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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Ghrelin ist ein Polypeptid, welches eine Reihe unterschiedlicher Funktionen erfillt, wie
z.B. die Regulation der Wachstumshormon-Freisetzung, die Regulation der
Nahrungsaufnahme, eine prokinetische Wirkung auf den Gastrointestinaltrakt und die
Beeinflussung der endokrinen Pankreasfunktion. Im Zusammenhang mit dem
idiopathischen Parkinson-Syndrom (IPS) wurde festgestellt, dass Parkinson-Patienten
dysregulierte postprandiale Ghrelinkonzentrationen im Blut haben. Zusétzlich konnten
neuroprotektive Eigenschaften von acyliertem Ghrelin im Parkinson-Tiermodell
nachgewiesen werden, die aber noch nicht detailliert erforscht sind. Ghrelin wird durch
die Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) von der nicht-acylierten in die acylierte Form
umgewandelt. Diese Acylierung ist notwendig fiir die Bindung an den Ghrelinrezeptor
GHS-R1a.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit war nun, inwiefern Ghrelin neuroprotektiv
wirkt und ob dieser magliche Effekt auf die acylierte Form beschrankt ist. Die Versuche
wurden in Zellkulturen primdrer, mesencephaler Neurone aus embryonalen Wistar-
Ratten mit einem Gestationsalter von 15 Tagen durchgefuhrt. Wir fuhrten unsere
Experimente stets mit der acylierten und nicht-acylierten Ghrelinform durch. So
konnten wir zeigen, dass beide Formen gegeniber einer Behandlung mit dem
Neurotoxin MPP*, einem Hemmstoff des Komplexes | der mitochondrialen
Atmungskette, neuroprotektiv auf dopaminerge Neurone wirken. Dabei lag das
Wirkmaximum von acyliertem Ghrelin bei 0,1 nM und von der nicht-acylierten Form
10-fach hoher, also bei 1 nM. Dieser Unterschied der Wirkmaxima wurde auch schon in
Versuchen an Pankreaszellen festgestellt. Auch gegenuber dem Neurotoxin
3-Nitropropionsaure (3-NP), welches den Komplex 1l der Atmungskette hemmt,
wirkten beide Ghrelinformen neuroprotektiv, wieder mit dem Wirkmaximum bei 0,1
bzw. 1nM. Da die Neurotoxizitdt der 3-NP sich nicht auf dopaminerge Zellen
beschrankt wie die des MPP”, untersuchten wir die Wirkung beider Ghrelinformen auf
alle weiteren mesencephalen Neurone. Es zeigte sich, dass die Neuroprotektion

unabhangig vom neuronalen Phanotyp war.

In der Entstehung des IPS spielen eine Reihe von Pathomechanismen eine Rolle, so

auch die elektrische Aktivitat der dopaminergen Neurone. So fiihrt z.B. ein massiver
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Kalzium- oder Kaliumeinstrom in die Zelle letztendlich zum Untergang dopaminerger
Neurone. Die chronische Einnahme von Kalziumkanal-Blockern (L-Typ,
Dihydropyridin-Typ) fuhrt in einer Studie zu einer Reduktion des Erkrankungsrisikos.
So stellte sich fur uns die Frage, ob die neuroprotektive Eigenschaft von Ghrelin im
Zusammenhang mit lonenstromen stehen konnte. Die Hemmung des L-Typ-
Kalziumkanals mit Nicardipin verhinderte die Wirkung wvon acyliertem und

nicht-acyliertem Ghrelin in allen mesencephalen Neuronen.

Aus fritheren Studien ergab sich die Uberlegung, dass die Wirkung von nicht-acyliertem
Ghrelin auf einer Umwandlung in die acylierte Form beruht. Dazu haben wir die
Wirkung beider Ghrelinformen im Zusammenhang mit dem GHS-R1a-Antagonisten
[D-Lys*]-GHRP-6 untersucht. Eine Antagonisierung des Rezeptors filhrte zu einem
Wirkverlust von acyliertem Ghrelin, nicht aber der nicht-acylierten Form. Somit liegt
nahe, dass die Wirkung von nicht-acyliertem Ghrelin iber einen anderen Mechanismus
vermittelt wird. Dies wurde bestatigt durch Versuche mit dem GOAT-Hemmer
GO-Tat-CoA, der die Wirkung von nicht-acyliertem Ghrelin nicht abschwachte. Daraus
lasst sich schlielen, dass die neuroprotektive Wirkung der nicht-acylierten Form nicht

auf einer Umwandlung in die acylierte Form zurlickzufuhren war.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass nicht nur acyliertes, sondern auch
nicht-acyliertes Ghrelin eine neuroprotektive Wirkung auf mesencephale Neurone hat.
Diese Protektion ist abhangig von L-Typ-Kalziumkanélen, wird aber bei beiden

Ghrelinformen Uber unterschiedliche Mechanismen vermittelt.
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SUMMARY

Ghrelin is a polypeptide that exerts a wide range of functions, such as the regulation of
growth hormone secretion, energy homeostasis, food intake, as well as the exocrine
function of the pancreas. In regard to Parkinson’s disease (PD), patients who have been
diagnosed with PD exhibit reduced levels of circulating ghrelin and a reduced
postprandial ghrelin response. Experimental studies revealed neuroprotective effects of
acylated ghrelin in different models of PD, which have not been further elucidated to
date. There are two major molecular forms of ghrelin, an acylated (AG) and an
unacylated (UAG) form. The acylation is catalyzed by the ghrelin-O-acyltransferase
(GOAT) and only AG is able to bind to and activate the growth hormone secretagogue
receptor la (GHS-R1a).

The issue we examined was whether ghrelin would exhibit neuroprotektive properties in
our cell culture model and if this effect was limited to the acylated form. The study was
conducted in primary mesencephalic cultures isolated from rat embryos at a gestational
age of 15 days of pregnant Wistar rats. First, we investigated the neuroprotective effects
of AG and UAG on dopaminergic neurons after treatment with the complex I inhibitor
MPP*. Both ghrelin forms were neuroprotective, showing the maximum effect at a
concentration of 0.1nM AG and 1 nM UAG, ten times higher than the necessary
concentration of AG. Concurrently, a tenfold higher concentration of UAG was also
needed in experiments performed on pancreatic cells. Next, we investigated whether the
observed effect was also evident when cells were treated with the complex Il inhibitor
3-nitropropionic acid (3-NP). We found that both AG and UAG also protected midbrain
neurons against complex Il inhibition regardless of their neuronal phenotype, showing a

maximum effect with the same concentrations as reported above.

There is a set of pathomechanisms responsible for the development of PD, such as the
electrical activity of dopaminergic neurons. A massive influx of calcium or potassium
ultimately leads to the loss of dopaminergic neurons. Chronic intake of calcium channel
inhibitors (L-type / dihydropyridine-type) lowers the risk for PD. We analyzed whether

co-treatment with the L-type channel blocker nicardipine could alter the neuroprotective
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effect of ghrelin after 3-NP exposition. Nicardipine abolished the neuroprotective effect

of both AG and UAG on all mesencephalic neurons.

Traditionally, AG has been regarded as the only active form of ghrelin due to its
receptor binding properties and UAG was thought to exhibit its effect after conversion
to AG. To ascertain that the effects of UAG are not due to its in vitro acylation into AG,
we assessed the effects of UAG in the presence of the GSH-Rla antagonist
[D-Lys*]-GHRP-6 and the GOAT-inhibitor GO-CoA-Tat. Whereas the effect of AG on
mitochondrial impairment required GSH-R1a binding, effects of UAG remained
unaffected by treatment with a GSH-Rla antagonist. Importantly, inhibition of

ghrelin-O-acyltransferase failed to reduce the activity of UAG.

In conclusion, our data suggests that both AG and UAG afford protection to
dopaminergic neurons. This protective effect requires the activation of L-type calcium
channels, however, it is transmitted through different mechanisms for both molecular

forms of ghrelin.
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1 EINLEITUNG

1.1 Ghrelin

Ghrelin ist ein Peptid, das aus 28 Aminosauren besteht und eine fur die Funktion
wichtige Acetylierung an der dritten Aminosaure (Serin3, Ser3) hat (Kojima et al.
1999). Es wird hauptsdchlich von Belegzellen im Magen sezerniert, erfullt aber eine
Reihe von Funktionen, unter anderem die Regulierung der Nahrungsaufnahme und die
Freisetzung des Wachstumshormons (growth hormone, GH). Auch eine neuroprotektive
Wirkung wurde im MPTP-Mausmodell beschrieben (Andrews et al. 2009). Diese
Funktionen werden (ber eine Bindung an den Growth-Hormone-Secretagogue
Receptor 1a (GHS-R1a) vermittelt. Die nicht-acylierte Form (Des-Acyl-Ghrelin / DAG,
unacylated ghrelin / UAG) kann nicht an den GHS-R1a binden (Sato et al. 2012).

1.1.1 Entstehung, Freisetzung und Vorkommen des Ghrelins

Des-Acyl-Ghrelin
OH
|
GOAT
optimale Temperatur: 37-50 °C H?H
optimaler pH: 7-8 ?H
Acyl-Ghrelin

Abb.1  Die Entstehung von Acyl-Ghrelin aus Desacyl-Ghrelin mit Hilfe der GOAT (Sato et al.
2012).
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Mit Hilfe der Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) wird dem Pro-Ghrelin an der dritten
Aminosdure Serin eine Octansdure angehangt und Ghrelin dadurch acyliert. Die GOAT-
mMRNA ist in gastrointestinalen Organen zu finden, vor allem im Magen. GOAT ist eine
membrangebundene Acyltransferase und modifiziert spezifisch nur Serin an der dritten
Stelle (Yang et al. 2008). Das Enzym entfaltet seine optimale Funktion bei 37-50 °C
und einem pH von 7-8 (Kojima und Kangawa 2010; Sato et al. 2012).

Die Freisetzung von  Ghrelin  wird durch das Essverhalten reguliert.
Plasma-Ghrelinkonzentrationen steigen beim Fasten an und sinken nach
Nahrungseinnahme ab (Cummings et al. 2001). Diese Regulation scheint ber die
Blutglukosekonzentration vermittelt zu sein (Shiiya et al. 2002). AuRerdem fuhrt die
elektrische Stimulation des zervikalen Vagusnerven zu einer verminderten
Konzentration von Ghrelin in Ratten (Murakami et al. 2002). Vagale Stimulation erhéht
die jeweiligen Ghrelinreaktionen auf Nahrungsaufnahme. So steigt préprandiales
Ghrelin starker an und postprandial fallt es schneller ab (Heath et al. 2004). Analog
dazu stimuliert Ghrelin nach Vagotomie nicht mehr die Nahrungsaufnahme und die

Freisetzung des Wachstumshormons (Date et al. 2002).

Ghrelin-mRNA ist in vielen Geweben beim Menschen zu finden, z.B. im Gehirn, im
gesamten Gastrointestinaltrakt mit der héchsten Konzentration im Magen und in vielen
weiteren peripheren Geweben. Im Gegensatz dazu wurde das Peptid nicht in allen
mRNA-positiven Geweben gefunden. Ghrelin wurde im Hypothalamus, der Hypophyse,
dem Pankreas, den Ovarien, dem Magen, dem Diinndarm und der Lunge beschrieben
(Ueberberg et al. 2009).

1.1.2 Growth-Hormone-Secretagogue Receptor la

GHS-R1a-mRNA und Rezeptor wurden im Gehirn entdeckt. Im Gegensatz dazu wurde
nur die GHS-R1a-mRNA im Magen und im Dunndarm gefunden und keine Expression
des Rezeptors im Gastrointestinaltrakt (Ueberberg et al. 2009). Die Expression des
Rezeptors im Gehirn wurde detaillierter untersucht und zeigte eine hohe Anreicherung
in der Substantia nigra pars compacta (SNpc) (Guan et al. 1997), die fiir die Rolle des

Ghrelins beim idiopathischen Parkinson-Syndrom (IPS) relevant sein kénnte (s. 1.1.3).

