontinuierlich mit der Progression der Krankheit (Sofic et al., 1992; Sian et al., 1994 a,b). Als eines
der wichtigsten Komponenten des antioxidativen Systems, wirkt sich eine Glutathiondepletion
prooxidativ auf Zellen aus (siche Abschnitt 1.3.2.). MPP* und Rotenon rekapitulieren innerhalb
neuronaler Systeme neuropathologische Charakteristika der PD, Glutathiondepletion ist ein wichtiger
Faktor der verstiarkten Vulnerabilitit der nigralen dopaminergen Neuronenpopulation (sieche Abschnitt
1.2.). Somit ist es von Interesse, den Redoxstatus des Glutathions in den untersuchten Toxin-Modellen

zu evaluieren.

Behandlung der humanen dopaminergen SH-SY5Y Zelllinie mit beiden Komplex I Inhibitoren
resultiert erwartungsgeméb in einer Abnahme der reduktiven Kapazitiit des Glutathions. MPP" fiihrt zu
einer leichten Erhohung der Glutathionwerte innerhalb von 24 und 48 h und zur Verschiebung des
Redoxgleichgewichts des Glutathions zur oxidierten Seite hin (sieche Abb. 3.1.7; dargestellt fiir 48 h
MPP*-Behandlung). Inkubationen mit Rotenon resultieren hingegen in einer Reduktion der
Verfiigbarkeit des Glutathions nach 24 h Behandlung (nicht gezeigt). Nach 48 h nehmen die
Glutathionwerte auf tiber die Héilfte ab (sieche Abb. 3.1.7.). Parallel verschiebt sich der Redoxzustand

des Glutathions zur oxidierten Glutathionform hin. Der Redoxzustand des Glutathions stellt einen
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Biomarker des oxidativen Stresses und einen Indikator der reduktiven Kapazitit der Zelle dar (Schafer
und Buettner, 2001). Die gewonnenen Ergebnisse weisen auf einen erhohten oxidativen Zustand
innerhalb der Toxin-behandelten Zellen hin. Bisarylimine scheinen bei Ko-Inkubation mit MPP* und
Rotenon keinen Einfluss auf die Toxin-dirigierte Glutathionmenge, als auch auf das
Redoxgleichgewicht des Glutathions, zu nehmen. Die fehlende Regeneration der reduktiven Kapazitit
des Glutathions mithilfe der Bisarylimine kann mit den Befunden von Drechsel et al. (2007) erklart
werden. Drechsel et al. zeigen, dass MPP*-Behandlungen nach 12 h die zelluldren Glutathionmengen
reduzieren, nach 24 h werden die Glutathionspiegel leicht erhoht, parallel erhoht sich die oxidierte
Glutathionform und ROS-Emission. Des Weiteren konnte aber gezeigt werden, dass durch MPP*-
Behandlung die Aktivitit der Glutathion-Reduktase und y-Glutamyl-Cystein-Synthase (y-GCS) bis zu
25 % reduziert wird (siche auch Abschnitt 1.3.2.). Auch Sian et al. (1994b) postulierten, dass
erniedrigte Glutathionmengen in der SNpc nicht primér auf die erhdhte Detoxifizierungsfunktion des
Glutathions zuriickzufiihren sind, sondern sich frith Synthese und Abbau des Glutathions in Parkinson-
Patienten verschieben. Die fehlende Wiedererlangung des Glutathions und seines Redoxzustandes
mithilfe der antioxidativen Bisarylimine konnte auf diese verinderten regulatorischen Effekte auf die
Enzyme der Glutathionsynthese und seiner Regeneration durch die Toxine zuriickzufiihren sein. Diese
Befunde zeigen, dass neuroprotektive Effekte der Bisarylimine unabhingig von der reduktiven

Kapazitit des Glutathions sind.

Ein selektiver Inhibitor der Glutathionsynthese ist das Buthionin-Sulfoximin (BSO). BSO inhibiert
selektiv und irreversibel das Enzym y-GCS, das verantwortlich fiir die Synthese des Glutathions ist
(sieche auch Abschnitt 1.3.2.). Inhibition der y-GCS durch BSO fiihrt nach 24 h zu einer fast
vollstindig Depletion des zelluldren Glutathions (sieche Abb. 3.1.7.). Zur Untersuchung der
Fragestellung, ob Bisarylimine die zelluldre Integritiit aufrechterhalten konnen bei einer vollstindigen
Glutathiondepletion, wurden sowohl SH-SYS5Y Zellen als auch primire Mittelhirnzellkulturen auf
zytotoxische Marker bei Ko-Inkubationen mit BSO und Phenothiazin, Iminostilben oder Phenoxazin
hin untersucht. Es konnte ein fast vollstindiger Schutz beider Zellkulturen mithilfe der Bisarylimine in
nanomolaren Konzentrationen gegeniiber der Glutathiondepletion erreicht werden (siehe Abb. 3.1.8.
bis 3.1.10. und 3.2.7. und 3.2.8.). Reine Glutathiondepletion fiihrt in SHSYSY Zellen innerhalb von
60 h zur Desintegration des Zellkerns und der Zellmembran, primidre Neurone sind nach 72 h BSO-
Behandlung vollstindig eliminiert. Dies deutet darauf hin, dass die Stérung des oxidativen
Gleichgewichts innerhalb beider Zellkulturen in einer vergleichbaren Zeitspanne dhnliche zytotoxische
Effekte hervorruft, wie MPP'- oder Rotenon-Behandlungen. Neuroprotektive Effekte der Bisarylimine
gegeniiber der Glutathiondepletion und damit gegeniiber einem reinen, zelluldren Redoxungleich-
gewicht zeigen sich sogar leicht ausgepriigter als bei einer Komplex I Inhibition durch MPP" oder
Rotenon (vergleiche 3.2.1. bis 3.2.6. und 3.2.7. bis 3.2.8.). Sherer et al. (2003) konnten zeigen, dass in

der zytotoxischen Wirkung des Rotenons, die Glutathiondepletion und erhohte ROS-Generierung,
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vermittelt durch die Komplex I Inhibition, hoher einzustufen sind als eine ATP-Depletion. Hiermit
kann bestitigt werden, dass Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin rein antioxidativ wirken, dies
wird durch die fehlende Protektion der N-substituierten Bisaryliminstrukturen (N-Acetylphenothiazin,

Chlorpromazin und Promazin) gegeniiber den Toxinen unterstiitzt (siche Abschnitt 3.1. und 3.2.).

Da Bisarylimine bei Depletion eines der wichtigsten antioxidativen Molekiile die Integritit der
SH-SY5Y Zellen und der Primirzellkulturen aufrechterhalten, sowie vor der Wirkung der Parkinson-
Toxine in dopaminergen humanen SH-SYS5Y Zellen, in priméiren dopaminergen Neuronen und in
einem neuronalen Netzwerk schiitzen, wurde das AusmaB der Oxidationsinduktion durch MPP" und
Rotenon auf dem Niveau der zelluliren Komponenten untersucht. Oxidativ modifizierte Proteine in
Form von Proteincarbonylierungen stellen einen prominenten Marker des zelluliren Redox-
ungleichgewichts und der ROS-Emission dar (Berlett und Stadtman, 1997). Nach 60 h MPP*- und
Rotenon-Behandlung wird eine ausgepridgte Proteincarbonylierung innerhalb der Zellkulturen
identifiziert (sieche Abb. 3.1.11.). Ko-Inkubationen mit Toxinen und 50 nM Phenothiazin, Iminostilben
oder Phenoxazin weisen eine Verringerung oxidativer Stressmarker auf (siche Abb. 3.1.11.), hiermit
erhalten zu einem gewissen Ausmal} Bisarylimine in niedrigen Konzentrationen bis nach 60 h das

Redoxgleichgewicht der MPP*- und Rotenon-behandelten Zellen.

Um die Wirkung der Parkinson-Toxine und Bisarylimine auf das enzymatische antioxidative System
der Primirzellkulturen zu untersuchen, wurden die antioxidativen Enzyme GPx1 (Glutathion-
peroxidase 1), MnSOD (mitochondriale Mangan-Superoxiddismutase), SOD1 (zytosolische Cu/Zn-
Superoxiddismutase) und Katalase (siche Abschnitt 1.3.2.) innerhalb der MPP'- und Rotenon-
Behandlungsgruppen auf Proteinebene analysiert. Innerhalb von 12 h werden in allen MPP*- und
Rotenon-Behandlungsgruppen die antioxidativen Enzyme GPx1, MnSOD und SODI, weniger
Katalase, hochreguliert (nicht gezeigt). Nach 36 h Toxinbehandlung kommt es zu einer
Destabilisierung des antioxidativen Systems in der neuroglialen Kultur. Alle antioxidativen Enzyme
werden auf Proteinebene auf 20 bis 60 % herunterreguliert, bei MPP'-Behandlung werden v.a.
Katalase und SODI1, bei Rotenon-Behandlung v.a. GPx1 und SODI1 reduziert (siche Abb. 3.2.9.).
Somit fiihrt, nach einer kurzzeitigen Erh6hung des antioxidativen Abwehrsystems des neuroglialen
Netzwerkes, eine liangere akute Toxineinwirkung hingegen zur Destabilisierung des antioxidativen
Systems der Zellen. Interessanterweise zeigen Kunikowska und Jenner, dass in Parkinson-Patienten in
der SNpc eine Erniedrigung der GPxI- und SODI-Expression erfolgt. In gesunden Primaten ist die
Expression von GPx/ und SODI in der SN im Vergleich zu anderen Komponenten der Basalganglien
erhoht, wie auch bei Ratten die SN erhohte Expressionsspiegel an MnSOD, SODI und GPx] im
Vergleich zu anderen Hirnarealen aufweist. MPTP-behandelte Primaten zeigen eine starke Reduktion
der SODI-Expression, die GPxI-Expression wird hingegen nicht signifikant verdndert, in

6-Hydroxydopamin behandelten Ratten sinken die Expressionsspiegel der SODI und MnSOD

134



Diskussion

drastisch ab, GPxI-Expressionsspiegel sind nicht signifikant veridndert (Kunikowska und Jenner,
2001; 2002; 2003). Somit kann gezeigt werden, dass nach kompensatorischen antioxidativen
Mechanismen als Antwort auf erhohte oxidative Bedingungen, das antioxidative System in Parkinson-
Modellen destabilisiert wird. Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin erhalten und stabilisieren
hingegen bis nach 36 h Toxinbehandlung das antioxidative enzymatische System des neuroglialen
Netzwerkes. GPx1 und SOD1 werden bei Ko-Inkubationen herunterreguliert, zeigen sich jedoch
signifikant erhoht im Vergleich zu alleinigen Toxinbehandlungen (siehe Abb. 3.2.9.). Ko-
Inkubationen mit Toxinen und dem N-substituierten Acetylphenothiazin zeigen keine positive

Wirkung auf die antioxidativen Enzyme.

Mithilfe von MPP* und Rotenon konnten Marker der PD-Pathogenese innerhalb der in vitro
Modellsysteme etabliert werden. MPP" und Rotenon wirken v.a. prooxidativ innerhalb der in vitro
Modelle. Die primidre Wirkung von MPP' und Rotenon ist die Inhibition des Komplex I der
mitochondrialen Atmungskette (Cadenas et al., 1977; Ramsay und Singer, 1992; Dauer und
Przedborski, 2003; Sherer et al., 2003). Auf diesem priméren Effekt der Toxine scheint die Selektivitit
der nigralen dopaminergen Vulnerabilitit zu basieren (siehe Abschnitt 1.2. und 1.8.2.). Somit stellt
sich die Frage, wie Mitochondrien auf Parkinson-Toxine reagieren und ob Bisarylimine die Toxin-

induzierten mitochondrialen Veridnderungen verhindern kdnnen.

4.1.2. Mitochondrialer Phéinotyp unter Komplex I Inhibition

Das mitochondriale Membranpotential

Barrientos und Moraes (1999) zeigen, dass eine Komplex I Inhibition ab dem Schwellenwert von
60 % nach 4 h die Zellrespirationsrate um etwa 35 % erniedrigt, die ROS-Bildungsrate bei 100 %iger
Komplex I Inhibition (nach 4 h 100 nM Rotenon-Behandlung) um etwa 25 % ansteigt und das
Membranpotential auf etwa 75 % sinkt. Die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials ist mit
einer Absenkung des Protonengradienten verbunden. Durch Oxidation des Hauptproduktes der
Reduktionsdquivalenten der Glucoseoxidation stellt Komplex I den Hauptelektronenkonsumenten der
mitochondrialen Atmungskette dar. Parallel zum Elekronentransfer stellt sich in aktiven Mitochon-
drien ein Potentialgleichgewicht von etwa -180 mV ein (siehe auch Abb. 1.7. und Abschnitt 1.3.1.).
Eine Komplex I Inhibition fiithrt zum erniedrigten Elektronentransfer iiber die Membran und somit
erniedrigter Protonenausschleusung, die zur Absenkung des mitochondrialen Membranpotentials und
zur Abnahme der ATP-Generierung beitragen. Inhibition des Komplex I fiihrt zur vermehrten ROS-
Produktion (Takeshige und Minakami, 1979; Takayanagi et al., 1980; Turrens und Boveris, 1980;
Hasegawa et al., 1990). Die Bindung des Rotenons und des MPP" an die Ubichinon-Bindestelle des
Komplex I (Cadenas et al, 1977, Ramsay und Singer, 1992) vermittelt einen erhohten
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Reduktionsstatus des Flavomononukleotid-Redoxzentrums des Komplex 1. Der Reduktionsgrad dieses
Elektronenakzeptors wird durch das NADH+H'/NAD*-Gleichgewicht bestimmt. Da kein
Elektronentransfer auf Ubichinon erfolgt, verbleiben Elektronen an diesem Redoxzentrum und diese
akkumulierte Reduktionskraft wird Sauerstoff zum Superoxidradikal reduzieren (Murphy, 2009). Die
erhohte ROS-Emission ist in der zytotoxischen Wirkung einer Komplex I Inhibition hoher einzustufen

als eine ATP-Depletion (Sherer et al., 2003).

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das mitochondriale Membranpotential nach 24 und
48 h Toxinbehandlung auf etwa die Hilfte bis zu einem Drittel der Kontrollwerte sinkt und dass
Bisarylimine das Membranpotential in Toxinbehandlungen erhalten (siehe Abb. 3.1.15. bis 3.1.18. und
3.2.17.). Der drastische mitochondriale Membranpotentialverlust kdnnte auf eine FEinbindung der
mitochondrialen Transitionspore (MTP) in diesen Prozess zuriickzufiihren sein (siehe auch Abschnitt
1.4.). MPP" (Cassarino et al., 1999) und Rotenon (Isenberg und Klaunig, 2000) induzieren die
Offnung der mitochondrialen Pore. Die Offnung der MTP kann in Etappen eingeteilt werden, in
welchen es initial zur Offnung der inneren Pore kommt und erst beim Erreichen eines
intramitochondrial-unkontrollierbaren Prozesses, die Offnung der duleren MTP einsetzt, welche mit
der Freisetzung proapoptotischer Komponenten und moglicher Einleitung der Apoptose oder Nekrose
einhergeht (Gazaryan und Brown, 2007). Eine initiale Offnung der inneren MTP kann durch
Oxidation des in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten ANT (Adenin-Nukleotid-
Translokator) erfolgen (Petronilli et al., 1994; Costantini et al., 1998; 2000; Vieira et al., 2001;
Kowaltowski et al., 2001; He und Lemasters, 2002; Gazaryan und Brown, 2007; Halestrap, 2009). Die
Offnung der MTP wird durch Senkung des mitochondrialen Membranpotentials moduliert (Bernardi,
1992; Bernardi et al., 1993; Petronilli et al., 1993), gleichzeitig fiihrt eine Offnung der inneren MTP
zur vermehrten mitochondrialen Depolarisierung. Dieser Prozess kann sich bis zu einem gewissen
Stadium nur auf die innere MTP beziehen. Offnung der #uBeren MTP (spannungsabhingiger
Anionenkanal; VDAC) fiihrt zur Freisetzung proapoptotischer Komponenten und zur Induktion der

Apoptose oder Nekrose.

Wie kann durch antioxidative Strukturen das Membranpotential aufrechterhalten werden? Wenn man
annimmt, dass der drastische mitochondriale Potentialverlust in den Toxin-behandelten Zellen auf die
Offnung der inneren MTP zuriickzufiihren ist, die durch vermehrte ROS-Emission (ROS iiberwiegt
gegeniiber dem zelluldren antioxidativen System) auftritt, sollten Antioxidantien diesen Prozess
aufhalten. Die Mitochondrien-interne Membranpotentialkontrolle, welche durch ATP-abhingige
Protonentranslokation in den Intermembranraum, das Membranpotential stabilisieren kann, wird
sowohl in Toxinbehandlungen als auch in Ko-Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen durch die
Komplex I Inhibition erschwert. Kompensatorisch koénnte durch Induktion der Glykolyse das

zytosolisch gebildete ATP zur Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials beitragen
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(Buchet und Godinot, 1998). Barrientos und Moraes beschreiben, dass eine bis zu 75 %ige Komplex I
Inhibition beim Einsatz niedriger Rotenon-Konzentrationen zur Hyperpolarisierung der Mitochondrien
bis nach 48 h Toxinbehandlung fiihrt (Barrientos und Moraes, 1999). Dies =zeigt, dass
intramitochondriale Kontrollmechanismen die Integritdt der Mitochondrien innerhalb des Zellgefiiges
erhalten, solange nicht-kontrollierbare Prozesse die Degradation der Mitochondrien oder die

Zelltodeinleitung induzieren.

Um sekunddre Effekte der Komplex I Inhibition und der mitochondrialen Depolarisierung auf
Mitochondrien zu untersuchen, wurde die mitochondriale Beweglichkeit in den Behandlungsgruppen
analysiert. In Parkinson-Patienten und MPTP-Modellen beginnt der Degenerationsprozess der nigralen
Neurone mit synaptischen Endigungen und setzt sich retrograd zu den Zellkorpern fort (Lach et al.,
1992; Morrish et al., 1996; Dauer und Przedborski, 2003; Herkenham et al., 1991; siehe Abb. 3.2.3,,
dargestellt in der gemischten Primérzellkutur). Nigrale dopaminerge Neurone senden sehr lange
Axone an das Striatum (Goldstein, 2003), in diesen Neuronen wird ein sehr hoher Prozentsatz (iiber
95 %) des Gesamtzellvolumens in axonalen Fortsétzen organisiert (Feng, 2006). Die primére terminale
Eliminierung oder retrograde Degeneration konnte durch gestorte axonale Transportprozesse
verursacht werden (Gajdusek, 1985; Goldman, 1987; Lach et al., 1992; Trimmer et al., 2009) und in
die selektive Vulnerabilitit nigraler dopaminerger Neurone involviert sein. In Ultrastrukturanalysen an
striatalen Biopsien von Parkinson-Patienten werden nigrale dystrophische Axonendigungen

beobachtet (Lach et al., 1992).

Mitochondriale Beweglichkeit

Trimmer et al. (2009) zeigen, dass der mitochondriale Transport innerhalb des Parkinson-Cybrid-
Modells (Mitochondrien-freie Rezipientenzellen, die mtDNA aus Blutplittchen von Parkinson-
Patienten enthalten) gestort ist und eine Reduktion der mitochondrialen Wanderung detektiert werden
kann. Zytoplasmatische Hybride neuronaler Zellen mit der mtDNA von Parkinson-Patienten stellen
ein in vitro Parkinson-Modell mit PD spezifischem mitochondrialen Hintergrund dar. In Abschnitt
3.2.5. wird dargestellt, dass es durch Toxinbehandlung in primdren Neuronen zur Reduktion der
Mobilitiat der Mitochondrien kommt. Nach 12 h Toxinbehandlung verbleiben Mitochondrien der
Primérneurone hauptsichlich im Zellkdrper und am Axonhiigel arretiert. Entlang der Axone sind
wenige Mitochondrien vorhanden und ihre Verteilung ist ungleichmiéfig, mit lokalen Ansammlungen
und Mitochondrien-freien Strukturen. Nach 48 h erscheinen Mitochondrien als aggregierte Strukturen
ohne jeglichen Verteilungscharakter (siche Abb. 3.2.13. bis 3.2.15.). Fine gestorte Beweglichkeit der
Mitochondrien bis zur Arretierung der mitochondrialen Bewegung konnte auch in zeitversetzten
Lebendaufnahmen bestétigt werden (nicht gezeigt). In Abbildungen 3.2.13. bis 3.2.15. wird deutlich,

dass eine Reduktion mitochondrialer Mobilitét innerhalb der Axone einen negativen Einfluss auf die
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Versorgung entfernter Strukturen nimmt, welches mit dem primdren Verlust der Nervenendigungen
und einem retrograden Degenerationsprozess (sieche Abb. 3.2.3.) korreliert werden konnte.
Bisarylimine, reprisentativ gezeigt fiir Phenothiazin, konnen den negativen Einfluss der Toxine auf
die Beweglichkeit innerhalb der Neurone aufhalten. In Ko-Inkubationen wird eine normale Verteilung
der Mitochondrien mit leichter Verdnderung nach 48 h Behandlung beobachtet (siche Abb. 3.2.13. bis

3.2.15., bestitigt an zeitversetzten Lebendaufnahmen).

Durch beide Komplex I Inhibitoren wird die Beweglichkeit der Mitochondrien frith negativ
beeinflussen. Mit der Dauer der Behandlung treten wenige Mitochondrien in distalen Strukturen auf
und verbleiben innerhalb der Fortsitze in ,,mitochondrialen Aggregaten* in ihrer Beweglichkeit
arretiert (siche Abb. 3.2.15.). Gestorte Transportprozesse wurden vielfach als ein wichtiger Faktor der
PD-Pathogenese postuliert (Gajdusek, 1985; Goldman, 1987; Lach et al., 1992; Feng, 2006; Sulzer,
2007; De Vos et al., 2008; Borland et al., 2008; Liang et al., 2008; Biieler, 2009; Trimmer et al., 2009;
Van Laar und Berman, 2009). Ein Zusammenhang mit gestorter Beweglichkeit konnte fiir MPP*- und
Rotenon-Toxizitdt beschrieben werden (Meisner und Sorensen, 1966; Brinkley et al., 1974; Marshall
und Himes, 1978; Ren et al., 2005; Diaz-Corrales et al., 2005; Jiang et al., 2006a,b; Feng, 2006;
Richter et al.,, 2007; Srivastava und Panda, 2007; Cai et al., 2009). Oxidativer Stress fiihrt zum
hyperphosphorylierten Tau, Mikrotubuli-Depolymerisierung und hierdurch zur Einschrinkung der
mitochondrialen Dynamik (Melov et al., 2007; Jendrach et al., 2008). Da in Ko-Inkubationen mit
Toxinen und Bisaryliminen bis nach 48 h Toxinwirkung die Verteilung der Mitochondrien
vergleichbar ist mit der mitochondrialen Verteilung in unbehandelten Zellen (siehe Abb. 3.2.15.),
deutet darauf hin, dass der durch MPP" und Rotenon induzierte oxidative Stress innerhalb der Zellen
einen wichtigen Faktor der mitochondrialen Dynamik darstellt. Das mitochondriale Membranpotential
beeinflusst die Beweglichkeit der Mitochondrien (Chang und Reynolds, 2006). Inhibition des
Komplex I durch MPP* und Rotenon fiihrt zum drastischen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials (sieche oben und Abb. 3.1.15. bis 3.1.18. und 3.2.17.) und zur gestdrten
mitochondrialen Mobilitit (siehe Abb. 3.2.13. bis 3.2.15.).

Fusion und Fragmentierung der Mitochondrien

Neben der Bewegung der Mitochondrien innerhalb der Zelle werden intermitochondriale Dynamiken
beobachtet. Mitochondrien sind in ihrer Morphologie sehr heterogen und erscheinen als isolierte,
fragmentierte Einheiten oder als fusionierte, interagierende Vernetzungen. Die mitochondriale
Fragmentierung erfolgt mithilfe des zytosolischen Drpl (dynamin-related protein 1) und dem an der
duferen Membran lokalisierter hFis1 Protein, welche durch GTP-Hydrolyse die mechanische Teilung

der Mitochondrienmembran bewerkstelligen. Der Fusionsprozess wird durch das in der inneren
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Mitochondrienmembran lokalisierte OPA1 (optic atrophy 1) und den an der dufleren Membran

lokalisierten GTPasen, Mitofusin 1 und 2 (Mnf1/2), vermittelt (Gazaryan und Brown, 2007).