Der GSH-R ist ein Rezeptor der G-Protein-Familie und besitzt sieben
Transmembrandomanen. Bindung von Ghrelin an den Rezeptor aktiviert ihn und dessen

Gall-Untereinheit und dadurch die Phosphokinase C. Dies fuhrt zur Bildung von

6
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Inositoltriphosphat (IP3) und Kalzium-Freisetzung (Mau et al. 1995; Howard et al.
1996). Auch in Abwesenheit von Ghrelin gibt der Rezeptor Signale ab und ist zu 50 %
aktiv (Holst et al. 2004).

1.1.3 Funktionen des Ghrelins

Ghrelin hat eine Reihe von endokrinen und nicht-endokrinen Funktionen. Wie bereits
erwahnt, bindet nur die acylierte Form an den GHS-R1a und deswegen wurde bisher
vor allem Acyl-Ghrelin (AG) untersucht. AG stimuliert die Freisetzung des
Wachstumshormons, des Prolaktins und ACTHs (Adrenokortikotropin) (Broglio et al.
2003). Des Weiteren beeinflusst AG die endokrine Pankreasfunktion durch eine
signifikante Erhohung der Plasmaglukosekonzentration, was interessanterweise eine
Reduktion der Insulinsekretion nach sich zieht (Broglio et al. 2001). Unter die nicht-
endokrinen Funktionen fallt die groRe physiologische Rolle, die Ghrelin in der
Energiehomdostase spielt. AG ist involviert in der Regulation des Appetits durch seine
appetitanregenden  Eigenschaften  und  prokinetische ~ Wirkung auf den
Gastrointestinaltrakt (Ejskjaer et al. 2009). Im Menschen wurde eine umgekehrte
Proportionalitit zwischen dem AG-Spiegel im Blut und dem Korpergewicht festgestellt.
So haben Anorexie-Patienten erhéhte und Patienten mit Ubergewicht erniedrigte AG-
Spiegel im Blut (Tschop et al. 2001; Soriano-Guillen et al. 2004). Auf die Funktion des
Herzens hat AG protektive Eigenschaften. Es verringert den systemischen vaskuléren
Widerstand, wirkt hypotensiv und erhoht den Herzindex bei gesunden Patienten sowie
bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (Nagaya et al. 2001b; Nagaya et al.
2001a). Zudem hat AG eine antiproliferative Wirkung auf manche Tumore, wie zum
Beispiel bestimmte Mammakarzinom-Zelllinien, neuroendrokrine Karzinome und

Adenokarzinome, die den Rezeptor exprimieren (Muccioli et al. 2002; Ghe et al. 2002).

SchlieBlich wirkt AG auch auf hohere Gehirnfunktionen. So setzt es Dopamin im
Striatum frei und weist neuroprotektive Wirkungen auf dopaminerge Neurone der SNpc
im MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine)-Mausmodell auf (Jiang et al.
2008). So fihrt genetisch bedingtes Fehlen von AG oder dessen Rezeptor nach
Behandlung mit MPTP zu einem gesteigerten Verlust an dopaminergen Zellen in der
SNpc und einer geringeren Dopaminkonzentrationen im Striatum (Andrews et al. 2009).
AG zeigt eine konzentrationsabhdngige protektive Wirkung gegen die Toxizitat des
MPTP, die durch die Bindung an den GHS-R1a vermittelt wird. Durch die Behandlung
mit AG wird das antiapoptotische Protein Bcl-2 erhoht, die Cytochrom C-Freisetzung
7
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und Bildung von freien Radikalen gehemmt sowie die Eisenablagerung in der SNpc
verhindert (Jiang et al. 2008). AuRerdem inhibiert AG die MPP*-induzierte Apoptose,
freie Radikalproduktion und NF-kB-Translokation in MES23.5-Zellen (Dong et al.
2009; Liu et al. 2010). AG erhoht signifikant die autonome Signalgebungsfrequenz, die
Tyrosinhydroxylase (TH)-mRNA-Expression und die Anzahl der Mitochondrien in
dopaminergen Neuronen der SNpc. Daruber hinaus verhindert AG die MPTP-induzierte
Aktivierung der Mikroglia in der SNpc und im Striatum sowie die Expression der pro-
inflammatorischen Molekile TNF-a und IL-1f (Moon et al. 2009).

Aber auch das nicht-acylierte Ghrelin weist biologische Wirkungen auf. In
endothelialen Progenitorzellen verhindert UAG den diabetes-induzierten Zellschaden
(Togliatto et al. 2010) und in B-Zellen des Pankreas fihrt UAG zu einer erhdhten
Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und verhindert den Zelluntergang
(Granata et al. 2006).

1.1.4 Ghrelin bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom

Patienten mit IPS haben oft Motilitatsstorungen des Gastrointestinaltrakts (Unger et al.
2010a) und weisen Lewy-Kdorperchen im dorsalen Vaguskern auf. In einer Pilotstudie
wurde eine statistisch signifikant gestorte Regulation der Ghrelinkonzentration im Sinne
eines erniedrigten  Serum-Ghrelin-Profils in der postprandialen Phase bei
Parkinson-Patienten berichtet (Unger et al. 2011). Ghrelin reguliert die Magenmotilitat
und es besteht ein Zusammenhang zwischen Ghrelinfreisetzung und dem Vagusnerv.
AuRerdem ist Adipositas ein nachgewiesener Risikofaktor fiir die Entstehung des IPS.
Ab einem BMI von iber 23 kg/m? steigt das Hazard Ratio auf 2,09 an (Hu et al. 2006;
Abbott et al. 2002). Hier stellt sich ein moglicher Zusammenhang zu Ghrelin her.
Ghrelin ist als Regulator der Energiehomdostase bei Patienten mit Adipositas im Blut
geringer konzentriert im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten (Scerif et al. 2011).
Dies lasst vermuten, dass erniedrigte Ghrelinspiegel bei Adipositas zu einem erhdhten
Erkrankungsrisiko beitragen. Zusammengenommen unterstreichen diese Merkmale

einen moglichen Zusammenhang zwischen Ghrelin und dem IPS.
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1.2 Das idiopathische Parkinson-Syndrom

1.2.1 Epidemiologie und Symptomatik

Das IPS, auch Parkinson-Krankheit genannt, ist die zweithdufigste neurodegenerative
Erkrankung nach der Demenz vom Alzheimer-Typ und betrifft weltweit ca. 5 Millionen
Menschen. Mit einer durchschnittlichen Pravalenzrate von 100-200/100000 Personen ist
das IPS die haufigste neurologische Erkrankung der Basalganglien. Das IPS ist eine
chronisch progrediente Erkrankung, die meistens um das 55. Lebensjahr klinisch
manifest wird (Dauer und Przedborski 2003). Manner sind etwas haufiger betroffen als
Frauen (Chen et al. 2003).

Charakterisiert wird das IPS durch die Kardinalsymptome Bradykinese, Ruhetremor,
Rigor und posturale Instabilitdt. Die Bradykinese ist definiert als eine generelle
Verlangsamung bei der Initiierung und Durchfiihrung von willkirlichen Bewegungen
und ist das haufigste Symptom bei Parkinson-Patienten. Der Ruhetremor betrifft circa
70 % der Patienten (Louis et al. 1997), beginnt meist unilateral, nimmt mit gezielter
Bewegung ab und hat eine Frequenz zwischen 4 und 5 Hz (Findley et al. 1981). Der
Rigor ist ein erhohter Muskeltonus, der zu einem erhdhten Widerstand bei der passiven
Bewegung der Gelenke fuhrt. Der Rigor, an dem 90 % der Patienten leiden, beginnt
meist auch unilateral, breitet sich dann wie die tGbrigen Symptome auf die kontralaterale
Seite aus. Dabei bleibt die Asymmetrie aber im Verlauf der Erkrankung erhalten (Louis
et al. 1997; Scott et al. 1970; Riederer und Sian-Hulsmann 2012). Die posturale
Instabilitat entsteht durch eine Beeintrachtigung der zentralen Stellreflexe, was zu einer
Instabilitat und einem erhdhten Sturzrisiko flhrt (Koller et al. 1989). Zusatzlich zu den
motorischen Symptomen leiden fast alle Patienten (97 %) an nicht-motorischen
Symptomen (NMS) (Barone et al. 2009), die auch vor den motorischen Symptomen
auftreten konnen (Langston 2006). Zu den NMS gehdren u.a. kognitive Dysfunktionen,
Demenz, Psychosen, Halluzinationen, Depression, Schlafstérungen, autonome

Dysfunktionen und Riechstérungen (Langston 2006).

Abzugrenzen vom IPS sind andere neurodegenerative Formen sowie symptomatische
(sekundére) Parkinson-Syndrome, wobei das IPS mit 75 % den grof3ten Anteil der
Parkinson-Syndrome ausmacht. Die Demenz vom Lewy-Korper-Typ (DLB),
Multisystematrophie (MSA), progressive supranukledre Blickparese (PSP) und
kortikobasale Degeneration (CBD) zéhlen zu den atypischen Parkinson-Syndromen, bei
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denen die motorische Symptomatik nur ein Teil eines komplexeren neurodegenerativen
Syndroms darstellt. Zum sekundéren Parkinson-Syndrom kann es nach Intoxikation,
Entziindungen  (Enzephalitis), intrakraniellen Raumforderungen, Hirntraumen,
M. Wilson, vaskuldren Ereignissen und Medikamenteneinnahme (v.a. Neuroleptika)
kommen (Ahlskog 2000; Tolosa et al. 2006; Oertel et al. 2012).

Die Bewegungsstorungen werden in drei Gruppen eingeteilt: Zur Gruppe der
a-Synukleinopathien zéhlen die MSA, das IPS und die DLB. Die Gruppe der
Tauopathien setzt sich zusammen aus der PSP und der CBD. TDP-43 Proteinopathien
stellt die dritte Gruppe dar, zu der die fronto-temporale Demenz und die semantische
Demenz gehoren (Oertel et al. 2012).

1.2.2 Risikofaktoren und Umwelteinfllisse

Der wichtigste Risikofaktor fiir die Entwicklung eines IPS ist das Alter. Mit
zunehmendem Alter steigt die Pravalenz an: von ca. 1 % bei 60-J&hrigen bis auf 4 % bei
80-Jahrigen (Lau und Breteler 2006). Im Alter wird das a-Synuklein im Zusammenhang
mit einer alters-bedingten Abnahme der Tyrosinhydroxylase (TH) hochreguliert (Chu
und Kordower 2007). Die Proteasomen-Aktivitat (Zeng et al. 2005) sowie die Leistung
des Autophagie-Systems (Cuervo et al. 2005) nehmen mit dem Alter ab. Zusétzlich

nimmt der oxidative Stress zu (Andersen 2004).

Das Risiko fur die Entstehung eines IPS sinkt mit der Menge an gerauchten Zigaretten
(Ritz et al. 2007; Hellenbrand et al. 1997). Hohe sportliche Aktivitdt (Chen et al.
2005a), Koffein (Liu et al. 2012) sowie die Einnahme von nicht steroidalen
Antiphlogistika (Chen et al. 2003) senken ebenfalls das Erkrankungsrisiko. Ein erhéhtes
Korpergewicht hat dagegen eine Risikozunahme zur Folge (Hu et al. 2006).
Umwelteinflusse wie Pestizide und Schwermetalle sind mit einem erhohten
Erkrankungsrisiko assoziiert. So fuhren u.a. Aluminium, Eisen, Kupfer und Mangan zu
einer vermehrten a-Synuklein-Fibrillisation und wirken — zumindest experimentell —

neurotoxisch (Uversky et al. 2001).