Sowohl in SH-SYS5Y Zellen als auch in primédren Mittelhirnneuronen kommt es zu einer
mitochondrialen Umstrukturierung durch die beiden Parkinson-Toxine. Alleinige Toxininkubationen
weisen eine verstirkte mitochondriale Fragmentierung auf. In SH-SYS5Y Zellen wurde die
mitochondriale Morphologie nach 24 und 48 h untersucht und zeigt, dass parallel zum Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials, Mitochondrien fragmentiert erscheinen und in spiteren Phasen
auch rundliche MitoTracker-positive Aggregate, v.a. bei Rotenon-Behandlung, ausbilden (siehe Abb.
3.1.16. und 3.1.17.). Parallel konnte in den frithen Phasen der Toxinbehandlung (4 und 8 h) ein
erhohtes Dprl-Signal detektiert werden, OPA1 hingegen zeigt sich nicht stark beeinflusst durch die
Toxingabe (siche Abb. 3.1.19.). Nach 24 und 48 h kommt es zur Abnahme des Drpl-Signals und
leichter Zunahme des OPAI1-Signals (siche Abb. 3.1.19.; dargestellt fiir 48 h). Parallel konnten
vermehrt rundliche Mitochondrienaggregate beobachtet werden, welche jedoch morphologisch einem
fusionierten Mitochondrienphédnotyp nicht entsprechen (sieche Abb. 3.1.16. und 3.1.17.). Ko-
Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen erhalten das mitochondriale Membranpotential und
weisen einen fusionierten bis stabchenformigen mitochondrialen Phéanotyp auf (siehe Abb. 3.1.16. und
3.1.17.). Diese Behandlungen zeigen nach 4 h eine leichte Hochregulation des Drpl und OPA1, nach
8 h befinden sich die Drp1- und OPA1-Proteinspiegel auf dem Niveau der unbehandelten Zellen (siche
Abb. 3.1.19.). Nach 24 und 48 h erhohen sich die OPAIl-Proteinspiegel und es ist eine leichte
Abnahme des Drpl-Proteins zu detektieren (sieche Abb. 3.1.19.). Parallel zu den mitochondrialen

Regulationsmechanismen, erscheinen Mitochondrien eher fusioniert (siehe Abb. 3.1.16. und 3.1.17.).

Mitochondrien der Primérzellkulturen wurden nach 6, 12, 24 und 48 h Toxinbehandlung oder in Ko-
Inkubationen mit Toxinen und Phenothiazin untersucht. Nach Toxinbehandlung erscheinen
Mitochondrien stark fragmentiert und diese Morphologie bleibt erhalten bis nach 24 h (siehe Abb.
3.2.10. bis 3.2.14.). Nach 48 h werden v.a. MitoTracker-positive Strukturen, die als groe Aggregate
auftreten, detektiert (siche Abb. 3.2.15.). Ko-Inkubationen mit Toxinen und Phenothiazin weisen nach
6 h Behandlung fusionierte Mitochondrien auf, in Ko-Inkubationen mit Rotenon und Phenothiazin
treten hiufig stdbchenférmige Mitochondrien auf (dhnlich der Mitochondrien unbehandelter Zellen;
siehe Abb. 3.2.10. und 3.2.11.A. und B.). Nach 12 bis 48 h Ko-Inkubation treten eher stibchenférmige
und weniger fusionierte Mitochondrien auf (siehe Abb. 3.2.12. bis 3.2.15.). Nach 12 h
Toxinbehandlung wird in allen Behandlungsgruppen das Drpl-Protein herunterreguliert, v.a. in
alleinigen Toxinbehandlungen, OPA1 zeigt sich nur in Ko-Inkubationen mit Toxinen und
Bisaryliminen erhoht (nicht gezeigt). Nach 24 h wird Drpl in Toxinbehandlungen und Ko-
Inkubationen mit dem N-substituierten Acetylphenothiazin erhoht, OPA1 hingegen verstirkt
herunterreguliert (siche Abb. 3.2.11.C.). Proteinspiegel des Drpl und OPAI befinden sich in Ko-
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Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen nach 24 h auf etwa dem Proteinniveau der

unbehandelten Zellen, mit einer leichten Erhohung des OPA1-Proteins (siehe Abb. 3.2.11.C.).

So kann dargestellt werden, dass Mitochondrien in Toxinbehandlungen sehr friih einen fragmentierten
Phénotyp annehmen und Ko-Inkubationen mit Phenothiazin, Iminostilben oder Phenoxazin diesen
Phénotyp aufheben oder verstirkt fusionieren. Parallel kann dieses mitochondriale Verhalten auf
Niveau der Proteine der Teilungs-/Fusionsmaschinerie dargestellt werden. Mitochondriale Fusions-
und Teilungsmechanismen schiitzen Zellen vor mitochondrialer Dysfunktion (Alexander et al., 2000;
Inoue et al., 2000; Kijima et al., 2005; Chen et al., 2005a). Die basale Steuerung der mitochondrialen
Teilung ermdglicht die Dynamik der Mitochondrien als isolierte Einheiten. Die mitochondriale Fusion
wird als protektiver Prozess verstanden (Cheung et al., 2007; Cribbs und Strack, 2007), in welchem
eine Stabilisierung des mitochondrialen Genoms vermittelt wird und es somit zur Regeneration
beanspruchter Mitochondrien kommen kann (Westermann, 2003; Bossy-Wetzel et al., 2003; Chen et
al., 2007a). Insbesondere bei einer Komplex I Inhibition und vermehrter ROS-Induktion bietet der
Fusionsmechanismus einen Schutz der mitochondrialen Integritit. Dieser Prozess erfordert jedoch ein
gewisses mitochondriales Membranpotential (Meeusen et al., 2004). Toxin-behandelte Mitochondrien
sind nach 24 und 48 h stark depolarisiert (siche Abb. 3.1.15., 3.1.18. und 3.2.17.). Hiermit wird eine
protektive Fusion der geschiddigten Mitochondrien nicht ermdglicht. Eine nicht-basale mitochondriale
Fragmentierung depolarisierter Mitochondrien wird mit Mitophagie (bis zu einem gewissen Grad
protektiv, Chu, 2009; siehe unten) oder der Apoptoseeinleitung assoziiert (Karbowski et al., 2004;
Youle und Karbowski, 2005; Yuan et al., 2007; Gomez-Lazaro et al., 2008; Sandebring et al., 2009).

Kompensatorische Biogenese der Mitochondrien

Als kompensatorische Antwort auf einen erniedrigten ATP-Spiegel, kann die mitochondriale
Neusynthese angeschaltet werden. Mitochondrien alternder Zellen weisen ein reduziertes Membran-
potential auf, welches durch die Anzahl der Mitochondrien pro Zelle kompensiert wird (Joo et al.,
1999; Huang et al., 2005; Gazayaran und Brown, 2007). Sowohl in SH-SY5Y Zellen als auch in
primédren Neuronen konnte eine erhohte Neusynthese der Mitochondrien nach Toxinbehandlung
nachgewiesen werden. In SH-SYS5Y Zellen kann nach 36 h dargestellt werden, dass alte
Mitochondrien (vor Toxingabe gefirbte Mitochondrien) sich in Toxinbehandlungen an einem Pol der
Zelle versammeln und vermehrt neue Mitochondrien detektiert werden konnen (siche Abb. 3.1.22.).
Ko-Inkubationen mit Toxinen und Phenothiazin, Iminostilben oder Phenoxazin weisen hingegen eine
den unbehandelten Zellen dhnliche Verteilung alter Mitochondrien auf, eine leichte Zunahme neu
gebildeter Mitochondrien kann beobachtet werden (siehe Abb. 3.1.22.). In primidren Neuronen wird
eine Hochregulation der mitochondrialen Neusynthese detektiert (siehe Abb. 3.2.12.). Nach 24 h

MPP*-Behandlung kommt es zur Zunahme an neu gebildeten Mitochondrien mit paralleler leichter
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Abnahme der vor Toxingabe gefidrbten Mitochondrien (siehe Abb. 3.2.12.). In Rotenon-Behandlungen
ist die Menge an neu gebildeten Mitochondrien nicht sehr hoch, alte Mitochondrien nehmen in der
Anzahl zu unbehandelten Zellen ab (siehe Abb. 3.2.12.), somit wird in Rotenon-Behandlungen die
Gesamtanzahl an Mitochondrien reduziert. Ko-Inkubationen mit Toxinen und Phenothiazin weisen
nach 24 h eine dhnliche Anzahl an alten und neu gebildeten Mitochondrien wie unbehandelten Zellen
auf (siehe Abb. 3.2.12.), die Anzahl neu gebildeter Mitochondrien erhoht sich nach 48 h (sieche Abb.
3.2.15.).

Oxidativer Stress induziert autophagische Prozesse in Parkinson-Modellen

Oxidativer Stress fiihrt zu oxidativ modifizierten Proteinen (sieche Abschnitt 1.3.3., Abb. 1.8. und Abb.
3.1.11.). Modifizierte Proteine werden iiber das proteosomale und lysosomale Abbausystem eliminiert
(sieche Abschnitt 1.3.4.). Langlebige Proteinkomplexe, sowie verdnderte Organellen, wie
dysfunktionelle Mitochondrien, werden iiber autophagische Prozesse entfernt (sieche Abschnitt 1.3.4.).
Autophagische Prozesse sind in dopaminergen Neuronen der SNpc von Parkinson-Patienten
hochreguliert (Anglade et al., 1997), wie auch in Parkinson-Modellen erhohte autophagiche Prozesse
beschrieben sind (Larsen et al., 2002; Gomez-Santos et al., 2003; Zhu et al., 2003; Cuervo et al.,
2004), wie z.B. in vitro fiir Rotenon (Pan et al., 2009), MPP* (Zhu et al., 2007) und Paraquat
(Gonzélez-Polo et al., 2007). Nach 24 h Toxin-Behandlung kommt es in SH-SYS5Y Zellen zu einer
drastischen Induktion lysosomaler Prozesse (sieche Abb. 3.1.20.). Lysosomen sind v.a. am Zellrand
verteilt und es erscheinen oft groflere lysosomale Strukturen. Nach 48 h Toxinbehandlung kommt es
zur Reduktion der Lysosomenanzahl. Etwa 70 % der Zellen weisen schwach leuchtende und kleine
Lysosomen auf, in etwa 30 % sind grof} erscheinende Lysosomen zu erkennen, welche sich v.a. am
Zellrand organisieren (sieche Abb. 3.1.20.). Ko-Inkubationen mit Toxinen und den protektiven
Bisaryliminen, beispielhaft dargestellt fiir Phenothiazin, weisen nach 24 h ein lysosomales Abbaunetz
dhnlich den unbehandelten Zellen auf, nach 48 h kommt es zur lysosomalen Induktion mit meist
groBeren lysosomalen Strukturen, die am Zellrand organisiert sind (siehe Abb. 3.1.20.). Lysosomale
Prozesse sind jedoch nach 48 h in Ko-Inkubationen nicht so weit ausgepridgt, wie nach 24 h der
alleinigen Toxinbehandlung. Auch in Primirzellkulturen werden lysosomale Abbauprozesse durch
beide Toxine hochreguliert. Nach 24 h sind in Toxin-behandelten Primérzellen grofle lysosomale
Strukturen, v.a. im Zellkorper, aber auch in Bereichen der Fortsitze, zu erkennen (siehe Abb. 3.2.16.).
Die Anzahl lysosomaler Strukturen nimmt nach 48 h Toxinbehandlung zu (siehe Abb. 3.2.16.). Ko-
Inkubationen mit Toxinen und Phenothiazin weisen eine leichte Induktion des lysosomalen Abbaus

nach 48 h Behandlung auf (siehe Abb. 3.2.16.).

Erhohte ROS-Produktion durch Inhibition des Komplex I (Sherer et al., 2003; Fiskum et al., 2003;

Turrens, 2003) durch die beiden Parkinson-Toxine propagiert die Entstehung modifizierter Proteine
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(siche Abschnitt 1.3.3., Abb. 1.8. und Abb. 3.1.11.). Parallel verlieren Mitochondrien ihr Potential
(siche oben und Abb. 3.1.15. bis 3.1.18. und 3.2.17.), die Moglichkeit zur Wanderung (sieche Abb.
3.2.13. bis 3.2.15.), sowie die Moglichkeit zur protektiven Fusion (siehe Abb. 3.1.16., 3.1.17., 3.1.19.,
3.2.10. bis 3.2.15.). Mitochondrien werden innerhalb der Toxin-behandelten Zellen eliminiert und
kompensatorisch neue Mitochondrien gebildet (sieche Abb. 3.1.22., 3.2.10. und 3.2.12.). Fragmentierte
Mitochondrien (siehe Abb. 3.1.16., 3.1.17., 3.2.10. bis 3.2.15.) kdonnen durch Mitophagie eliminiert
werden, bevor dysfunktionelle Mitochondrien die Freisetzung proapoptotischer Komponenten
einleiten (Kim et al., 2007; Zhang et al., 2007). Mitophagie ist abhingig von dem
Fragmentierungsgrad der Mitochondrien (Barsoum et al., 2006), vom erniedrigten mitochondrialen
Membranpotential (Kim et al., 2007; Nowikovsky et al., 2007; Narendra et al., 2008),
Lipidperoxidationen (Kissova et al., 2006), der Offnung der MTP (Xue et al., 2001; Elmore et al.,
2001; Tolkovsky et al., 2002; Rodriguez-Enriquez et al., 2006) sowie von der mitochondrialen ROS-
Emission (Scherz-Shouval et al., 2007). Antioxidantien konnen die Induktion der Mitophagie
verhindern, u.a. auch durch die Aufrechterhaltung des mitochondrialen Potentials (Gandhi et al., 2009;
Pan et al., 2009). Ein kontrollierter Mitophagieprozess stellt einen protektiven Mechanismus dar, da
nicht-funktionelle, potentiell toxische Mitochondrien eliminiert werden konnen, bevor sie

proapoptotische Signal in das Zytosol freisetzen.

Zusammenfassung der in vitro Ergebnisse

Mithilfe von MPP* und Rotenon konnten Marker der PD-Pathogenese innerhalb der in vitro
Modellsysteme etabliert werden. Mit der primdren Beeintrdchtigung der mitochondrialen Funktion,
konnte ein verdndertes Verhalten der Mitochondrien nach alleiniger Toxinbehandlung detektiert
werden. Das Membranpotential ist stark reduziert durch die Behandlung mit den Komplex I
Inhibitoren, hierdurch kommt es zur Stérung der Transportprozesse der Mitochondrien und somit einer
unvollstindigen Verteilung der Energie-Produzenten innerhalb der Zellen. Gestorte Fusions- und
Teilungsprozesse verhindern den protektiven intermitochondrialen Informationsaustausch, es kommt
zur verstirkten Eliminierung der Mitochondrien mit paralleler Induktion kompensatorischer
Neusynthese in den Anfangsphasen der Toxinbehandlung. Die Komplex I Inhibition wirkt sich
prooxidativ auf die Zellen aus. Parallel wird eine Depletion des energetischen Status in spéiteren
Phasen eingeleitet. Das antioxidative System der Zelle und hiermit die reduktive Kapazitit der Zelle,
in Form des Glutathions und enzymatischer ROS-Detoxifizierungsenzyme, wird in den spéten Phasen
stark herunterreguliert. Es konnen verstirkt oxidative Marker und autophagische Prozesse detektiert
werden. All diese Ereignisse fithren in den Toxin-behandelten Zellen zur Apoptose und Nekrose
(SH-SYSY Zellen), sowie zur Eliminierung der neuronalen Strukturen iiber einen retrograden
Mechanismus (primdre Neuronenkultur). Dopaminerge Neurone zeigen eine friihzeitige

Beeintriachtigung. Dies bestitigt die Selektivitit der untersuchten Modelle.
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Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin erhalten die Integritit der Mitochondrien mithilfe der
antioxidativen Wirkung und koénnen durch ROS-Entgiftung den verstirkten Verlust des
Membranpotentials und des energetischen Status einschranken. Mithilfe der hoch potenten
antioxidativen Wirkung werden alle oben genannten Prozesse zu einem gewissen Grad verhindert und

die Integritiit der Zellen bei akuter Komplex I Inhibition und Glutathiondepletion aufrechterhalten.

4.2,  Neuroprotektion der dopaminergen Neurone in vivo

In dieser Arbeit wurde C. elegans als Modellorganismus zur Untersuchung des protektiven Charakters
der Bisarylimine im in vivo Parkinson-Modell eingesetzt. Die untersuchten C. elegans Modellsysteme
basieren auf den Parkinson-Toxinen, MPP" und Rotenon, welche spezifische Phinotypen in larvalen
und adulten Nematoden induzieren. Hierbei wurde neben der Untersuchung der Auswirkungen von
MPP" und Rotenon auf den Gesamtorganismus (Larvenmodell), die Beweglichkeit der Wiirmer
(Larven- und adultes Modell) sowie die Integritit des neuronalen Netzwerkes analysiert (Larven- und
adultes Modell). Dopaminerge Neurone wurden in der transgenen N2-Wurmlinie mithilfe
dopaminerg-spezifischer DsRed2-Expression (DsRed2 unter Cat-2-Promotor) visualisiert und dem
Gesamtnervensystem (pan-neuronale CFP-Expression) gegeniibergestellt. Toxin-induzierte Parkinson-
Modelle in C. elegans sind fiir 6-Hydroxydopamin (Nass et al., 2002; Cao et al., 2005), sowie MPP*
und Rotenon (Braungart et al., 2004) bekannt. Diese in vivo Modellsysteme rekapitulieren die erhohte
Sensibilitdt dopaminerger Neurone und eignen sich zur Evaluierung antisymptomatischer und

protektiver Therapeutika (Braungart et al., 2004; Schmidt et al., 2007).

4.2.1. L1-Larven Parkinsonmodell

L1-Larven bleiben in Anwesenheit von MPP* oder Rotenon im larvalen Stadium arretiert (siche Abb.
3.3.1. bis 3.3.6.) und weisen einen verdnderten Bewegungsphinotyp auf (siehe Abb. 3.3.1.). Nach drei
Inkubationstagen entwickeln sich unbehandelte L1-Larven zu adulten Individuen. Apomorphin ist ein
bekannter Dopaminrezeptor-Agonist und wird in Parkinson-Patienten zur symptomatischen
Behandlung eingesetzt (Antonini und Tolosa, 2009). Apomorphin hebt den larval-arretierten Phénotyp
auf (siehe Abb. 3.3.3., siehe auch Braungart et al., 2004) und erméglicht in etwa 60 % der Larven eine
Weiterentwicklung meist ins L3-Stadium. Nur wenige Individuen entwickeln sich bis hin zum
LA4-Stadium (siehe Abb. 3.3.3.). Ein wichtiges Kriterium dieser Parkinson-Modelle ist die selektive
Degeneration dopaminerger Neurone. Zur Untersuchung der selektiven Beeintrichtigung des
dopaminergen Systems durch die beiden Parkinson-Toxine in C. elegans, wurde eine transgene
Wurmlinie etabliert, welche dopaminerg-spezifisch DsRed2 und pan-neuronal CFP exprimiert. Diese

Wurmlinie erméglicht einzelne neuronale Strukturen morphologisch in vivo zu untersuchen mit der
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selektiven Analyse des dopaminergen Systems (siehe Abb. 3.3.7.). An FudR-behandelten L1-Larven
konnte bestitigt werden, dass im L1-Larvenstadium alle dopaminergen Neurone entwickelt sind (siehe
Abb. 3.3.8. und 3.3.10.). FudR ist ein Inhibitor der DNA-Synthese, durch Inhibition der Zellteilung
kommt es im Wurm zum Entwicklungsarrest (Mitchell et al., 1979). Behandlung der L1-Larven mit
MPP* oder Rotenon fiihrt zu einer selektiven Degeneration dopaminerger Neurone innerhalb des
neuronalen Systems des C. elegans (sieche Abb. 3.3.8. bis 3.3.10.). Die selektive Beeintrachtigung der
dopaminergen Neuronenpopulation konnte an der unveridnderten Morphologie des Gesamt-

nervensystems (pan-neuronale Expression des CFP) bestitigt werden (siche Abb. 3.3.8. und 3.3.9).

Der MPP'- und Rotenon-induzierte larvale Phinotyp wird mithilfe nanomolarer Kozentrationen an
Phenothiazin, Iminostilben oder Phenoxazin aufgehoben. Larven entwickeln sich im MPP*-Modell
unter Einbezug dieser Strukturen bis hin zum L4- und adulten Stadium (siehe Abb. 3.3.2. und 3.3.3.),
Bisarylimine heben somit den gesamten toxischen Effekt des MPP" in L1-Larven auf. Rotenon scheint
einen ausgeprigteren Effekt auf die Entwicklung von C. elegans auszuiiben, unter Einbezug der
Bisarylimine ist eine Fortentwicklung bis hin zum L3- und L4-Stadium festzustellen (sieche Abb.
3.3.5.). Bisarylimine entfalten ihre schiitzenden Eigenschaften ab 50 nM, protektive Konzentrationen
liegen zwischen 100 bis 1000 nM, mit der wirksamsten Konzentration bei 500 nM (siehe Abb. 3.3.2.,
3.3.3. und 3.3.5.). Der MPP'- und Rotenon-induzierte Bewegungsphidnotyp wird mithilfe der
Bisarylimine aufgehoben (nicht gezeigt). Im transgenen MPP'- und Rotenon-Modell weisen
Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin einen protektiven Effekt auf die Integritit dopaminerger
Neurone auf. Das dopaminerge System des C. elegans bleibt mithilfe nanomolarer Konzentrationen an

Bisaryliminen im MPP"- und Rotenon-Modell erhalten (siche Abb. 3.3.8. bis 3.3.10.).

Im MPP*-Modell erméglicht der Dopaminrezeptor-Agonist Apomorphin eine Weiterentwicklung ins
L3-, in wenigen Individuen ins L4-Stadium und hebt den Toxin-induzierten Bewegungsphénotyp auf.
Eine Beeinflussung des Dopamin-rezipienten Systems kann den Toxin-induzierten larvalen Arrest zu
einem gewissen Grad aufheben und verweist darauf, dass die Funktionalitit dopaminerger Neurone
entscheidend fiir die Weiterentwicklung ist (siehe auch Abschnitt 4.2.2.). Im Vergleich zum
»~symptomatischen Therapeutikum* wird jedoch deutlich, dass antioxidative Bisarylimine den
gesamten toxischen Effekt der beiden Parkinson-Toxine in L1l-Larven detoxifizieren. Der
Entwicklungsarrest beruht nicht ausschlieBlich auf dem dopaminergen Verlust, sondern auch auf einer
Stressantwort der L1-Larven auf MPP" und Rotenon. Um auszuschlieBen, dass Bisarylimine, v.a.
Phenothiazin, als Strukturanaloga trizyklischer Neuroleptika an dopaminergen Rezeptoren
antagonisierend in vivo wirken (siehe auch Abschnitt 4.2.2.), wurden Chlorpromazin, Promazin und
Promethazin auf ihr Potential hin untersucht, den Toxin-induzierten larval-arretierten Phinotyp
aufzuheben. Innerhalb der MPP*- und Rotenon-Behandlungsgruppen konnte mithilfe trizyklischer