1.2.3 Atiopathogenese des idiopathischen Parkinson-Syndroms

Kennzeichnend fir das IPS ist der Untergang der dopaminergen Neurone in der SNpc,
was zu einem Dopaminmangel im Striatum flhrt. Bei einem Zellverlust von ca. 60 %

der dopaminergen Zellen der SNpc und einem daraus resultierendem Abfall der
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Dopaminkonzentration im Striatum von ca. 80 % kommt es zu den typischen

motorischen Kardinalsymptomen (Dauer und Przedborski 2003; Alberio et al. 2012).

Doch trotz der frihen Beschreibung der Erkrankung im Jahr 1817 durch James
Parkinson und der langjahrigen Forschung sind die zu Grunde liegenden Mechanismen
der Pathogenese noch nicht vollkommen geklart.

1.2.3.1 Pathophysiologie und funktionelle Anatomie

Die motorische Basalganglienschleife stellt das extrapyramidale System dar und besteht
aus Substantia nigra, Striatum, Globus pallidus, Nucleus subthalamicus und Thalamus.
Die Basalganglienschleife ist an der Bewegungsinitiation und -modulation sowie an der

Regulierung des Muskeltonus beteiligt.

Fir die normale Kontrolle der Motorik sind zwei verschiedene striato-thalamische
Projektionswege von Bedeutung. Bei dem direkten Projektionsweg hemmen GABAerge
Neurone des Striatums direkt den Globus pallidus internus (GPi) und die Substantia
nigra pars reticulata (SNpr), was zur Enthemmung des Thalamus (Nucleus ventralis
lateralis) fuhrt. Dadurch kann nun der Kortex Uber die glutamaterg thalamo-kortikale

Projektion aktiviert werden und fordert so Bewegungen (Oertel und Mugnaini 1984).

Im Gegensatz dazu wirkt der indirekte Projektionsweg hemmend auf die Motorik. Das
Striatum inhibiert Gber GABAerge Neurone den Globus pallidus externus (GPe),
wodurch der Nucleus subthalamicus (NST) desinhibiert wird. So wird der ventrolaterale
Thalamus durch den GPi und die SNpr tGber GABAerge Neurone vermehrt gehemmt
und der exzitatorische Einfluss auf den Motorkortex herabgesetzt (siehe Abb. 2a).

Dopamin aus der SNpc ist fir das Gleichgewicht zwischen den beiden
Projektionswegen zustdndig. Dopamin wirkt Uber D1-Rezeptoren im Striatum
exzitatorisch auf den direkten Weg und lber D2-Rezeptoren im Striatum inhibitorisch
auf den indirekten Weg. Dem Dopamin kommt so insgesamt eine motorikfordernde

Wirkung zu.

Beim IPS nimmt die Anzahl der dopaminergen Neurone ab, was zu einer
Dopamindepletion im Striatum fuhrt. Dadurch kommt es zu einer relativen
Uberaktivitat des indirekten Weges mit einer funktionellen Enthemmung des NST und
einer Inhibition des direkten Weges mit einer daraus resultierenden geringeren
Aktivierung des Motorkortexes (siehe Abb. 2b).
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Abb.2  Motorische Basalganglienschleife a) physiologisch b) bei Parkinson-Patienten: Hier herrscht
eine relative Uberaktivitat des indirekten Weges mit einer funktionellen Enthemmung des
NST und eine Inhibition des direkten Weges, was zusammen zu einer vermehrten Inhibtion
des Motorkortexes fuhrt (Lozano et al. 1998), griine Pfeile = exzitatorisch, rote Pfeile =
inhibitorisch.

1.2.3.2 Pathologie des idiopathischen Parkinson-Syndroms

Vor allem in der SNpc und im pontinen Locus ceruleus wird bei Patienten mit IPS eine
Depigmentation, ein neuronaler Zelluntergang und eine Gliose festgestellt. Ein
neuronaler Zelluntergang wird auch im dorsalen VVaguskern, in der Medulla und anderen
Hirnstammkernen gesehen (Dauer und Przedborski 2003). Histopathologisch
kennzeichnend fur das IPS sind die Lewy-Kdrperchen, die bei mehr als 90 % der
Patienten — mit Ausnahme von einigen genetischen Formen — vorhanden sind (Marras
und Lang 2008). Lewy-Kdrperchen sind runde, eosinophile, zytoplasmatische
Einschlusskorperchen im Kern von Neuronen. Sie setzen sich aus einer Reihe
verschiedener  Substrate  zusammen: a-Synuklein, Ubiquitin, Calbindin,
Komplementproteine, Mikrofilamentuntereinheiten, Tubulin, Mikrotubulin assoziiertes
Protein 1 und 2 sowie Parkinsubstratprotein Pael-R (Murakami et al. 2004; Dauer und
Przedborski 2003).

Braak et al. beschrieb sechs neuropathologische Stadien, die die Entwicklung und das
Fortschreiten der Erkrankung kennzeichnen. Es gibt drei prasymptomatische Phasen: Im
Stadium 1 kommt es zum Auftreten von Lewy Kdorperchen im dorsalen Vaguskern, im
Stadium 2 in den Raphekernen, in der Formatio retikularis und im Locus ceruleus, und

im Stadium 3 in der SNpc. Die drei sypmptomatischen Stadien zeigen Lewy-
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Kdérperchen im Thalamus (Stadium 4) und im Neokortex (Stadium 5 und 6) (Braak et al.
2004; Braak et al. 2003).

b Presymptomatic Symptomatic c Presymptomatic  Symptomatic d Presymptomatic Symptomatic

phase phase phase phase X phase phase
Neocortex
sec. + prim.
Neocortex
association

Mesocortex
Substantia

coeruleus
Dorsal IX/X
nucleus

Abb. 3 Braak Stadien, tibernommen von Goedert et al. 2012.
1.2.3.3 Pathogenese der Zelldegeneration

Obwohl die genaue Atiologie der Zelldegeneration noch nicht bekannt ist, so gibt es
doch einige Pathomechanismen, die zum neuronalen Zelluntergang bei Patienten mit
IPS beitragen, wie das Modell in Abb. 4 zeigt.

MPTRF, DJ-1 Mutation,
PINK1 Mutation, ~ , ) .
hohe intrazellulére Kalzium- ~¥| Mitachandriale Dysfunktion
konzentration
- DJ-1 Mutation,
oxidativer Stress,
ROsS, AI:!‘:‘F't‘:'-‘i\?. abnormale Phasphorylierung,
Substrate energetisches Schidigung der Chaperone
Versagen oder der Proteasomen
Parkin Mutation
Y
Ubigquitin-
Prateasom-
System —-__-_"""-). Substrat-
Fehifunktion akkurmulation Y \
des UPS
\\‘t neuronaler Zelluntergang |« Prateinfehifattung
v A
Substrat-
abbau
Ge tati

a-Synuklein nmuraton x| G-Synuklein | O-Synuklein » Lewy
Monomere " Protofibrilen “1 Fibrillen | Karperchen

Abb. 4 Ubersicht tiber die wesentlichen Pathomechanismen, die zum neuronalen Zelluntergang
bei IPS fuhren. ROS = reaktive Sauerstoff Spezies, UPS = Ubiquitin-Proteasom-System;
modifiziert nach Savitt et al. 2006.
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Proteinfehlfaltung und -aggregation

Die Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen in neuronalen Zellen ist héaufig in
altersabhéngigen neurodegenerativen Erkrankungen zu sehen, wie auch beim IPS.
Fehlgefaltete Proteine kénnen direkt durch schadigende Mechanismen an den Proteinen
selbst oder indirekt durch Schaden an Chaperonen oder Proteasomen entstehen. Das
Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS) ist fir den Abbau zellulérer Proteine zustandig,
die von ihrer urspringlichen Struktur abweichen. Die fehlerhaften Proteine werden
ubiquitiniert und durch das Proteasom abgebaut. Eine Beeintrachtigung des UPS spielt
eine wesentliche Rolle in der Pathogenese des IPS. Zusatzlich kann oxidativer Stress
auch eine Ursache flr den dysfunktionalen Proteinmetabolismus sein. Mutationen im
a-Synuklein-Gen fiihren zu einer Veranderung in der sekundéren Proteinstruktur und
durch  Aggregation zu Protofibrillen und dann zu Fibrillen. Aggregiertes,
hyperphosphoryliertes und ubiquitiniertes a-Synuklein ist ein Hauptbestandteil in den
Lewy-Kdorperchen (Savitt et al. 2006). Fehlgefaltete oder akkumulierte Proteine wirken
nachgewiesenermafen neurotoxisch und fihren dadurch zum programmierten Zelltod
der neuronalen Zellen (Muchowski 2002). So fiihren kleine a-Synuklein-Oligomere zu
einer Kalziumdysregulation in der Zelle, wodurch die Kalziumkonzentration
intrazelluldr und in den Mitochondrien ansteigt. Dadurch wird die Energiehomdostase

gestort und der nekrotische Zelltod eingeleitet (Celsi et al. 2009).
Genetische Varianten des Parkinson-Syndroms

Familiare Formen machen ca. 3-5 % der Patienten mit Parkinson-Syndrom (PS) aus und
zeigen oft atypische Merkmale wie frihes Erkrankungsalter, Dystonien sowie Fehlen
der typischen Lewy-Kdorperchen Pathologie (Kumar et al. 2011; Shulman et al. 2011;
Alberio et al. 2012). Autosomal rezessiv vererbtes Parkinson-Syndrom ist meist mit
einer Mutation in den Parkin-, PINK1- und DJ-1-Genen verbunden. Die Parkin-
Genmutation ist die haufigste familidre Form des PS und flhrt zu einer vermehrten
Ansammlung toxischer Substanzen durch eine Fehlfunktion der Ubiquitinproteine. Die
unmutierte Variante des Parkin wirkt neuroprotektiv, indem sie die normale
Mitochondrienfunktion durch Regulation der Cytochrom C-Freisetzung kontrolliert
(Berger et al. 2009). Die Funktionen des Parkins und PINK1 sind aneinander gekoppelt.
Erhohter oxidativer Stress und dadurch entstehende geschadigte Mitochondrien in der
Zelle aktivieren das Signal der Mitophagie, ein Mitochondrien-spezifischer

Autophagieprozess. Dieser Prozess wird induziert durch die Interaktion des Parkins mit
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dem Mitchondrium-assoziierten PINK1. PINK1 dbermittelt die Information des
geschadigten Mitochondriums und Parkin leitet die lysosomale Degradation des
geschadigten Mitochondriums ein (Matsuda et al. 2010; Mounsey und Teismann 2010).
Durch die PINK1-Mutation kommt es zu einer Ansammlung defekter Mitochondrien
und somit zu einem Anstieg des zelluldren Stresses und proapoptotischer Proteine.
Auch DJ-1 interagiert mit Parkin/PINK1. DJ-1 hemmt die Entstehung freier Radikale
bei erhdhtem oxidativem Stress. Die Hochregulation von DJ-1 bei oxidativem Stress
wird bei Parkin und PINK1-Defizienz beeintrachtigt (Joselin et al. 2012). Die DJ-1-
Mutation fihrt damit zu einer erhohten Produktion von freien Radikalen und zur
mitochondrialen Dysfunktion und schlieflich zum dopaminergen Zelltod (Kumar et al.
2011; Schapira 2008). Punktmutationen und Genduplikationen sowie -triplikationen des
a-Synuklein-Gens (PARK1/PARK4) sind mit dem Auftreten eines typischen Parkinson-
Syndroms verbunden. In Folge dieser Erkenntnis konnte gezeigt werden, dass
a-Synuklein der Hauptbestandteil der Lewy-Kdorperchen ist (Hardy et al. 2009). Dies
zeigt, dass die Mechanismen, die bei den genetischen Varianten des PS zum
dopaminergen Zelluntergang fuhren, als Anhaltspunkt flir die Forschung der
Atiopathogenese des IPS dienen.