(Chlorpromazin, Promazin oder Promethazin) oder atypischer Neuroleptika (Clozapin oder
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Risperidon) und dem N-substituierten Acetylphenothiazin in Konzentrationen bis 10 uM kein
Fortschreiten der Entwicklung erzielt werden (siehe Abb. 3.3.2., 3.3.3. und 3.3.5.). N-substituierte
Strukturanaloga oder atypische Neuroleptika zeigen keine protektiven Effekte auf den Toxin-
induzierten Verlust der dopaminergen Neuronenpopulation (siche Abb. 3.3.10.). So kann anhand der
N-substituierten Substanzen die antioxidative Wirksamkeit der Bisarylimine hervorgehoben werden,
da nicht-antioxidative Strukturanaloga des Phenothiazins keine Protektion gegeniiber dem Toxin-
induzierten Phinotyp aufweisen, und parallel dargestellt werden, dass die protektive Wirkung der
Bisarylimine nicht Rezeptor-vermittelt erfolgt (siehe auch Abschnitt 4.2.2.). Um den antioxidativen
Wirkungsmechanismus der Bisarylimine hervorzuheben und die relative antioxidative Wirksamkeit
in vivo aufzuzeigen, wurden bekannte Antioxidantien auf ihr protektives Potential hin untersucht.
B-Catechin und Epigallocatechingallat (EGCG) sind Flavonoide, Vitamin E ist eines der hiufigsten
lipophilen Antioxidantien der Nahrung. Diese Strukturen sind in C. elegans antioxidativ wirksam
(Adachi und Ishii, 2000; Ye et al., 2008; Abbas und Wink, 2009; Saul et al., 2009). Protektive
Konzentrationen von B-Catechin, Vitamin E und EGCG liegen im MPP*-induzierten L1-Larvenmodell
zwischen 10 und 20 puM, bei diesen Konzentrationen befinden sich die meisten Wiirmer im L3- und
LA4-Stadium (siehe Abb. 3.3.4.). Die halbmaximalen effektiven Konzentrationen der Bisarylimine
gegeniiber MPP" und Rotenon liegen zwischen 40 und 120 nM (siehe Abb. 3.3.2. und 3.3.5.), die
ECs)-Werte der Kontroll-Antioxidantien liegen zwischen 450 und 900 nM gegeniiber MPP" (siehe
Abb. 3.3.4.) und bei 14 uM fiir Vitamin E und 50 pM fiir B-Catechin und EGCG gegeniiber Rotenon
(siehe Abb. 3.3.6.). Parallel zur niedrigen effektiven Dosis (um etwa zwei bis drei Potenzen niedriger
als fiir bekannte Antioxidantien) kann dargestellt werden, dass Phenothiazin, Iminostilben und
Phenoxazin die Toxinwirkung in vivo fast vollstindig detoxifizieren (vergleiche Abb. 3.3.2., 3.3.3. und

3.24.).

Bisarylimine und Neuroleptika entwickeln in hoheren mikromolaren Konzentrationen einen
zusitzlichen negativen Effekt auf die Wiirmer, welcher als Paralyse beschrieben werden kann.
Antipsychotika, wie Chlorpromazin, Clozapin und Risperidon, zeigen in hoheren Konzentrationen (ab
40 uM) negative Effekte auf die Entwicklung von C. elegans (Donohoe et al., 2006). Bis 5 uM weisen
alleinige Inkubationen mit Neuroleptika keine negativen Effekte auf die Larvalentwicklung auf (nicht
gezeigt). Phenothiazin beeinflusst die Entwicklung der Larven bis 500 nM nicht negativ, es treten
vermehrt grofere adulte Individuen innerhalb der Population auf (nicht gezeigt), 5 uM Phenothiazin
wirkt sich in Abwesenheit der Toxine negativ auf die Wurmentwicklung aus, 10 uM Phenothiazin
paralysiert die Wiirmer. Phenothiazin wird als Anthelminthikum (gegen Wurminfektionen) eingesetzt

(Mitchell, 2006).
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4.2.2. Adultes Caenorhabditis elegans Parkinsonmodell

In adulten Individuen konnte ein langsam fortschreitender Prozess der dopaminergen
Neurodegeneration beschrieben werden (siehe Abschnitt 3.3.2.2.). Anhand morphologischer
Untersuchungen der DsRed2-exprimierenden Neurone konnte dargestellt werden, dass im MPP*- und
Rotenon-Modell in adulten Tieren als erstes PDE Neurone durch die Toxinwirkung beeintrichtigt
werden, hierauf degenerieren ADE Neurone und letztendlich verlieren CEP Neurone ihre Integritiit
(siehe Abb. 3.3.12.A.). Innerhalb der in der Kopfregion liegenden dopaminergen ADE und CEP
Neurone kommt es ab dem sechsten und siebten Tag in MPP'- oder Rotenon-behandelten Wiirmern
zu einer drastischen Abnahme der DsRed2-Fluoreszenzintensitit (siche Abb. 3.3.12. A und B).
Parallel wird im nicht transgenen N2-Stamm eine drastische Reduktion der Tyrosinhydroxylase
mRNA (Enzym der Dopaminsynthese) detektiert (siehe Abb. 3.3.12.C.). Andere Neuronengruppen,
wie Motorneurone des ventralen Nervenstranges oder Ganglienansammlungen im pharyngealen
Nervenring, werden durch die Toxinbehandlung meist nicht beeintréichtigt, eine leichte Abnahme des
pan-neuronalen Signals (CFP unter Sng-I-Promotor) wird v.a. in Rotenon-Behandlungsgruppen
detektiert, in wenigen Individuen sind Strukturen des Nervenstranges und der Ganglienansammlung

verdndert (siche Abschnitt 3.3.2.1. und 3.3.2.3.).

Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin erhalten das
dopaminerge System in Toxin-behandelten adulten C. elegans (sieche Abb. 3.3.13. und 3.3.14.).
Axonalen Strukturen sowie Zellkérper dopaminerger Neurone weisen keine Auffilligkeiten des
Integrititsverlustes auf. Eine DsRed2-Fluoreszenzabnahme ist in Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen
zu detektieren, im Vergleich zu Toxinbehandlungen ist die Abnahme nicht hoch (siehe Abb. 3.3.14.).
N-substituierte Strukturanaloga (N-Acetylphenothiazin, Chlorpromazin, Promazin und Promethazin),
atypische Neuroleptika (Clozapin und Risperidon), Dopamin oder Apomorphin zeigen keine

neuroprotektive Wirkung gegeniiber der Toxinbehandlung (siehe Abb. 3.3.10. und 3.3.14.).

Dopaminerge Neurone zeigen in Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen in vivo morphologisch keine
Auffilligkeiten des Integritdtsverlustes. Um die Funktionalitit der dopaminergen Neurone in Ko-
Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen zu untersuchen, wurden Verhaltensanalysen
durchgefiihrt. C. elegans besitzt acht dopaminerge Neurone, welche als sensorische Neurone
beschrieben sind, da sie in einem Wimperepithelium in der Cutikula enden (Ward et al., 1975; Perkins
et al., 1986; White et al., 1986). Dopaminerge Neurone modulieren verschiedene Verhaltensmuster des
C. elegans (siche Abschnitt 1.8.3.2.). Mithilfe dieser Verhaltensmuster und Screening-Analysen
konnten vier Dopaminrezeptoren (DOP-1 bis DOP-4), Homologe der D,- und D,-Rezeptortypen, in
C. elegans identifiziert werden (Jorgensen, 2004; Schmidt et al., 2007). Dopamin-defiziente Stimme

oder Antagonisierung dopaminerger Rezeptoren fiihren in C. elegans zu Defekten der Erfassung von
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Nahrungsquellen, Stimulation dopaminerger Rezeptoren hebt diese Defekte auf (Duerr et al., 1999;
Sawin et al., 2000; Suo et al., 2004; Hills et al.,, 2004; Schmidt et al., 2007). Eines der
Verhaltensmuster, das durch das dopaminerge System moduliert wird, ist das sog. ,.area restricted
searching® (Hills et al., 2004). Wiirmer, welche in einer nihrstoffreichen Umgebung kultiviert wurden,
werden bei Kontakt mit einer Umgebung ohne Nahrungsquellen, die nahen Bereiche in schnellen
Wendungen nach Nahrung durchsuchen. Bei Ablation dopaminerger Neurone oder Antagonisierung
der Dopaminrezeptoren fehlt dieses Verhalten und die Wiirmer werden ohne das verstirkte
Wendeverhalten weiterschwimmen (Hills et al., 2004). In adulten MPP*- und Rotenon-behandelten
Individuen konnte eine reduzierte Beweglichkeit im Bakterien-freien Puffer beobachtet werden (siehe
Abb. 3.3.15.A.), dieses Verhalten konnte mit dem oben beschriebenen Verhaltensmuster korreliert
werden. Unter Beriicksichtigung der Ausschldge der Schlingelbewegung der Wiirmer innerhalb von
30 sec in M9-Puffer, konnte eine Abnahme der Bewegungsinitiation und der Schnelligkeit der
Bewegungsausfiihrung in Toxin-behandelten Individuen beobachtet werden, welche insgesamt in einer
Abnahme der Ausschlige innerhalb der definierten Zeit resultierte (siehe Abb. 3.3.15.A.). Ko-
Inkubation mit dem Dopaminrezeptor-Agonisten Apomorphin ermoglicht eine Bewegungszunahme
der Toxin-behandelten Wiirmer des N2-Stammes (siehe Abb. 3.3.15.A.). Zu diesem Zeitpunkt der
Toxinbehandlung sind dopaminerge Neurone in transgenen Wiirmern degeneriert (sieche Abb. 3.3.13.
und 3.3.14.). Hiermit kann gezeigt werden, dass es innerhalb Toxin-behandelter Wiirmer zum Verlust
dopaminerger Funktionalitdt kommt und dass das verlangsamte Bewegungsverhalten durch fehlendes
Dopamin verursacht wird, da Apomorphin die Bewegung positiv beeinflusst (siche Abb. 3.3.15.A.).
Dopamin selbst scheint in den eingesetzten Konzentrationen nur einen leicht positiven Effekt auf
dieses Bewegungsverhalten auszuiiben (siehe Abb. 3.3.15.A.). In den Abbildungen 3.3.13. und 3.3.14.
wird dargestellt, dass die Integritit dopaminerger Neurone mithilfe von Phenothiazin, Iminostilben
und Phenoxazin in Toxin-behandelten Wiirmern aufrechterhalten wird. In Bewegungsanalysen zeigen
Ko-Inkubationen mit Toxinen und Bisaryliminen eine signifikante Erhohung der Beweglichkeit
gegeniiber Toxin-behandelten Wiirmern (sieche Abb. 3.3.15.A.). Dies weist darauf hin, dass
dopaminerge Neurone mithilfe von Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin funktionell aktiv
bleiben. Um auszuschlielen, dass Bisarylimine, v.a. Phenothiazin, Rezeptor-vermittelt agieren, wurde
das Bewegungsverhalten in Toxin-behandelten Wiirmern bei Ko-Inkubation mit Neuroleptika
untersucht. Wie N-Acetylphenothiazin, weisen Neuroleptika (Chlorpromazin, Promazin, Promethazin,
Clozapin und Risperidon) keine Neuroprotektion der dopaminergen Population in MPP*- oder
Rotenon-Behandlungen auf. Parallel kann dargestellt werden, dass Neuroleptika und
N-Acetylphenothiazin keine, bis leichte Effekte auf das Bewegungsverhalten in MPP*-behandelten
Wiirmer haben (siehe Abb. 3.3.15.A.). Um die Modulationsmoglichkeiten dieses Verhaltens genauer
zu analysieren, wurden adulte Wiirmer parallel mit den untersuchten Substanzen in Abwesenheit der
Toxine inkubiert. Hierbei konnte festgestellt werden, dass Apomorphin und Dopamin die relative

Bewegungsrate um 10 bis 15 % erhohen und Neuroleptika die relative Beweglichkeit der Wiirmer um
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etwa 15 % reduzieren (siche Abb. 3.3.15.B.). Interessanterweise erhohen Antioxidantien
(Bisarylimine, Vitamin E, B-Catechin und EGCG) die relative Beweglichkeit der Wiirmer, pro
Zeiteinheit werden 5 bis 20 % mehr Ausschldge im Vergleich zu unbehandelten Wiirmern beobachtet

(siehe Abb. 3.3.15.B).