Tabelle 1 Genetische Parkinsonsyndrome. AD = autosomal dominant, AR = autosomal rezessiv;
modifiziert nach Houlden und Singleton 2012 und Alberio et al. 2012.

Genort Gen Proteinfunktion/VVorkommen | Vererbungsmodus
PARK1/PARK4 | a-Synuklein Lewy Korperchen Bestandteil, | AD
prasynaptisches Protein
PARK?2 Parkin Ubiquitin-E3-Ligase AR
PARK5 UCHL1 Ubiquitin Hydrolase AD
PARK6 PINK1 Proteinkinase AR
PARK7 DJ-1 Chaperon, Antioxidant AR
PARKS LRRK2 Proteinkinase AD
PARK9 ATP13A2 ATPase AR
PARK11 GIGYF2 Regulation von Tyrosinkinase- | AD
Rezeptorsignalwegen
PARK13 HTRA2 Serin-Protease unbekannt
PARK14 PLA2G6 Phospholipase A2 AR
PARK15 FBXO7 F-Box Protein AR
PARK17 VPS35 VPS-assoziiertes Protein AD
PARK18 EIF4G1 Translationsinitiationsfaktor AD

Mitochondriale Dysfunktion

Die mitochondriale Dysfunktion wurde erstmals in den Zusammenhang mit dem IPS
gesetzt, als entdeckt wurde, dass das Neurotoxin 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette hemmt

und dadurch zu einem spezifischen und irreversiblen Schaden an den dopaminergen
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Neuronen der SNpc fuhrt (Langston et al. 1983; Heikkila et al. 1984; Vyas et al. 1986),
was die typischen motorischen Symptome des IPS zur Folge hat. Des Weiteren wurde
eine Verminderung der Komplex I-Aktivitat in der SNpc (Schapira et al. 1989) sowie in

den Blutplattchen (Swerdlow et al. 1996) bei Parkinson-Patienten festgestellt.

Das Mitochondrium ist fir die Synthese von Adenosintriphosphat (ATP) mit Hilfe der
oxidativen Phosphorylierung (Atmungskette) zustdandig und generiert dadurch Uber
90 % der bendtigten Energie flr die Zelle (Mounsey und Teismann 2010). Es ist
beteiligt an der Regulation der Kalziumkonzentration, Fettsdurenoxidation und der
Kontrolle der Apoptose (Mattson et al. 2008; Schapira 2010).

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus den Komplexen 1 bis V, wobei
Komplex V der ATP-Synthase entspricht. Der Komplex | (NADH-Dehydrogenase oder
Ubichinon-Oxidoreduktase) ist das erste Enzym der Atmungskette und spielt eine
wichtige Rolle bei der Synthese von ATP. Die meisten mitochondrialen Dysfunktionen

basieren auf einer Schadigung dieses Komplexes (Mounsey und Teismann 2010).

Das Komplex I-Defizit bei Parkinson-Patienten fiihrt zum  Absinken der
ATP-Konzentration und dadurch zur vermehrten Bildung von freien Radikalen.
Dadurch sinkt die Apoptoseschwelle und die Zelle reagiert sensitiver auf das
proapoptotische Protein Bax (Perier et al. 2005). Hohere Konzentrationen an freien
Radikalen haben eine gesteigerte Konzentration an fehlgefalteten Proteinen zur Folge,
was wiederum zu einem erhdhten Bedarf des UPS fiihrt. Das entstehende Energiedefizit
fihrt aulerdem zu einer gestorten Speicherung von Dopamin, somit zu einem Anstieg
an freiem Dopamin und letztendlich wieder zu einer erhéhten Konzentration an freien
Radikalen. Humane SNpc enthalt Schaden in der mitochondrialen DNA (mtDNA), die
durch freie Radikale entstanden sind. Diese Schaden wurden vermehrt bei Parkinson-
Patienten festgestellt (Schapira 2008). Durch das Komplex I-Defizit entsteht in der Zelle
oxidativer Stress, dem der Zelltod folgt (Dauer und Przedborski 2003).

Oxidativer Stress

Eine weitere wichtige Rolle in der Pathogenese des IPS spielt die Entstehung von
oxidativem Stress (Yoshikawa 1993). Bei dem Metabolismus von Sauerstoff entstehen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die fir die Zellen sehr toxisch sind. ROS sind
definiert als Molekile, die aufgrund ihrer Reaktivitdt mit anderen zelluléren
Komponenten reagieren und dadurch deren Funktion einschranken. Zu den ROS

gehoren freie Radikale, wie Superoxidanionen (O;7), Stickstoffmonoxid (NO) und
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Hydroxylradikale (OH’) sowie andere Molekile, wie Wasserstoffperoxid (H,O;,) und
Peroxinitrite  (ONOQ’). Diese Molekile wirken als starke Oxidationsmittel auf
umliegende zelluldare Komponenten. Oxidierte Modifikation von Proteinen kann die
Aktivitat von Enzymen oder die Proteinstruktur beeinflussen. Fettsaureoxidation fiihrt
zur Entstehung von Lipidperoxid, was sich in einer Kettenreaktion Uber die
Lipidmembranen ausbreiten kann und zum Zerfall von Zellorganellen fiihrt. Die DNA
kann auch oxidiert werden, wodurch Mutationen entstehen, die die Replikation der
DNA beeinflussen kdnnen (Andersen 2004).

In post-mortem Gehirnschnitten von Patienten mit IPS wurden erhéhte zelluldare ROS-
Marker (z.B. 4-Hydroxynonenal als Marker flr Lipidperoxidation) in der SNpc
festgestellt. Durch die Nitrierung von Tyrosinresten akkumuliert a-Synuklein vermehrt
in den Lewy-Korperchen (Giasson et al. 2000). Somit kann eine Dysfunktion in den
zelluldren Mechanismen der Antioxidation oder die Uberproduktion von ROS das
Auftreten sowie die Progression von neurodegenerativen Synukleinopathien
beeinflussen. Das Enzym Glutathion (GSH) ist ein Reparaturmechanismus bei
oxidativem Stress. Der IPS ist charakterisiert durch eine Reduktion dieses Enzymes in
der SNpc und in den dopaminergen Neuronen der SNpc. GSH ist ein wichtiges
natlirliches Antioxidans und eine verminderte Konzentration kann die betroffene
Gehirnregion anfélliger auf oxidativen Stress machen und somit vermehrt zum Zelltod
fuhren (Perry et al. 1982).

Bei dem enzymatischen Metabolismus von Dopamin mit Hilfe der Monoaminoxidase B
(MAO-B) entsteht als Nebenprodukt H,O, (Maker et al. 1981). Auch bei dem
autooxidativem Abbau von Dopamin enstehen Radikale, wie Semichinonradikale (SQ),
H,0, und O". In Anwesenheit von Eisenionen (Fe?*) kann das entstandene H,O, tiber
die Fenton-Reaktion in OH" umgewandelt werden. So entstehen weitere freie Radikale,
die zusatzlichen oxidativen Stress erzeugen. In der SNpc von Parkinson-Patienten
wurden um 50 % erhdhte Eisenkonzentrationen festgestellt (Dexter et al. 1991; Oakley
et al. 2007), was bei der Entstehung von oxidativem Stress und neuronalem Zelltod eine
Rolle spielt (Sian-Hulsmann et al. 2011). Dieser erhohte Eisengehalt kann auf
verschiedene Mechanismen zurlickgefuhrt werden. Zum einen resultiert er aus einer
erhohten Eisenaufnahme Uber eine geschadigte Blut-Hirn-Schranke (Oestreicher et al.
1994), zum anderen wurden niedrigere Konzentrationen des Eisenspeicherproteins
Ferritin festgestellt (Dexter et al. 1991). Nachgewiesen ist, dass durch Eisen

entstandener oxidativer Stress zur Neurodegeneration fiihrt. Aber es ist weiterhin
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Gegenstand der Forschung, ob die Eisenakkumulation den Krankheitsprogress
vorantreibt oder direkt eine Rolle in der Pathogenese des IPS spielt (Sian-Hulsmann et
al. 2011).

AuBerdem interagiert Kalzium mit den Prozessen des oxidativen Stresses und der
Entstehung von ROS. Erhohter oxidativer Stress setzt die Fahigkeit der Mitochondrien,
Kalzium zu puffern, herab. Die dadurch entstehende erhdhte Kalziumkonzentration in
den Mitochondrien fuhrt zu einer erhohten Produktion an ROS (Gleichmann und
Mattson 2011). ROS aktivieren wiederum Kalziumkanale, was zum Kalziumeinstrom in
die Zelle fuhrt und schliellich im apoptotischen Zelluntergang der Zelle endet (Wang
und Michaelis 2010). In der SNpc sind die dopaminergen Neurone besonders anfallig
fir ROS, bedingt durch eine Kalzium-Dysregulation und einer verminderten
Konzentration an Calbindin, eines Kalziumbindenden Proteins, welches beides zu einer
erhohten Kalziumkonzentration in der Zelle fihrt (Wang und Michaelis 2010; Yamada
et al. 1990).

Inflammatorische Prozesse und Apoptose

Im Zentralennervensystem (ZNS) gibt es drei verschiedene Gliazellarten: Mikroglia,
Astrozyten und Oligodendrozyten. Mikroglia sind im Gehirnparenchym anséssige
Makrophagen und unter physiologischen Bedingungen inaktiv. Verschiedene
Aktivatoren, u.a. Lipopolysaccaride (LPS), Interferon y (IFN y) und verschiedene
Zytokine, regen sie zur Sezernierung von vielen Faktoren, wie z.B. Zytokinen,
Chemokinen, Radikalen etc. an (Wojtera et al. 2005; Nakamura 2002). Manchmal ist
die Mikroglia geringfligig aktiv, um die Homgostase im ZNS aufrechtzuerhalten, indem
sie Uberschussige Neurotoxine und tote Zellreste entfernt, sowie trophische Faktoren
freisetzt (z.B. brain-derived neurotrophic factor BDNF), die das axonale Wachstum der
dopaminergen Zellen stimulieren (Nakamura 2002). Astrozyten beeinflussen auch die
Homd@ostase im ZNS durch die Regulation der Glutamataufnahme (Tilleux und
Hermans 2007). Die Aktivierung der Oligodendrozyten resultiert in einer Sekretion von
inflammatorischen Molekilen, wie NO, Zytokine, Prostaglandine und vor allem
Chondroitinsulfat Proteoglykan (CSPG), was die axonale Regeneration verhindert
(Rhodes et al. 2006; Tansey et al. 2007). Somit ist zu erkennen, dass Veranderung in der
Aktivitat der Gliazellen zum Progress der neurodegenerativen Erkrankung fuhrt (Tilleux
und Hermans 2007).
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Unterstitzt wird diese Hypothese durch Studien, bei denen festgestellt wurde, dass nach
langjéhriger Einnahme von nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAID) die Inzidenz des
IPS im Vergleich zur Kontrollgruppe um 46 % geringer ist. NSAIDs wirken Inzidenz-
senkend Uber eine Hemmung der COX-vermittelten Dopaminoxidation und der
Produktion toxischer Substanzen durch Mikroglia (Chen et al. 2003; Chen et al. 2005b).

Des Weiteren wurden in post-mortem Analysen von Parkinson-Patienten erhohte
Konzentrationen von  Zytokinen, z.B. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a),
transformierende Wachstumsfaktoren (TGF)-a, -B1, -2 und Interleukine (IL)-1B, -2, -4,
-6, und erniedrigte Konzentrationen von Neurotrophinen, wie den Wachstumsfaktoren
BDNF und NGF in der SNpc festgestellt (Nagatsu et al. 2000). In der SNpc von
Parkinson-Patienten ist eine erhohte Konzentration des Transkriptionsfaktors NF-xB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) vorhanden. ROS und
TNF-o aktivieren NF-xB tiber eine Signalkaskade was somit zur Neurodegeneration
fuhrt (Hunot et al. 1997). Dies untermauert den Einfluss von inflammatorischen und

immunologischen Prozessen auf die Pathogenese des IPS.

1.2.4 Diagnosestellung

Die Diagnosestellung beim IPS geschieht anhand klinischer Kriterien. Fir die Diagnose
des IPS muss eine Bradykinese und mindestens ein weiteres Kardinalsymptom (Rigor,
Tremor oder posturale Instabilitat) vorliegen. AulRerdem missen anhand Anamnese,
korperlicher  Untersuchung und  bildgebenden  Verfahren die  haufigsten
Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden, wie z.B. sekunddre und atypische
Parkinson-Syndrome. Mit Hilfe einer ausflhrlichen Familienanamnese ist auch zu
priifen, ob eine familidre Form des IPS vorliegt. Wichtig ist der L-Dopa Test, der
untersucht, ob ein Symptom L-Dopa-sensitiv ist und daher auf die nigrostriatale
Funktionsstorung zuriickzufiihren ist. Ein positives Testergebnis unterstitzt das
Vorliegen eines IPS (Leitlinien fir Diagnostik und Therapie in der Neurologie; 5.
Uberarbeitete Auflage, ISBN 978-3-13-132415-5; Georg Thieme Verlag Stuttgart).

1.2.5 Therapie

Obwohl zahlreiche therapeutische Mdglichkeiten momentan zur Verfigung stehen,
wirken sie nur symptomatisch, verhindern aber nicht den Krankheitsprogress. L-Dopa
war das erste Medikament, das beim IPS zum Ausgleich des Dopaminmangels im
Striatum eingesetzt wurde. Es ist auch heute noch die wirksamste Substanz.
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Problematisch sind die Langzeitwirkungen von L-Dopa, da nach einigen Jahren
Therapie ein sog. wearing-off-Phanomen mit Dyskinesien und Dystonie eintritt. Dies
fuhrt oft zum verzdgerten Einsatz des Medikaments. Daneben gibt es momentan zehn in
Deutschland zugelassene Dopaminagonisten, das sind synthetische Molekdle, die direkt
die Dopaminrezeptoren stimulieren. Diese werden vor allem bei Patienten unter 70
Jahren zur Initialbehandlung eingesetzt. Aufgrund des Nebenwirkungsprofils gelten
allerdings nur die finf Non-Ergot-Derivate als Dopaminagonisten erster Wahl. In der
medikamentosen Therapie kommen auch zum Einsatz COMT-Inhibitoren (Catechol-O-
Methyltransferase), MAO-B-Hemmer, NMDA-Antagonisten (N-Methyl-D-Aspartat)
und selten Anticholinergika. Bei nicht ausreichender Wirkung der medikamentdsen
Therapie und bei fortgeschrittenem Krankheitsstadium stellt die tiefe Hirnstimulation,
ein operatives Verfahren, eine Alternative dar. Hierbei werden Elektroden stereotaktisch
implantiert, die reversibel und individuell angepasst tber einen implantierten Stimulator
elektrisch stimulieren. Stimulationsort ist meist der Nucleus subthalamicus, in
Ausnahmefallen auch der GPi oder der Thalamus (Nucleus ventralis intermedius). Die
Kardinalsymptome kénnen von dieser Therapie positiv beeinflusst werden, was zu einer
deutlichen Verbesserung der Lebensqualitat fuhrt (Leitlinien fur Diagnostik und
Therapie in der Neurologie; 5. Uberarbeitete Auflage, ISBN 978-3-13-132415-5; Georg
Thieme Verlag Stuttgart 2012).

1.2.6 Toxinmodelle

1.2.6.1 MPTP

MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine) wurde erstmals entdeckt, als
sich eine Gruppe Drogenabhangiger eine mit MPTP-verunreinigte Substanz injiziert
hatte und Parkinson-ahnliche Symptome entwickelte (Langston et al. 1983; Heikkila et
al. 1984). MPTP st sehr lipophil und kann nach systemischer Gabe die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) leicht tberqueren (Markey et al. 1984). Dort reagiert MPTP Uber eine
Zwei-Elektronen-Oxidation durch das Enzym MAO-B zu MPDP’ (1-Methyl-4-
phenyl-2,3-dihydropyridine) (Chiba et al. 1984). MPDP" ist ein sehr instabiles Molekil,
was zu einer sofortigen spontanen Disproportionierungsreaktion fiihrt, wodurch MPP”,
der eigentlich aktive Metabolit, und MPTP entstehen (Chiba et al. 1985; Peterson et al.
1985). MPP* wird durch den Dopamintransporter (DAT) in die dopaminergen Neurone
aufgenommen (Bezard et al. 1999). In den Neuronen konzentriert sich MPP™ in den

Mitochondrien (Ramsay et al. 1986), in die es passiv anhand des mitochondrialen
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Membranpotentialgradienten gelangt (Davey et al. 1992). Dort hemmt es die oxidative
Phosphorylierung durch die Inhibition des Komplexes | der Atmungskette in einer
dosis- und zeitabhéngigen Beziehung (Ramsay et al. 1987; Nicklas et al. 1985).
Dadurch sistiert der Elektronenfluss uber die Mitochondrienmembran, was eine
beeintrachtigte ATP-Synthese, eine erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration und
eine erhohte Ansammlung an freien Radikalen zur Folge hat (Chan et al. 1991;
Andreassen et al. 2001; Chiueh et al. 1993).

spontane
Disproportionierungs-

H307h< > / \ _MAQ-B MPDP+ % H3C- h</ > / \ + MPTP

Abb.5  Reaktion von MPTP zu MPP+ mit Hilfe der Monoaminoxidase B (MAO-B). Modifiziert
nach Blandini und Armentero 2012.

Im MPTP-Modell fehlen jedoch zwei typische neuropathologische Eigenschaften des
IPS. Zum einen kénnen die fiir das IPS typischen Lewy-Korperchen nicht nachgewiesen
werden, mit der Ausnahme von intraneuralen Einschlissen bei MPTP-behandelten
Affen, die den Lewy-Korperchen &hneln (Forno et al. 1986). Dies konnte in anderen
Studien jedoch nicht bestatigt werden (Alvarez-Fischer et al. 2008). Zum anderen
werden andere monoaminerge Kerngebiete, die beim IPS auch betroffen sind, z.B. der
Locus ceruleus, nicht durch MPP* beeinflusst (Forno et al. 1986). Trotzdem ist das
MPTP-Modell das einzige Modell, das nachgewiesenermaen in Menschen zum
Parkinson-Syndrom flhrt. Es ist deshalb das meist geforschte Parkinson-Modell. Da das
MPTP-Modell einem Dopamin-Defizit-Modell entspricht, eignet es sich vor allem fir
neuropharmakologische Studien mit dopamimemischen Substanzen.

1.2.6.2 3-Nitropropionsaure

3-Nitropropionsaure (3-NP) ist ebenfalls ein mitochondriales Toxin, das bei
Anwendung beim Menschen zu einer Neurodegeneration im Putamen und im Nucleus
caudatus fuhrt, was ernste neurologische Symptome zur Folge hat. 3-NP hemmt die
Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase (Succinat-Dehydrogenase), den Komplex Il der
mitochondrialen Atmungskette (Alston et al. 1977; Ludolph et al. 1991; Huang et al.
2006). Schon eine Hemmung des Komplexes Il von 50-60 % reicht aus, um eine
striatale Degeneration zu induzieren (Brouillet et al. 1998). Die Behandlung mit 3-NP
fihrt zu einem Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration und der zelluldren

ROS-Produktion sowie zu einer Depolarisation der Mitochondrienmembran. Durch die
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Hemmung der ROS-Produktion konnen der Kalzium-Einstrom und 70 % des
apoptotischen Zelltods verhindert werden. Auch eine Hemmung der Caspase-
Aktivierung schwécht den Kalzium-Einstrom ab. MK-801 ((+)-5-methyl-10,11-
dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imin  hydrogen  maleat), ein NMDA-
Antagonist, verhindert den 3-NP-induzierten zellularen Kalzium-Anstieg, die
Caspase-3-Aktivierung, die mitochondriale Depolarisation und den neuronalen Zelltod
(Lee et al. 2002). Dopamin hat auch eine Wirkung auf die 3-NP-induzierte Toxizitat.
Studien haben gezeigt, dass nach 3-NP Behandlung die extrazellulére
Dopaminkonzentration ansteigt (Nishino et al. 1997). Dopaminmangel schiitzt vor der
3-NP-Wirkung, was darauf hinweist, dass Dopamin die Toxizitat von 3-NP potenziert
(Fernagut et al. 2002).

O

O,N /\)J\OH

Abb. 6 Strukturformel von 3-NP.

1.3  Elektrische Aktivitat dopaminerger Neurone

Nigrostriatale dopaminerge Neurone gehen beim IPS zugrunde und fuhren zu den
typischen motorischen Kardinalsymptomen. So ist es von zentralem Interesse, diesen
Zelluntergang zu vermeiden, um kurative Therapiemdglichkeiten zu entwickeln. In
diesem Zusammenhang spielt die elektrische Aktivitat der Neurone eine wichtige Rolle,
da chronische Depolarisierung inr Uberleben unterstiitzt (Murer et al. 1999; Michel und
Agid 1996).

1.3.1 Autonome Aktivitat der dopaminergen Neurone

Dopaminerge Neurone der SNpc des Erwachsenen sind autonom aktiv und generieren
elektrische Signale in einer Frequenz von 2-4 Hz ohne vorher einen synaptischen Input
zu erhalten (Grace und Bunney 1983; Grace 1988). Diese autonome Aktivitat ist
wichtig, um die Dopaminkonzentration, vor allem im Striatum, aufrechtzuerhalten
(Gonon und Buda 1985).

Des Weiteren moduliert elektrische Aktivitat die Lokalisation von einigen synaptisch
gelegenen Proteinen, so auch des oa-Synukleins. Depolarisationen mit hohen
Kaliumkonzentrationen resultieren in einem Verlust von a-Synuklein in den Synapsen.

Nach ca. 600 Aktionspotentialen verringert sich die a-Synuklein-Konzentration um
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20 %, sie steigt auch nach Beenden der elektrischen Aktivitat nur geringfiigig wieder an
(Fortin et al. 2005). Auferdem ist bekannt, dass a-Synuklein sich stark an
Lipidmembranen bindet und in diesem Zustand nicht aggregiert (Narayanan und
Scarlata 2001). Nach elektrischer Aktivitat dissoziiert a-Synuklein von der Membran,
was zu einer vermehrten Aggregation und erhdhten Toxizitat fihrt, und somit zur

Pathogenese des IPS beitragen kann.

MPP+ /3-NP Dopaminoxidation
mitochondriale | ROS herabgesetzte veranderte
> —> a- in ——
Dysfunktion elektr. Aktivitit a-Synuklein Zelluntergang
Verteilung
ROS
DJ-1/ Parkin Parkin

Abb.7  Zusammenhang zwischen elektrischer Aktivitdt dopaminerger Neurone und deren
Zelluntergang (Michel et al. 2007).

1.3.2 Rolle der Kalziumkanale

Kalzium (Ca®) spielt eine wichtige Rolle bei der physiologischen Funktion von
Neuronen und ist an vielen zellularen Prozessen beteiligt, unter anderem bei
mitochondrialen und proteasomalen Funktionen, bei oxidativem Stress, bei der
elektrischen Aktivitat, bei der synaptischen Plastizitdt und der Apoptose (Berridge
1998; Bueler 2010). Erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration fihrt zur
Zelldysfunktion und zum Zelltod (Wang und Michaelis 2010).