Im adulten C. elegans Modell konnte mithilfe von MPP" und Rotenon eine selektive und progressive
Degeneration dopaminerger Neurone induziert werden. Nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin,
Iminostilben und Phenoxazin erhalten die Integritit dopaminerger Neurone. Innerhalb der MPP*- und
Rotenon-behandelten Wurmkulturen kann eine Reduktion der Beweglichkeit beobachtet werden. Der
dopaminerge Neuronenverlust kann mit der reduzierten Beweglichkeit korreliert werden, da
Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin die Integritit dopaminerger Neurone erhalten und die
relative Beweglichkeit in Toxin-behandelten Wiirmern erhthen, wie auch der Dopaminrezeptor-
Agonist Apomorphin die Bewegungsrate in Toxin-behandelten Wiirmern erhoht, und somit die
Stimulation Dopamin-rezeptiver Neurone, die Beweglichkeit positiv beeinflusst. Hiermit kann
dargestellt werden, dass innerhalb der Ko-Inkubationen mit Bisaryliminen die Funktionalitit der
dopaminergen Neurone erhalten bleibt. Neuroleptika weisen keine protektive Wirkung gegeniiber
dopaminerger Degeneration auf, nehmen keinen positiven Einfluss auf die Beweglichkeit der Wiirmer
und induzieren in Abwesenheit der Toxine eine erniedrigte Bewegungsrate. Phenothiazin, wie

bekannte Antioxidantien, haben einen positiven Einfluss auf die Beweglichkeit der Wiirmer.

Im C. elegans Modell konnte gezeigt werden, dass nanomolare bis niedrige mikromolare
Konzentrationen an Bisaryliminen vor MPP*- und Rotenon-induziertem larvalen Arrest und
dopaminergem Verlust schiitzen. Im Toxin-induzierten C. elegans-Modell kommt es zur selektiven
Degeneration dopaminerger Neurone, sowohl im larvalen Stadium (siehe Abschnitt 3.3.2.1.) als auch
in adulten Wiirmern (siehe Abschnitt 3.3.2.3.). Neben der dopaminerg-spezifischen Wirkung auf das
neuronale System, kann im Ll-Larvenmodell ein larvaler Arrest mit einem verdnderten
Bewegungsphénotyp mithilfe der beiden Parkinson-Toxine induziert werden (siehe Abschnitt 3.3.1.),
in adulten Individuen wird eine Bewegungsreduktion beobachtet (siehe Abschnitt 3.3.3.).
Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin wirken in vivo neuroprotektiv gegeniiber einer MPP'- und
Rotenon-induzierten Degeneration dopaminerger Neurone im larvalen und adulten Wurmsystem
(siche Abschnitt 3.3.2.). Die Integritit der dopaminergen Neurone wird mithilfe der Bisarylimine
in vivo stabilisiert. Auch weitere Effekte der beiden Toxine (larvaler Arrest und Bewegung) werden
fast vollstindig durch nanomolare Konzentrationen an Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin
aufgehoben. Es konnte in Bewegungsanalysen dargestellt werden, dass Bisarylimine antioxidativ und

nicht Rezeptor-vermittelt in C. elegans wirken.
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4.3.  Bisarylimine als effektive Antioxidantien zur Therapie der Parkinsonschen Krankheit

Nun stellen sich zwei wesentliche Fragen: Ist eine antioxidative Strategie in der neuroprotektiven
Therapie der Parkinsonschen Erkrankung sinnvoll und konnten Bisarylimine in Menschen ihre
potentiell neuroprotektive Wirksamkeit erlangen? Warum sind Bisarylimine potente Antioxidantien

und besitzen sie potentielle Eigenschaften von Pharmakostrukturen?

Oxidativer Stress ist in den Prozess der Alterung und der altersassoziierten neurodegenerativen
Erkrankungen eingebunden (Lin und Beal, 2006; Nunomura et al., 2006). In Parkinson-Patienten
werden oxidative Modifikationen zelluldrer Komponenten in der SNpc detektiert (Sanchez-Ramos et
al., 1994; Floor und Wetzel, 1998; Zhang et al., 1999; Kikuchi et al., 2002; Andersen, 2004; Keeney et
al, 2006). Wie in der Einleitung und in oberen Abschnitten dargestellt, sind dopaminerge,
Neuromelanin-positive Neurone der SNpc besonders vulnerabel gegeniiber einer Komplex I Inhibition
und oxidativem Stress. Antioxidantien als Protektionsstrategie der vulnerablen dopaminergen Neurone
sind sehr vielversprechend. In préklinischen Untersuchungen konnte in vitro und in vivo die protektive
Potenz der Antioxidantien bestitigt werden. In Toxin-induzierten Nagetiermodellen wurden
verschiedenste antioxidative Strukturen als neuroprotektiv eingestuft, wie z.B. Ubichinon (Beal et al.,
1998; Beal, 2002; Cleren et al., 2008), wasserlosliches Ubichinon (Somayajulu-Nitu et al., 2009),
Ubichinon plus Kreatin (Yang et al., 2009a), Vitamin E (Perry et al., 1985; Itoh et al., 2006),
Glutathionmimetika (Bahat-Stroomza et al., 2005; Chen et al., 2007b; Sharma et al., 2007),
a-Liponsdure (Karunakaran et al., 2007), mitochondrial akkumulierende Szeto-Schiller-Peptide (Yang
et al., 2009b), Ginkgo bilboa Extrakt (Rojas et al., 2008), Resveratrol (Lu et al., 2008; Blanchet et al.,
2008), Metalloporphyrine (SOD-Mimetika) (Peng et al., 2005; Liang et al.,, 2007b),
Epigallocatechingallat (Levites et al., 2001; Choi et al., 2002; Mandel et al., 2004) und synthetische
Radikalfdanger (Phenyl-tert-Butylnitron, PBN) (Fredriksson et al., 1997; Ferger et al., 2000). Zudem
ermoglicht eine erhohte Expression antioxidativer Enzyme, wie z.B. der Cu/Zn-SOD, GPx und
MnSOD, in Toxin-induzierten Nagetiermodellen einen Schutz der dopaminergen Neurone
(Przedborski et al., 1992; Klivenyi et al., 1998; Thiruchelvam et al., 2005; Ridet et al., 2006; Choi et
al., 2006). So konnte in priklinischen Studien gezeigt werden, dass Antioxidantien die dopaminerge
Neuronenpopulation in etablierten Parkinson-Modellsystemen schiitzen und eine gute Strategie der
neuroprotektiven Therapie darstellen. In klinischen Studien erzielten potentiell protektive Substanzen
in neurodegenerativen Erkrankungen biher keine bis geringfiigige neuroprotektive Effekte (Moosmann
und Behl, 2002; Weber und Ernst, 2006). Die DATATOP-Studie (Deprenyl and Tocopherol
Antioxidant Therapy of Parkinsonism) wurde an 8900 Patienten in frithen Stadien der PD fiir
14 Monate Placebo-kontrolliert durchgefiihrt mit Vitamin E, Deprenyl (MAO-B Inhibitor), sowie
Vitamin E und Deprenyl in Kombination. In dieser Studie konnte keine Verbesserung der Parkinson-

Symptome durch Vitamin E Supplementierung erreicht werden (Shoulson, 1998). Eine Meta-Analyse
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der klinischen Studien mit Vitamin E unterstiitzt die fehlende protektive Wirkung des Vitamin E in
neurodegenerativen Erkrankungen (Pham und Plakogiannis, 2005). In epidemiologischen Studien
(Nurses Health Study: 76890 Frauen iiber 14 Jahre untersucht und Health Professionals Follow-Up
Study: 47331 Ménner iiber 12 Jahre untersucht) konnte aber gezeigt werden, dass Vitamin E reiche
Nahrung das Risiko der PD erniedrigt, hingegen Multivitamin Supplementierung und Verabreichung
von Vitamin E nicht mit einem erniedrigten Risiko der PD korrelieren (The Parkinson Study Group,
1993; Zhang et al.,, 2002; Kamat et al., 2008). In einer 16 monatigen, Placebo-kontrollierten,
doppelblinden und dosierungsabhéngigen klinischen Studie an 80 Patienten mit frithem Stadium der
PD konnte Ubichinon als leicht protektiv eingestuft werden (Shults et al., 2002; Weber und Ernst,
2006). Ein wichtiges Kriterium der Neuroprotektion ist die Aufnahme der neuroprotektiven
Substanzen in das ZNS. Die Blut-Hirn-Schranke kann als Barriere fiir Substanzen dienen und die
Bioverfiigbarkeit der Pharmaka an Stellen des Einsatzes sehr stark herabsenken. Vitamin E und
Ubichinon werden trotz massiver Supplementierung nicht signifikant im Gehirn akkumuliert
(Vatassery et al., 1998; Dallner und Sindeler, 2000). Die fehlende neuroprotektive Wirkung gut
charakterisierter Antioxidantien in Patienten konnte des Weiteren auf eine nicht ausreichende
Detoxifizierungskraft der untersuchten Strukturen in vivo zuriickzufithren sein. Bekannte
Antioxidantien sind in in vitro Kulturen erst in mikromolaren Konzentrationen wirksam, wie z.B.
Ubichinon bei 10 uM (Gille et al., 2004; Li et al., 2005), Vitamin E bei 100 uM (Testa et al., 2005;
Wu et al., 2007), Glutathionmimetika bei 500 bis 750 uM (Penugonda et al., 2005), Gingko bilboa bei
10 bis 100 uM (Zhou und Zhu, 2000), in weiteren Studien werden sogar hohe mikro- und niedrige
millimolare Konzentrationen zum antioxidativen Schutz in SH-SYS5Y Zellen eingesetzt (Seaton et al.,
1997; Kitamura et al., 1998; Chen et al., 2005b). Ubertragen auf einen Organismus, kann eine hohe
Konzentration an Pharmakostrukturen, Nebeneffekte hervorrufen und sich auf den Organismus negativ

auswirken.

Fiir eine protektive Therapie in vivo sollten effektive, biochemisch potente, antioxidative Strukturen,
welche eine gute Blut-Hirn-Schrankengingigkeit aufweisen, etabliert werden (Gilgun-Sherki et al.,
2001; Moosmann und Behl, 2002). Bisarylimine (siehe Abb. 1.11.), welche in dieser Arbeit als potente
Antioxidantien in Parkinson-Modellen etabliert werden, wurden als sehr effiziente ROS-
Detoxifizierungsstrukturen beschrieben (Moosmann et al., 2001; Hajieva et al., 2009). In in vitro
Kulturen wirken Bisarylimine in nanomolaren Konzentrationen gegeniiber ROS-induzierenden
Toxinen (effektive Konzentrationen liegen zwei bis vier Potenzen niedriger im Vergleich zu vielen
antioxidativen Strukturen). Bisarylimine stellen kleine Molekiile dar mit lipophilem Charakter, diese
Eigenschaften sollten die Passage durch die Blut-Hirn-Schranke ermdglichen (siehe auch spiter).
Effiziente Antioxidantien, welche eine hohe ROS-Detoxifizierungsrate bei niedrigen Konzentrationen
ermoglichen und eine gute Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit aufweisen, sollten ihre neuroprotektive

Wirkung im ZNS entfalten.
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Strukturelle Eigenschaften der Bisarylimine

Ein Radikal zeichnet sich durch mindestens ein freies, ungepaartes Elektron aus. Die Relation von
Elektronen zu Atomen des radikalisierten Molekiils macht diese Struktur sehr instabil und reaktiv. Die
Zerfallszeit fiir das Hydroxyradikal betriigt etwa 10” sec. Im Gegensatz hierzu sollten antioxidative
Strukturen leicht radikalisierbar sein, somit leicht ein entradikalisierendes Atom auf Radikale abgeben

und gleichzeitig in der radikalisierten Form stabil bleiben.

Abb. 4.1.
Interaktion des Phenothiazins mit einem Radikal.

Das Imin des Phenothiazins ist leicht oxidierbar
durch Radikale. Unter Abgabe des Wasser-
stoffatoms der Iminogruppe wird das reaktive
Radikal entkriftet und die entstehende Radikal-
form in der mesomeren Bisarylstruktur stabilisiert.