Kalzium hat auch einen Einfluss auf die Neuroinflammation, die einen
Pathomechanismus in der Entstehung des IPS darstellt. Das Vorkommen aktivierter
Mikroglia und Astrozyten sowie die Lymphozyteninfiltration in post-mortem
Untersuchungen von Parkinson-Patienten ist bekannt (Hirsch et al. 2005). Die
Hemmung von Ca,1-Kanélen kann in vitro die Aktivierung der T-Zellen, Mastzellen
und Makrophagen verhindern (Bacon et al. 1989). Dies l&sst eine immunsuppressive

Wirkung vermuten.

Die spannungsabhéngigen Kalziumkandle (Ca,-Kanédle) o6ffnen sich  bei
Membrandepolarisation und lassen Kalzium entlang seines Konzentrationsgradienten in
die Zelle stromen. Das Kalzium wird dann (ber die Ca®*-ATPase und den
Na*/Ca?*-Austauscher in den Extrazelluldrraum oder in die Zellorganellen transportiert.
Durch das groRe transmembrantse Konzentrationsgefalle von Kalzium wird viel ATP

nach der Depolarisation benétigt, um die Konzentrationen intra- und extrazellular
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wieder herzustellen (Surmeier et al. 2010). Ca,-Kanéle werden in drei Subtypen
unterteilt: Ca,1 (L-Typ), Ca,2 (P-, N-, und R-Typ) und Ca,3 (T-Typ).

1.3.2.1 Ca,1-Kanéle (L-Typ-Kalziumkanale)

In den vulnerablen dopaminergen Neuronen der SNpc sind an der Depolarisation auch
L-Typ-Ca®*,-Kanale (spannungsabhangige L-Typ-Ca**-Kanale) vom Ca,1.3-Subtyp
beteiligt (Chan et al. 2007). Die robusteren Neurone der VTA, die beim IPS weniger
betroffen sind, benutzen Natriumkanéle bei der Depolarisation und sparen somit
Energie, da der Konzentrationsgradient von Natrium 100-fach geringer ist im Vergleich
zu Kalzium (Chan et al. 2009). Somit haben dopaminerge Neurone der SNpc einen
besonders hohen Energieverbrauch, was zu einer gesteigerten Produktion von freien

Radikalen fiihrt und somit zu ihrem vulnerablen Zustand beitragt.

Ca,1.3-Kandle haben die besondere Eigenschaft, dass sie sich schon bei einem
Membranpotential von ca. -60 mV 6ffnen und zu einem Einstrom von Kalzium in die
Zelle fuhren. Deshalb sind diese lonenkandle ausschlaggebend fiir die autonome
elektrische Aktivitat der Zellen. Dieser Mechanismus fiihrt zu einem massiven Einstrom
von Kalzium, davon ca. 20 % bei der langsamen spontanen Depolarisation und ca. 80 %
wahrend der Spitze des Aktionspotentials. Hemmung des Kalziumflusses in den
Neuronen flhrt zu keiner Veranderung in der Signalgebung der Zelle, was zeigt, dass es
ein robuster Mechanismus ist, der von mehreren lonenkanélen abhangig ist. Nur der
kombinierte Antagonismus von HCN- (hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-
gated cation channel) und Ca,l1.3-Kandlen hemmt die autonome Aktivitat der

dopaminergen Neurone (Guzman et al. 2009).

Aggregiertes a-Synuklein und zytosolisches Dopamin haben beide neurotoxische
Wirkungen, die durch die zelluldare Kalziumkonzentration beeinflusst werden.
Hemmung der Ca,1-Kanéle reduziert den durch zytosolisches Dopamin entstehenden
oxidativen  Stress. Uberexpression von o-Synuklein  fihrt zu  erhohten
Kalziumkonzentrationen in SH-SY5Y-Zellen (humane Neuroblastomzellen) durch
Ca,1-Kandle (Hettiarachchi et al. 2009). Umgekehrt beglnstigen erhohte intrazellulére

Kalziumkonzentrationen die Aggregation von a-Synuklein (Nath et al. 2011).

AuBerdem wurde in vitro und in vivo nachgewiesen, dass eine Hemmung der
Cay1.3-Kandle mit Isradipin den MPTP-induzierten Zellverlust im Mausmodell halbiert

und die Entstehung der motorischen Symptome verhindert. Ahnliche Ergebnisse
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wurden in den Rotenon- und 6-OHDA (6-Hydroxydopamin)-Parkinson-Tiermodellen
erzielt (Chan et al. 2007).

Neue klinische epidemiologische Studien unterstiitzen die Hypothese einer
neuroprotektiven Wirkung durch die Hemmung der Ca,1-Kanéle. Chronische Einnahme
von Kalziumkanalblockern reduziert signifikant das Risiko fir das IPS von einer odds
ratio von 1 auf 0,78 (Becker et al. 2008). Eine weitere Studie kam auf eine
Risikoreduktion von 27 % (Ritz et al. 2010).

1.3.2.2 Ca,3-Kandle (T-Typ-Kalziumkanéle)

Wie auch die Ca,1-Kanéle werden Ca,3-Kanéle nur im Soma und in Dendriten der
Neurone exprimiert. Im Gegensatz zu den anderen beiden Subtypen 6ffnet sich dieser
Kanal bei geringerer Depolarisationsspannung und ist u.a. verantwortlich fir einen

transienten Kalziumstrom tber die Membran (Hurley und Dexter 2012).

Erhohte Aktivitdt des NST in der Basalganglienschleife tragt zu den typischen
motorischen Symptomen bei Parkinson-Patienten bei (Lozano et al. 1998). Fiir die
Impuls-Signalgebung im NST werden T-Typ-Kalziumkanéle benétigt. Eine Blockade
dieser Kandle hemmt die Impulse des NST und mildert somit die motorische
Symptomatik bei Ratten im Parkinson-Tiermodell mit 6-OHDA ab (Tai et al. 2011).

Die Bedeutung der T-Typ-Kalziumkanale in der Pathogenese des IPS wird dadurch
bestétigt, dass die Hemmung dieser Kanéle mit Zonisamid eine gunstige Auswirkung
auf die Symptomatik von Parkinson-Patienten hat (Murata et al. 2007). Das
anti-konvulsive Medikament Zonisamid hemmt spannungsabhéngige Natriumkanéle
und die MAO-B und reduziert den Kalziumstrom selektiv an T-Typ-Kalziumkanéle
ohne L-Typ-Kalziumkanéle zu beeinflussen (Leppik 2004). Am MPTP-Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass Zonisamid den durch MPP*-induzierten Verlust
dopaminerger Neurone abmildern kann (Yano et al. 2009). Die neuroprotektive
Wirkung von Zonisamid l&sst sich nicht allein auf die Hemmung der MAO-B
zurlckfihren, aber es wird noch diskutiert, inwieweit die antioxidative Wirkung von
Zonisamid flr die Neuroprotektion verantwortlich ist (Murata 2010; Yano et al. 2009).

1.3.3 Rolle der Kaliumkanale

Auf den dopaminergen Neuronen der SNpc sind verschiedene Kaliumkanale (K*)

vorhanden, die auf das Uberleben der Zellen Einfluss nehmen. Hohe extrazelluldre
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Konzentrationen an Kalium depolarisieren die Zelle und fihren zu einem
Kalium-abhéngigen sekundaren oxidativen Stress durch die Freisetzung von Glutamat
(Douhou et al. 2001). In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen Kaliumkanéle

naher erlautert.

1.3.3.1 Adenosintriphosphat-sensitive Kaliumkanéle (Katp-Kanéle)

Katp-Kandle offnen sich, wenn intrazellular ein ATP-Mangel herrscht. Der Kanal
besteht aus der porenformenden Einheit (im Gehirn Kir6.2) und der regulativen
Sulfonylharnstoffrezeptor-1-Einheit (SUR1), sogenannte ,,metabolische Sensoren, da
sie bei Energiemangel aktiv werden (Liss et al. 1999). Das flihrt zum Kalium-Einstrom

und somit zur Hyperpolarisation der Zelle.

Hemmung des Komplexes | der Atmungskette, ATP-Mangel sowie erhéhter oxidativer
Stress fiihren zur Offnung der Katp-Kanéle (Liu und Gutterman 2002; Liss et al. 1999;
Avshalumov et al. 2005). So kdnnen getffnete Karp-Kanéle zur Vulnerabilitat der
dopaminergen Neurone in der SNpc beitragen. Behandlung mit MPP* fihrt zur
tonischen Hyperpolarisation und zum Sistieren der autonomen Spontanaktivitat der
mesostriatalen dopaminergen Neurone in der SNpc von adulten Mé&usen (Liss et al.
2005). Diese induzierte Hyperpolarisation wurde durch die Superoxid-Dismutase
(SOD), ein Enzym, das Superoxid-Anionen in H,O, umwandelt, verhindert. Dies deutet
darauf hin, dass ROS die Aktivierung von Katp-Kanélen auslésen. So wurde auch
gezeigt, dass mitochondriale ROS Kartp-Kanéle 6ffnen kénnen, auch wenn die ATP-
Konzentration nur leicht gesunken ist (Bao et al. 2005; Michel et al. 2007).

Im Gegensatz dazu waren die dopaminergen Neurone des ventralen Tegmentums
(VTA) nicht von einer Komplex I-Inhibition durch MPP™ betroffen, obwohl sie die
gleichen Katp-Kandle besitzen (Liss et al. 2005). Die geringere Vulnerabilitat der
VTA-Neurone ist auch ein Merkmal des IPS. Milde Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung durch das entkoppelnde Protein (Uncoupling Protein 2, UCP2)
reduziert die Menge der ROS und behindert nicht die ATP-Produktion. Bei starker
Aktivitat des lonenkanals wird die Energie, die Uber die Atmungskette produziert wird,
nicht in ATP, sondern in Wé&rme umgewandelt. In den dopaminergen Neuronen der
SNpc schitzt eine milde Entkopplung vor der Komplex I-Hemmung. Im Gegensatz
dazu weisen die dopaminergen Neurone des VTA an sich schon eine leichte
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung auf und reduzieren so die Produktion an

ROS, was die Aktivierung der Katp-Kandle nach Komplex I-Hemmung verhindert (Liss
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et al. 2005). Eine Uberexpression von UCP2 in Neuronen erwies sich als neuroprotektiv
gegeniber einer Behandlung mit MPTP (Conti et al. 2005).

Eine Hemmung des Katp-Kanals mit Glibenclamid erwies sich als neuroprotektiv. So
wurde das Uberleben der dopaminergen Neurone nach MPTP- und Glibenclamidgabe
deutlich verbessert im Vergleich zur alleinigen MPTP-Gabe. Diese Wirkung wird aber
indirekt erreicht durch eine Hemmung des Gliazellen-Neuronen Signalweges, der in

einer Storung der zelluldaren Kalziumhomdostase endet (Toulorge et al. 2010).

1.3.3.2 Weitere Kaliumkanale

Kalzium-aktivierte Kaliumkandle (SK-Kanéle) spielen eine grofle Rolle in der
Spontanaktivitat der dopaminergen Neurone, indem sie die Hyperpolarisation
kontrollieren (Ji et al. 2009). Deren Hemmung wirkt neuroprotektiv auf dopaminerge
Neurone und verhindert das spontane Sterben der Neurone in Kultur (Salthun-Lassalle
et al. 2004). SK-Kanale 6ffnen sich durch eine Bindung von Kalzium an Calmodulin.
Eine Veranderung der Affinitdt von Kalzium an den SK-Kanal veréndert die Frequenz
der autonomen Aktivitat und lasst vermuten, dass diese Kanéle an der synaptischen
Plastizitat beteiligt sein kénnen (Ji et al. 2009).