Die antioxidative Aktivitit der Bisarylimine ldsst sich durch ein zentrales Stickstoffatom mit
gebundenem Wasserstoff beschreiben, welches in einer mesomeren Struktur eingebettet ist (siche Abb.
4.1.). Mit diesen Figenschaften werden Bisarylimine zu sehr potenten Kettenabbruch-Antioxidantien
(Murphy et al., 1950; Moosmann et al., 2001). Moosmann et al. charakterisierten die antioxidative
Effektivitdt aromatischer Amin- und Iminstrukturen. Es lésst sich eine deutliche Beziehung zwischen
antioxidativer Effizienz und den strukturellen Eigenschaften eines Molekiils feststellen. Wichtige
Parameter der antioxidativen Wirkung sind die leichte Abgabe des entradikalisierenden Atoms, dieser
Prozess wird durch die Elektronendichte am Stickstoffatom bestimmt (Reduktionsmittel), die Stabilitéit
der entstehenden Radikalform mithilfe mesomerer Elektronendichteverteilung, sowie die Lipophilitit
der Substanz, welche die Bioverfiigbarkeit des Antioxidans, v.a. im Gehirn, bestimmt (Moosmann et
al., 2001). Die Stabilitdt des Phenothiazin-Radikals wird, neben der Resonanzstabilitdt, durch die
entstehende planare und somit energetisch arme Radikalkationform vermittelt (Rawashdeh, 2005).
Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin besitzen ECsp;-Werte im nanomolaren Bereich und
entfalten ihre antioxidative Aktivitit bei Konzentrationen, die im Vergleich zu anderen antioxidativen
aromatischen Strukturen mindestens zwei bis vier Potenzen niedriger liegen (Moosmann et al., 2001;
Hajieva et al.,, 2009, siehe auch oben). Ein effizientes Antioxidans ermdoglicht eine hohe
Detoxifizierungsrate oxidativer Zustdnde bei niedrigen Konzentrationen. Eine hohe Effizienz pro
eingesetzte Einheit des Antioxidans minimiert mogliche adverse Effekte der Pharmakostruktur. Die

hoch effektive antioxidative Wirkung in niedrigen nanomolaren Konzentrationen in in situ, in vitro
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und in vivo Untersuchungen ist auf die potente Kettenabbruchskapazitit der Bisarylimine

zuriickzufiihren (siehe Abb. 3.1.11. bis 3.1.14; Murphy et al., 1950; Moosmann et al., 2001).

Ein effektives Antioxidans zur Medikation oxidativer Verschiebungen im ZNS muss leicht iiber die
Blut-Hirn-Schranke gelangen. Blut-Hirn-Schrankengiingigkeit wird durch die Lipophilie der Substanz
bestimmt. Lipophile Substanzen mit langen Alkylketten, die innerhalb von Membranen verankert
werden, verhindern eine passive Aufnahme in das Gehirn (Seelig et al., 1994; Moosmann und Behl,
2002), wie dies z. B. fiir a-Tocopherol und Ubichinon gezeigt werden konnte. Trotz massiver
Supplementierung, wird keine signifikante Akkumulation dieser Substanzen im Gehirn erreicht
(Vatassary et al., 1998; Dallner und Sindelar, 2000). Bisarylimine stellen kleine Molekiile (~ 200 Da)
dar mit lipophilem Charakter (logP: 2-4), diese Eigenschaften sollten die Passage iiber die Blut-Hirn-
Schranke ermdglichen. Phenothiazin- und Iminostilben-Derivate, welche als Pharmaka eingesetzt
werden, zeigen eine gute Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit. Fiir Chlorpromazin, welches ein Derivat des
Phenothiazins darstellt (siehe Abb. 1.11.), ist eine Bioverfiigbarkeit am D,-Rezeptor nach
intramuskuldrer Injektion innerhalb von 15 bis 30 min, nach oraler Verabreichung innerhalb von
30 bis 60 min erreicht (symptomatisch bestimmt; http://www.rxmed.com/). Radioaktiv-markiertes

Phenothiazin wird im Gehirn von Sdugern und Menschen detektiert (Tadros und Wahab, 1962).

Derivate des Phenothiazins sind an bestimmten Stellen des planaren Dreiringsystems substituiert, v.a.
an der antioxidativen Iminogruppe. Viele dieser Strukturen (z.B. Chlorpromazin, Promazin und
Promethazin) werden als trizyklische Neuroleptika zur Medikation von Psychosen (v.a. bei
Schizophrenie), gegen Angst und Erregungszustinde, als Sedativa (Beruhigungsmittel) und
Antihistaminika (gegen allergische Reaktionen) seit Jahrzehnten bewihrt eingesetzt. Neuroleptika
blockieren D,-, Histaminl-, muskarinische- und adrenergen Rezeptoren. Hochpotente Neuroleptika
konnen durch D,-Rezeptorblockade Parkinson-dhnliche Symptome auslosen. Die Wirkung der
atypischen Neuroleptika, wie Clozapin (Dibenzepin-Derivat, wirkt vorwiegend an D,-Rezeptoren) und
Risperidon (Benzisoxazol-Derivat, zeigt eine erhohte antagonisierende Wirksamkeit an serotoninergen
5-HTs-Rezeptoren), zeigt keine Effekte auf das Extrapyramidalmotorische System. Iminostilben
gehort zur Klasse der Dibenzazepine, welche in substituierter Form, als trizyklische Antidepressiva
eingesetzt werden. Trizyklische Antidepressiva hemmen die Riickaufnahme der Catecholamine aus
dem synaptischen Spalt, des Weiteren besitzen diese Strukturen hidufig anticholinerge und
antihistaminische Wirkung. Auch Phenothiazin kann einen pharmazeutischen Einsatz vorweisen. Es
wird veterindr und klinisch als Anthelminthikum seit langem eingesetzt (Mitchell, 2006), toxische
Effekte sind erst in kumulativen Konzentrationen von iiber 9 g bekannt (Ottman, 1952). Der langjéihrig
bewihrte Finsatz zeigt, dass die klinische Verwendung dieser Strukturen kontrollierbare Effekte

in vivo erfasst.
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Der Hauptwirkungsmechanismus der typischen Neuroleptika stellt der antagonisierende Effekt an
D,-Rezeptoren dar. Horn und Snyder (1971) konnten zeigen, dass die Substituentenkomposition an der
Iminogruppe des Phenothiazins, die Affinitit zu dopaminergen Rezeptoren determiniert. In
Tabelle 4.1. werden die K;-Werte der Affinitét der untersuchten Strukturen fiir D,- und D;-Rezeptoren
dargestellt. Phenothiazin zeigt nur in sehr hohen Konzentrationen eine mogliche Interaktion mit
dopaminergen Rezeptoren (Andersen et al., 1985), besitzt somit keine signifikante Bindungsaffinitit
zu Dopaminrezeptoren. Neuroleptika, die z.T. N-substituierte Strukturanaloga des Phenothiazins
darstellen (sieche Abb. 1.11.), wurden in dieser Studie eingesetzt zur Darstellung des antioxidativen
Wirkungsmechanismus der Bisarylimine, ohne Einbezug Rezeptor-vermittelter Effekte der

antioxidativen Strukturen.

D,-Rezeptor K;-Wert (nM) D,-Rezeptor K;-Wert (nM)
Apomorphin > 8 >15
Chlorpromazin > 25 >1,2
Clozapin > 85 >73
Dopamin > 17 > 250
Phenothiazin 15630 20000
Promazin 7100 >72
Promethazin > 1780 250
Risperidon >75 0,44 - 4,3
Tab. 4.1. Darstellung der K;-Werte der Affinitéit der untersuchten Substanzen an D;- und D,-Rezeptoren. Ermittelt

unter http://pdsp.med.unc.edu.

Da Phenothiazin-Derivate eine lange Geschichte des pharmazeutischen Einsatzes aufweisen und nur
minimale Nebeneffekte im Organismus auslosen (Stavrovskaya et al., 2004), stellen sie klinisch
anerkannte Medikamente dar. Die hohe Potenz der Bisarylimine, zelluldre oxidative Zustinde zu
beseitigen und die mitochondriale Integritit bei einer Komplex I Inhibition aufrechtzuerhalten, sowie
die Grundstruktur pharmazeutisch bekannter, gehirngéingiger Medikamente, machen Bisarylimine zu

attraktiven Molekiilen und versprechen fiir die Zukunft eine mogliche neuroprotektive Therapie.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Parkinsonschen Krankheit kommt es zu einer selektiven Degeneration der Neuromelanin-
positiven, dopaminergen Neurone in der Gehirnregion der Substantia nigra pars compacta. Die Rolle
des oxidativen Stresses in der Pathogenese dieser Erkrankung konnte an post mortem Untersuchungen
der Parkinson-Patienten, wie auch an zahlreichen in vitro und in vivo Modellen bestitigt werden. Die
Anwendung von Antioxidantien wurde als therapeutische Strategie der Parkinsonschen Krankheit
vorgeschlagen. In dieser Hinsicht wurden bereits antioxidative Substanzen in klinischen Studien
evaluiert. Klinische Studien mit Antioxidantien haben jedoch bislang nur wenig iiberzeugende
Ergebnisse erbracht, mit Ausnahme des Einsatzes des Ubichinons (Coenzym Q). Eine kritische
Analyse der klinischen Studien ldsst zusammenfassen, dass auf Seiten der verwendeten Antioxidantien
noch massiver Optimierungsbedarf besteht. Fiir einen erfolgreichen therapeutischen Einsatz von
Antioxidantien bei dieser Krankheit sind folgende FEigenschaften der Substanzen von hochster
Bedeutung: i) maximale neuroprotektive Aktivitit bei geringen Dosen; ii) geringe Nebenwirkungen;

iii) eine hohe Blut-Hirn-Schrankengéngigkeit.

In dieser Arbeit wurde das neuroprotektive Potential von drei Bisarylimin-basierten antioxidativen
Strukturen (Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin) in in vitro und in vivo Parkinson-
Modellsystemen evaluiert. Beide experimentellen Modelle basieren auf der Wirkung der
mitochondrialen Komplex 1 Inhibitoren 1-Methyl-4-Phenylpyridin (MPP*) und Rotenon, welche
pathophysiologische Charakteristika der Parkinsonschen Krankheit reproduzieren. Unsere in vitro
Untersuchungen an primidren Neuronen des Mittelhirns und der klonalen SH-SYS5Y-
Neuroblastomazelllinie konnten zeigen, dass die Komplex I Inhibition krankheitsspezifische zelluldre
Merkmale induziert, wie die Abnahme der antioxidativen Verteidigungskapazitit, Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials und der mitochondrialen Mobilitit, sowie Induktion lysosomaler
Abbauprozesse. Zusdtzlich kommt es in primdren Neuronen des Mittelhirns zur selektiven
Degeneration dopaminerger Neurone, welche in der Parkinsonschen Erkrankung besonders betroffen
sind. Ko-Inkubation der in vitro Modelle mit Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin in niedrigen
Konzentrationen (50 nM) halten die pathologischen Prozesse fast vollstindig auf. In vivo
Untersuchungen am MPP'- und Rotenon-basierten Caenorhabditis elegans (C. elegans) Modell
bestitigen das neuroprotektive Potential der Bisarylimine. Hierfiir wurde eine transgene C. elegans
Linie mithilfe einer dopaminerg spezifischen DsRed2- (Variante des rot fluoreszierenden Proteins von
Discosoma sp.)-Expression und pan-neuronaler CFP- (cyan fluoreszierendes Protein)-Expression zur
Visualisierung der dopaminergen Neuronenpopulation in Kontrast zum Gesamtnervensystem erstellt.
Behandlung des C. elegans mit MPP" und Rotenon im larvalen und adulten Stadium fiihrt zu einer

selektiven Degeneration dopaminerger Neurone, sowie zum Entwicklungsarrest der larvalen
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Population. Die dopaminerge Neurodegeneration, wie auch weitere phénotypische Merkmale des
C. elegans Modells, konnen durch Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin in niedrigen
Konzentrationen (500 nM) komplett verhindert werden. Ein systemischer Vergleich aromatischer
Bisarylimine mit bekannten, gut charakterisierten Antioxidantien, wie a-Tocopherol (Vitamin E),
Epigallocatechingallat und P-Catechin, zeigt, dass effektive Konzentrationen fiir Phenothiazin,
Iminostilben und Phenoxazin um Zehnerpotenzen niedriger liegen im Vergleich zu natiirlichen
Antioxidantien. Der Wirkungsmechanismus der Bisarylimine konnte in biochemischen und in vitro
Analysen, sowie in Verhaltensuntersuchungen an C. elegans von der Wirkungsweise strukturell
dhnlicher, neuroleptisch wirkender Phenothiazin-Derivate differenziert werden. Die Analyse des
dopaminerg-gesteuerten Verhaltens (Beweglichkeit) in C. elegans konnte verdeutlichen, dass
antioxidative und Dopaminrezeptor-bindende Eigenschaften der Bisaryliminstrukturen sich
gegenseitig ausschlieBen. Diese qualitativen Merkmale unterscheiden Bisarylimine fundamental von
klinisch angewandten Neuroleptika (Phenothiazin-Derivate), welche als Dopaminrezeptor-

Antagonisten zur Behandlung psychischer Erkrankungen klinisch eingesetzt werden.

Aromatische Bisarylimine (Phenothiazin, Iminostilben und Phenoxazin), welche in dieser Arbeit auf
ihr neuroprotektives Potential hin untersucht wurden, besitzen giinstige strukturelle Eigenschaften zur
antioxidativ-basierter Neuroprotektion. Durch die Anwesenheit der antioxidativ wirkenden, nicht-
substituierten Iminogruppe unterscheiden sich Bisarylimine grundlegend von neuroleptisch-wirkenden
Phenothiazin-Derivaten. Wichtige strukturelle Voraussetzungen eines erfolgreichen antioxidativen
Neuropharmakons, wie eine hohe Radikalisierbarkeit, die stabile Radikalform und der lipophile
Charakter des aromatischen Ringsystems, werden in der Bisaryliminstruktur erfiillt. Antioxidative
Bisarylimine konnten in der Therapie der Parkinsonschen Krankheit als eine effektive neuroprotektiv-
therapeutische Strategie weiter entwickelt werden. Diese Substanzen besitzen eine attraktive

Leitstruktur fiir die Entwicklung noch besserer Antioxidantien.
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BCA
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Ca

CaCl,
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Cat-2
cDNA

C. elegans
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CLOZ
CMA

CO,
CoQ(Hy)
COMT
CPRZ

Cr

CT

Cu

CuSOy
Cu/Zn-SOD
Cy’

Cytc
D,/D,-Rezeptor

aromatische Aminosduredecarboxylase

Abbildung

10-Acetylphenothiazin, N-Acetylphenothiazin

anteriore Deidriten (anteriore dopaminerge Neurone des C. elegans)
Adenosindiphosphat

Adenin-Nukleotid-Translokator

Apoptotic peptidase activating factor-1

Apomorphin (D,-Rezeptoragonist)

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

PARK?9-Genprodukt, autosomal-rezessive Mutationen verantwortlich fiir familidre PD
Bicinchoninséure (engl. bicinchoninic acid)

B-cell lymphoma 2

bidestilliertes

bovines Serumalbumin

Buthionin-Sulfoximin

beziehungsweise

Kalcium

Kalciumchlorid

B-Catechin

Tyrosinhydroxylase Gen in C. elegans (engl. abnormal CATecholamine distribution)
complementary DNA

Caenorhabditis elegans

cephalische Sensilla (cephalische dopaminerge Neurone des C. elegans)
cyan fluoreszierendes Protein

Clozapin

Chaperon mediierte Autophagie

Kohlenstoffdioxid

Coenzym Q, Ubichinon

Katecholamin-O-Methyltransferase

Chlorpromazin

Schwellenwertzyklus (eng. Cycle Threshold)

Computertomographie

Kupfer

Kupfersulfid

SOD1 (cytosolische Superoxiddismutase mit Kupfer/Zink als Zentralmetalle)
Carbocyanid 3

Cytochrom C

Dopaminrezeptortypen
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E. coli
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Deprenyl and Tocopherol Antioxidant Therapy of Parkinsonism
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Dichlorfluoreszein

Diethylpyrocarbonat-versetztes Wasser

das heif3t

Differential Interference Contrast
PARK?7-Genprodukt, autosomal-rezessive Mutationen verantwortlich fiir familidre PD
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Dinitrophenol

2.4-Dinitrophenylhydrazin
Desoxynukleotidtrisulphat

Dopaminrezeptor 1 bis 4 in C. elegans
3-4-Dihydroxyphenylacetaldehyd

Phosphat gepufferte Saline Ca**- und Mg**-frei (Gibco)
dyneine-related protein 1

rot fluoresziendes Protein von Discosoma sp
Oligo-Desoxythymidin-Primer
5,5"-Dithiobis-2-nitobenzoesiure (Ellman’s Reagenz)
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Embryonaltag 17

Emissionsmaximum bei 260 nm

Emissionsmaximum bei 280 nm

halbmaximale effektive Konzentration

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Epigallactocatechingallat

Ethylenglycoltetraacetat

endoplasmatisches Retikulum

et alia (1at. und andere)

Ethidiumbromid

Ethanol

Flavoadenindinukleotid
Carbonylcyanid-p-triflupromethoxyphenylhydrazon
fotales Kilberserum (engl. fetal calf serum)

Eisen
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GSH
GSSG
GSTNB
GTP

H
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HCI
H,DCF
H,DCF-DA
HO

HO

HO,

H,0
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HRP
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ISB
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KCl
KH,PO,
K,HPO,
k-Wert
K;-Wert
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KOH
Komplex I
Komplex II
Komplex III
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5-Fluoro-2"-desoxyuridin
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gamma-Glutamyl-Cysteinsynthase

Glutathion, Tripeptid aud Glutamin-Cystein-Glutamin
griin fluoreszierendes Protein
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase Gen des C. elegans
Globus pallidus externus

Globus pallidus internus

Glutathionperoxidase

Glutathionperoxidase 1

Glutathion-Reduktase

Glutathion

Glutathiondisulfid

Disulid aus GSH und TNB

Guanosintriphosphat

Proton

Hanks' Balanced Salt Solution (Gibco)

Salzsdure

Dihydrodichlorofluoreszein
Dihydrodichlorofluoreszeindiacetat

Hydroxyradikal

Hydroxid

Perhydroxyradikal

Wasser

Wasserstoffperoxid

Meerrettich-Peroxidase (engl. Horse-Radish-Peroxidase)
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Ubichinon - Oxidoreduktase, NADH Dehydrogenase
Succinat : Ubichinon - Oxidoreduktase, Succinat Dehydrogenase

Ubihydrochinon : Cytochrom c - Oxidoreduktase, Cytochrom ¢ Reduktase
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LB
LB-Medium
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LRRK-2

M9
MAO-B
MAP
MAP2
MDA
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MgSO,
MilliQ-H,0
mind.
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MnSOD
MPA
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MPTP
mRNA
MRT
3-MT
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NAD(H)
NADP(H)
Na,EDTA
Na,HPO,
NGM
NH;
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Lewy-Korperchen (engl. Lewy bodies)
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Mikrotubuli-assoziertes Protein
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Mitofusin 1/2
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1-Methyl-4-phenylpyridiniumion
1-Methyl-4-phenyl-1,2-dihydroxy-pyridiniumion
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

messanger RNA

Magnetresonanztomographie, Kernspintomographie
3-Methoxytyramin

mitochondriales Genom

mitochondriale Transitionspore
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl-)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
N2-Bristol Wildstamm-Variante des C. elegans
Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Natrium-Ethylendiamintetraacetat
Dinatriumhydrogenphophat

Nematode Growth Medium

Ammoniak

Ammoniumchlorid
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NMDA
NO

0,

0,
OPALl
PAGE
PARK1-9
PBN
PBS
PBST
Pcarz
Pcuo::DsRed?2
PCR

PD

PDE
PET

PFA

pH

PHT
PHO
PI
PINK1

PMZ

PP 1 bis 4
PPB

PRZ
Pg.1::CFP
Q

Q-PCR

R5A, R7A, ROA

RET

RISP

RNA

ROS

pl-1

SDS
SDS-PAGE
SN

SNpc

Abkiirzungsverzeichnis

N-Methyl-D-Aspartat

Stickstoffoxid

molekularer Sauerstoff

Superoxidradikal

optic atrophy 1

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

mutierte PARK-Gene verantwortlich fiir familidre PD
Phenyl-a-tert-butylnitron, synthetischer Radikalfianger

Phosphat gepufferte Saline (engl. phosphate buffered saline)

PBS versetzt mit 0,02 % Triton X-100

amplifizierte Promotorregion des Tyrosinhydroxylase Gens
Fusionsprodukt: DsRed2 und Tyrosinhydroxylase Promotor
Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Parkinsonsche Krankheit (engl. Parkinsons disease)

posteriore Deidriten (posteriore dopaminerge Neurone des C. elegans)
Positron-Emissions-Tomographie

Paraformaldehyd

Potentia Hydrogenii, MaB fiir Stiarke der sauren bzw. basischen Wirkung einer
wissrigen Losung

Phenothiazin

Phenoxazin

Propidiumlodid

PTEN-induced kinase 1; PARK6-Genprodukt; autosomal-rezessive Mutationen
verantwortlich fiir familidre PD

Promethazin

Primerpaar 1 bis 4

Phosphatpuffer

Promazin

Fusionsprodukt: CFP und Synaptogyrin-1 Promotor

Coenzym Q oder Ubichinon

Real-Time-quantitative-PCR

dopaminerge Neurone in der Schwanzgegend des ménnlichen C. elegans
reverse Elektronenfluf3

Risperidon

Ribonukleinséure

reaktive Sauerstoffspezier (engl. reactive oxygene species)
ribosomales Protein der 60S-Untereinheit des C. elegans
Natriumdodecylsulphat (engl. sodium dodecylulphate)
Natriumdodecylsulphat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Substantia nigra

Substantia nigra pars compacta
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SNpr
S.0.C.
SOD
SOD1
SOD2
SOD3
sog.
SPECT
Tab.
TAE
TBA
TBARS
TBS
TB
TBST
TEAM
TEMED
TEMPO
Tfam
TH
TNB
TNF
Tris
u.a.

UCH-L1

UPDRS
uv

v.a.
VDAC
VMAT-2
VitE

z.B.
ZnSO,
z.T.
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Substantia nigra pars reticulata

Super Optimal Broth — Bakterien-Nahrmedium

Superoxiddismutase

zytosolische Superoxiddismutase mit Kupfer-Zink als Zentralmetalle
mitochondriale Superoxiddismutase mit Mangan als Zentralatom
extrazellulidre Superoxiddismutase mit Kupfer-Zink als Zentralatome
sogenannte

single positron emission computed tomography

Tabelle

Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat -Puffer

Thiobarbiturséure

Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen

Tris gepufferte Saline (engl. Tris buffered saline)

Terrific broth — Bakterien-Ndhrmedium

TBS versetzt mit 0,1 % Tween20

Triethanolamin

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl, Antioxidant

mitochondrialer Traanskriptionsfaktor A

Tyrosinhydroxylase

5-Thio-2-nitrobenzoesiure

Tumornekrosefaktor

Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan

unter anderem

Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L1, PARK-5-Genprodukt; autosomal-dominante
Mutationen verantwortlich fiir familidre PD

Unified Parkinson's Disease Rating Scale, standardisierter Test zur Diagnose der PD
ultraviolett

vor allem

spannungsabhingiger Anionenkanal (engl. voltage dependent anion channel)
vesikuldrer Monoamintransporter-2

Vitamin E, a-Tocopherol

zum Beispiel

Zinksulfid

zum Teil
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°C
%
a.u.
Bar
bp

cm

kWatt

mg
mM
ml

min

nm
nM
OD
ODg0o
rpm
RT

S€C

viv

w/v

Grad Celsius

Prozent

arbiturary units (willkiirliche Skalierung)
Einheit fiir Druck

Basenpaare

Zentimeter

Dalton

Fach

Fach Gravitationskraft

Gramm

Stunde

Hertz

Kilodalton

Kilowatt — Einheit der Leistung
Liter

Molar

Milligramm

Millimolar

Milliliter

Minute

Millimeter

Quadratmillimeter
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Nanometer

Nanomolar

Optische Dichte

Optische Dichte bei 600 nm
Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
Raumtemperatur

Sekunde

Units - Einheit der Enzymaktivitét
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen (engl. weight per volume)
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