A-Typ K'-Kanale werden durch GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor)
gehemmt. GDNF wirkt neuroprotektiv auf dopaminerge Neurone nach Behandlung mit
dem Neurotoxin 6-OHDA (Choi-Lundberg et al. 1997). Die neuroprotektive Wirkung
lasst sich zum einen auf die erhohte Erregbarkeit der Neurone durch GDNF
zuriickfiihren (Yang et al. 2001), die durch die Hemmung der A-Typ K'-Kanile
entsteht. Zum anderen wird der schutzende Effekt von GDNF (ber einen alternativen
NF-kB Signalweg vermittelt (Sun et al. 2012).

Der Kir3.2-Kanal (G protein-gated inwardly rectifying K* channel 2, GIRK2) reguliert
die Erregbarkeit der Membran durch einen Kaliumausstrom im Ruhepotential
(Wickman und Clapham 1995). Die weaver-Mutation stort die normale Funktion des
Kanals und flhrt zur Degeneration der dopaminergen Neurone in der SNpc (Patil et al.
1995). Ca. 25 % dieser Neurone konnen in der weaver-Maus durch eine Inaktivierung
des Katp-Kanals gerettet werden (Liss et al. 2005), was vermuten lasst, dass

Hyperpolarisation im Pathomechanismus des Zelluntergangs eine Rolle spielt.
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1.4  Ziele der Arbeit

Die Suche nach neuroprotektiven Substanzen in der Therapie des IPS ist seit vielen
Jahren aktuell, da trotz neuer Erkenntnisse Uber die Pathogenese eine kurative Therapie
noch nicht entwickelt werden konnte. Eine Reihe von Mechanismen spielen bei der
Entstehung des IPS eine Rolle. Besonders auffallig ist die Bedeutung der lonen wie
Kalzium und Kalium beim Uberleben der dopaminergen Neurone. Ein massiver
Kalziumeinstrom in die Zelle und somit auch in die Mitochondrien fuhrt zum
Kollabieren des mitochondrialen elektrochemischen Protonengradienten, der flr die
Funktion der Atmungskette von sehr grolRer Bedeutung ist. Durch erhohte
Kalziumkonzentration in den Mitochondrien resultiert eine erhdhte Produktion an ROS
(Gleichmann und Mattson 2011). ROS aktivieren wiederum Kalziumkandle, was zum
Kalziumeinstrom in die Zelle fuhrt, und schlieBlich im apoptotischen Zelluntergang der
Zelle endet (Wang und Michaelis 2010). Hemmung des Komplexes | der Atmungskette,
ATP-Mangel, erhohter oxidativer Stress sowie eine erhohte Konzentration an ROS
fihren zur Offnung der Katp-Kanale (Liu und Gutterman 2002; Liss et al. 1999;

Avshalumov et al. 2005) und damit zur Hyperpolarisation der Zelle.

Das Protein Ghrelin besitzt eine nachgewiesene neuroprotektive Wirkung und unsere
Versuche dieser Arbeit zielten auf die Beantwortung folgender Fragen:

1) Wirkt Ghrelin in den von uns angewandten Zellkulturmodellen neuroprotektiv,

und ist diese Wirkung auf die acylierte Form beschrénkt?
2) Wirkt Ghrelin nur neuroprotektiv gegeniiber MPP™ oder auch gegeniiber 3-NP?

3) Spielen verschiedene lonenkanéle bei der neuroprotektiven Wirkung von

Ghrelin eine Rolle?

4) Setzt eine mogliche neuroprotektive Wirkung der nicht-acylierten Form des

Ghrelins eine Umwandlung in die acylierte Form voraus?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

(+)-MK 801 hydrogen maleate
(Des-octanoyl)-Ghrelin (mouse,rat), triflouracetate salt
[D-Lys’]-GHRP-6

3-Nitropropionic acid

B-27 Serum-Free Supplement 50X liquid

Cytarabine

Diazoxide

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 1 X

Fetal Bovine Serum Standard Quality

Flunarizin dihydrochloride

Fomaldehyde solution, ACS reagennt, 37wt% in H20
Ghrelin (mouse, rat) triflouracetate salt

Glycerol, 99,5+%, A.C.S. reagent

GO-Tat-CoA

Horse Serum, Heat inactivated, Sterile-filtered
L-Aspartic acid

L-Gluatmic acid

L-Glutamine

MPP" lodid

Neurobasalmedium 1X liquid

Nicardipine hydrochloride
Poly(ethyleneimine)solution 50% (w/v) in water
Thimerosal, minimum 97% HPLC

Triton X-100
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Hersteller
Sigma
Bachem
Tocris
Sigma
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
PAA
Sigma
Sigma
Bachem
Sigma
Phoenix
Pharmaceuticals
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Artikel Nummer
M107-5MG
H-6264

1922

N5636-1G
17504-044
C1768-100MG
D9035-250MG
D6046
14190-136 1000 mL
Al11-101
F8257-1G
25,254-9

H-4862
G7893-500 mL
032-37

H1138-500 mL
A9256-100G
G1251-100G
G8540-25G
D048
21109-049
N7510-1G
P-3143-100 mL
T5125-10G
X100-500 mL



2.1.2 Antikorper

Bezeichnung

Alexa-Fluor® 488 donkey anti-goat 1gG ( H+L)
AlexaFluor® 647-conjugated Streptavidin

Anti-NeuN, clone AG60, biotin-conjugated monoclonal

Antibody

Anti-Tyrosine Hydroxylase, host: rabbit
Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit
(H+L)

GHS-R1a (F-16) sc-10359 goat polyclonal 1gG

2.1.3 Glas und Plastikware
Bezeichnung

10 I XL, graduated tip, max. Vol 20 pl sterile
10 ml in 1/10 ml Serological pipette

1000 pl Pipettenspitze

5 ml in 1/10 ml Serological pipette

Cellstar® 24 well cell culture plate sterile, w/ lid
Cryopure Tube 1,8 ml mix.colour

Filtropur V25 0.2, 250 ml Vacuum Filter
Nunclon™ Surface 6 well culture plate

Tube 15 ml, 120x17 mm, PP

Tube 50 ml, 115x28 mm, PP

2.14 Gerate
Bezeichnung

AC 260/240V 50/60Hz 625W
Camera Controller

Ebg 100 isolated

Function line Incubator
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Hersteller
Invitrogen
Invitrogen

Millipore

Millipore
Jackson
Immuno
Research
Santa Cruz

Biotechnology

Hersteller
StarLab
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Greiner bio-one
Sarstedt
Sarstedt
Nunc
Sarstedt
Sarstedt

Hersteller
Heidolph
Hamamatsu
Leistungselektronik
Jena

Heaus instruments

Artikel Nummer
A11055
016-600-084
MAB377B

AB 152; LV1770323
111-165-003

HO0811

Artikel Nummer
51180-3810
86.1254.001
70.762
86.1253.001
662-160
72.379.992
83.1822.001
140675
62.554.512
62.559.001

Artikel Nummer
MR3001
C4742-95

L 18410801

22020715
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Leica DM IRB Leica 888212
Microsystems 237143
Wetzlar GmbH
Thermo Scientific Megafuge 1.0R Heraeus 30028067
Ultra Basic pH Meter Denver Instrument  902379.1 Rev.A
Wild M3Z Heerbrugg Switzerland Type-S Wild Heerbrugg

2.1.5 Verwendete Losungen und deren Herstellung

Neurobasal-Medium

- Gibco Neurobasal-Medium 1x liquid
- 0,5mM L-Glutamin

- 0,025 mM Glutamat/Aspartat

- 1xB-27

- 5% FBS (hitzeinaktiviert)

- 1x Penicillin/Streptomycin

- Steril filtrieren (0,2 Filter)

0,6% Glukose

- Stock: 30 g D-Glukose in 70 g destilliertes Wasser = 30 % Glukose
- 10 ml 30 % Glukose in 490 ml 1x Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS)
- Steril filtrieren (0,2 Filter)

Polyethylenimine (PEI)

- 14,4 g Sodium tetraborate deca hydrate (99,5-105,0 %) auf 1 | destilliertes
Wasser

- 2 g Poly(ethyleneimine)solution 50 %

- pH mit HCI auf 8,3 einstellen

- 2 Mal steril filtrieren (0,2 Filter)

3,7% Formaldehyd

- 1/10 Verdinnung von 37 % Formaldehyd in PBS
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung primarer mesencephaler Neurone

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Function line-
Werkbank durchgefiihrt. Die Zellkulturen wurden in einem CO,-begasten Brutschrank
(5 % CO,) bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Zellen wurden in 24-well
Platten (Greiner Bio-one) kultiviert und als Nahrmedium diente Neurobasal-Medium

(Gibco) mit entsprechenden Zutaten (s. 2.1.3).
2.2.1.2 Vorbereitung der Platten

24-well Platten (die 16 inneren wells) wurden am Vortag mit 400 pl PEI beschichtet
und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die beschichteten wells
vier Mal mit 500 pul Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 1 X (PBS) gewaschen und
500 ul PBS in den wells belassen.

2.2.1.3 Herstellung der priméaren Zellkultur

Weibliche, E15 tréchtige Wistar-Ratten von Janvier wurden in einer CO-Kammer
getotet. Nach Desinfektion mit 70 %igem Alkohol wurde die Bauchhdhle eréffnet. Mit
Hilfe von zwei mit 70 % Alkohol desinfizierten Pinzetten (Dumont #7, FST) wurden
die einzelnen Fruchtblasen aufgetrennt, die Embryos entnommen und in 20 ml 0,6 %
Glukose in einem 50 ml Réhrchen aufbewahrt. Um das Mesencephalon zu dissezieren,
wurde das Wild M3Z Heerbrugg Switzerland Type-S Mikroskop verwendet und als
Unterlage diente eine 6-well Platte. Zundchst wurden mit Hilfe einer spitzen Pinzette
die schon vorhandenen knorpeligen Anteile der Schadeldecke, die Dura mater und Teile
der Arachnoidea mater entfernt, um dann das Mesencephalon zu entnehmen und es in

2 ml 0,6 % Glukose in einem 15 ml R6hrchen aufzubewahren.
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Abb. 8  Dissektion des Mesencephalons.

Durch Pipettieren wurden die Zellen untereinander geldst. Danach wurden 5 ml 0,6 %
Glukose hinzugeflgt und 5 Minuten abgewartet. Von den 7 ml wurden die oberen 5 ml
in ein zweites 15 ml Rohrchen pipettiert. Es wurden die letzten beiden Schritte
wiederholt (auf 7 ml auffillen, warten und die oberen 5 ml abpipettieren). Das
Réhrchen mit 10 ml Inhalt wurde mit 800 rpm und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten
zentrifugiert. Aus den vorbereiteten wells wurde das PBS entnommen und jeweils
500 pul Neurobasal-Medium in die wells pipettiert. Im Durchschnitt enthielt ein well
2.627 £ 228 TH-positive und 347.893 £ 21,457 NeuN-positive Zellen. Die Platten

wurden nun im Brutschrank sieben Tage lang kultiviert und behandelt.
2.2.1.4 Kultivierung und Behandlung der Zellen

An DIV 1 (days in vitro) erfolgte ein Mediumwechsel mit 350 pl Neurobasalmedium
und an DIV 2 wurden AraC (2 cytarabine) und MK 801 ((+)-5-methyl-10,11-dihydro-
5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate) in einer Konzentration von
jeweils 2 uM hinzugefugt. Bei einer zusétzlichen Behandlung mit dem GHS-Rla-
Antagonisten erfolgte an DIV 2 ein Mediumwechsel und die Zugabe von
[D-Lys’]-GHRP-6 mit einer Endkonzentration von 0,9 uM. An DIV 3 erfolgte ein
weiterer Mediumwechsel mit 350 pl Neurobasalmedium und Ghrelin (acyliertes und
nicht-acyliertes Ghrelin) wurde in verschiedenen Konzentrationen hinzugeflgt
(0,001 nM, 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM und 10 nM). Bei einer Behandlung mit Diazoxid,
Nicardipin oder Flunarizin erfolgte diese zeitgleich mit der Hinzugabe von Ghrelin. Die
Behandlung mit dem GOAT Inhibitor fand eine Stunde vor der Behandlung mit Ghrelin
statt. An DIV 4 wurden 100 pM 3-Nitropropionséaure oder 3 uM MPP* (1-methyl-4-
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phenylpyridinium) hinzugefugt. Ein kompletter Mediumwechsel erfolgte an DIV 6 und
an DIV 7 wurden die Zellen mit 400 pl 3,7 % Formaldehyd fir 20 Minuten fixiert,
gefolgt von 3 Waschvogangen mit PBS. AnschlieRend wurden 500 pl PBS in den wells
belassen.

Tabelle 2 Kultivierung und Behandlung der Zellen.

DivV1 Mediumwechsel mit 350 pl Neurobasalmedium

DIV 2 Zugabe von 10 pl AraC (100 puM) und 10 pl MK-801 (100 puM)
-> Endkonzentration: jeweils 2 uM

Ggf. Behandlung mit GHS-R1a:

Mediumwechsel (350 pl) mit gleichzeitiger Zugabe von

- [D-Lys’]-GHRP-6: 5pul von 90puM Stocksolution (gelést in
destilliertem Wasser)
- Endkonzentration: 0,9 uM

DIV 3 Mediumwechsel (350 ul) mit gleichzeitiger Zugabe von Ghrelin:

- Stocksolution; 100 uM (geldst in Glycerin und destilliertem Wasser
(1:1), weitere Verdiinnungen auch in destilliertem Wasser)
o 10 nM: 1 pl der 1:20 Verdiinnung
o 1 nM: 10 pl der 1:2000 Verdiinnung
o 0,1 nM: 1 plder 1:2000 Verdlnnung
o 0,01 nM: 10 pl der 1:200000 Verdinnung
o 0,001 nM: 1 ul der 1:200000 Verdiinnung

Ggf. Behandlung mit

- Diazoxid: 2,5 mM Stocksolution mit 2 % 10 N NaOH und destilliertem
Wasser herstellen, dann 1:2 mit destilliertem Wasser verdiinnen, 5 pl
davon - Endkonzentration: 12,5 uM

- Flunarizin: 0,125 mM Stocksolution mit destilliertem Wasser
herstellen, 10 pl davon > Endkonzentration: 2,5 uM

- Nicardipin: 0,25 mM Stocksolution in destilliertem Wasser herstellen,
6 pl davon - Endkonzentration: 3 uM

Ggf. Behandlung mit GOAT-Inhibitor GO-CoA-Tat:
- 0,5 mM Stocksolution herstellen: 100 ug GO-CoA-Tat + 2 ul DMSO +
53 pl destilliertes Wasser

- Eine Stunde vor der Ghrelinzugabe: Mediumwechsel mit 250 pl und
Zugabe von 6 ul der Stocksolution - Endkonzentration: 6 UM

DIV 4 Zugabe von 10 pl 3-NP (5mM) bzw. 6 ul MPP* (0,25 mM), gel6st in
destilliertem Wasser

- Endkonzentration: 100 uM 3-NP; 3 uM MPP”

DIV 5
DIV 6 Kompletter Mediumwechsel mit 500 pl Neurobasalmedium
DIiv7 Fixieren mit 400 ul 4 % PFA flr 20 Minuten, dann 2 Waschvorgange mit PBS
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2.2.2 Immunhistochemie
2.2.2.1 Anti-Tyrosinhydroxylase (Anti-TH)

Primérer AntikOrper: Anti-TH Rabbit (Millipore) 1/5000

- 6% Horse Serum
- 0,02 % Thimerosal
- 0,2% Triton X

Sekundéarer Antikorper: Cy3 Goat Anti-Rabbit (Jackson Immuno Research) 1/500

- 5% Hose Serum

Nach Entnahme des PBS wurden jeweils 270 ul des priméren Anti-TH rabbit-
Antikorpers in die wells pipettiert und 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der
primére Antikdrper wieder entnommen, zweimal mit PBS gewaschen und 270 pl des
sekundéren Cy3 Goat Anti-Rabbit-Antikdrpers dazugegeben und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der sekundare Antikorper wurde entnommen, es wurde

viermal mit PBS gewaschen und 500 pl PBS in den wells gelassen.
2.2.2.2 Anti-NeuN (Neuronal Neuclei)

Primérer AntikOrper: NeuN-biotinated (Millipore) 1/100

- 6 % Horse Serum
- 0,02 % Thimerosal
- 0,2% Triton X

Sekundéarer Antikorper: Alexa Fluor 647-conjugated Streptavidin (Jackson Immuno
Research) 1/300

- 5% Hose Serum

Jeweils 270 pl des primdren NeuN-biotinated-Antikdrpers wurden in die wells pipettiert
und 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der primére Antikorper wieder

entnommen, zweimal mit PBS gewaschen und 270 ul des sekundaren
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Alexa Fluor 647-conjugated Streptavidin-Antikorpers dazugegeben und fir 40 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Der sekundare Antikdrper wurde entnommen, es wurde

viermal mit PBS gewaschen und 500 pul PBS in den wells gelassen.
2.2.2.3 Anti-Growthhormone Secreatogue Rezeptor la

Primérer AntikOrper: Anti-GHS-R1a 1/250

- 6% Horse Serum
- 0,02 % Thimerosal
- 0,2% Triton X

Sekundarer Antikorper: Alexa-Fluor® 488 donkey anti-goat 19G ( H+L)

- 5% Hose Serum

Jeweils 270 pl des primaren GHS-R1a-Antikorpers wurden in die wells pipettiert und
24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der primére Antikorper wieder
entnommen, zweimal mit PBS gewaschen und 270 ul des sekundéaren Alexa-Fluor®
488 donkey anti-goat lgG-Antikorpers dazugegeben und fir 40 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der sekundare Antikorper wurde entnommen, es wurde

viermal mit PBS gewaschen und 500 pl PBS in den wells gelassen.

2.2.3 Mikroskopische Auswertung
Zum Mikroskopieren wurde das Leica DM IRB Fluoreszenzmikroskop mit dem
Fluoreszenzlicht Ebgq 100 isolated verwendet. Es wurde mit einer 20-fachen

VergroRerung mikroskopiert.

2.2.3.1 Tyrosinhydroxylase-positive Zellen

Zum Auswerten der TH-positiven Zellen wurden die geféarbten, lebenden Neurone
gezéhlt. Aufgrund des Cy3 sekundaren Antikorpers wurde Fluoreszenzlicht mit einer
Wellenlange von ca. 550 nm (gruin) benutzt. Pro well entstanden 15 auf der Mittellinie
liegende Blickfelder, von denen die inneren 13 ausgezahlt wurden. Die Blickfelder am

Ober- und Unterrand wurden ausgelassen (siehe Abb. 9a).
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2.2.3.2 Neuronal Neuclei-positive Zellen

Zum Auswerten der NeuN-positiven Zellen wurde Fluoreszenzlicht mit einer
Wellenldnge von ca. 650 nm (rot) genutzt. Es wurden pro well jeweils vier Fotos von
vier verschiedenen auf der Mittellinie liegenden Blickfeldern mit der Kamera
Hamamatsu gemacht (siehe Abb. 9b). Zum Aufnehmen der Fotos wurde das Programm

SimplePCI verwendet. Ausgewertet wurden die Fotos mit Hilfe des Programms ImageJ.

Abb.9  Auszéhlen der Zellen. a) TH-positive Zellen b) NeuN-positive Zellen.

2.2.3.3 GHS-R1a-positive Zellen

Das Fluoreszenzlicht mit einer Wellenldange von ca. 495 nm (zyan) wurde zur
Auswertung der GHS-R1a-positiven Zellen verwendet. Mit dem GHS-R1a-Antikorper
wurden einige wells gefarbt, um eine qualitative und keine quantitative Aussage zu

treffen.

2.3  Statistik

Die Ergebnisse wurden in einer Excel Tabelle zusammengefasst und es wurden
Mittelwerte = Standard error of the mean (S.E.M.) fur jeweils mindestens drei
unabhangige Experimente errechnet. Fir die statistische Auswertung erfolgte ein one-
way ANOVA mit einem post-hoc Dunnett Test zum Vergleich der Versuchsgruppen
mit der Kontrollgruppe oder einem post-hoc Holm-Sidak Test zum paarweisen

Vergleich. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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3 ERGEBNISSE

3.1  Wirkung von Ghrelin auf eine Hemmung des Komplexes | durch
MPP*

Zunéachst Uberpriften wir, ob wir den neuroprotektiven Effekt von Ghrelin gegentiber
MPP* unter unseren Bedingungen reproduzieren konnten. Dazu verwendeten wir
verschiedene Konzentrationen an acyliertem (AG) und nicht-acyliertem Ghrelin (UAG).
Die Uberpruften Konzentrationen waren 0,001 nM, 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM und 10 nM.

3.1.1 Acyliertes Ghrelin

Eine alleinige Behandlung mit MPP* fiinrte zu einem Verlust an TH-positiven
Neuronen von ca. 80 % (22,38 + 3,17 % Uberleben im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen). Dieser Zellverlust konnte durch eine Behandlung mit AG verhindert
werden. Statistisch signifikant war eine Behandlung mit 0,1 nM AG (*p <0,05):
38,74 £ 4,72 % der dopaminergen Neurone Uberlebten. Nicht statistisch signifikante
Effekte ergaben die Behandlungen mit 0,001 nM, 0,01 nM, 1nM und 10 nM AG
(24,86 + 5,04 % bei 0,001 nM; 23,28 + 3,26 % bei 0,01 nM; 34,65 + 4,59 % bei 1 nM,;
19,97 + 5,17 % bei 10 nM). Veranschaulicht wird dies in Abb. 10a.

3.1.2 Nicht-acyliertes Ghrelin

In den Versuchen mit UAG (iberlebten nach einer alleinigen Behandlung mit MPP* nur
20,84 £ 3,22 % der TH-positiven Zellen im Vergleich zu den Kontrollen. Auch eine
Behandlung mit UAG verminderte diesen Zellverlust. UAG wirkte mit statistischer
Signifikanz (*p <0,05) neuroprotektiv auf die dopaminergen Neurone bei einer
Konzentration von 1nM (38,85+5,21 % Uberleben der TH-positiven Zellen im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen). Behandlungen mit 0,001 nM, 0,01 nM,
0,1nM und 10nM wiesen keine statistische Signifikanz auf (13,63 +2,41 % bei
0,001 nM; 17,97 + 4,13 % bei 0,01 nM; 31,13 + 3,37 % bei 0,1 nM; 31,04 £ 6,23 % bei
10 nM). In Abb. 10b werden die Ergebnisse graphisch dargestellt.
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Abb. 10  Neuroprotektive Wirkung von AG und UAG gegeniiber MPP*. a) AG schiitzte signifikant
vor dopaminergem Zellverlust durch MPP™ bei einer Konzentration von 0,1 nM
(38,74 £ 4,72 %) b) Bei einer Konzentration von 1 nM schitzte UAG signifikant vor dem
dopaminergen Zellverlust durch MPP* (38,85 5,21 %), *p <0,05 verglichen mit der
alleinigen Behandlung mit MPP™,

3.1.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung und Zellmorphologie

Zusammengefasst ergaben die Ergebnisse eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, die in
Abb. 11 dargestellt wird. AG zeigte die héchste neuroprotektive Wirkung bei 0,1 nM,
UAG bei einer 10-fach héheren Konzentration von 1 nM. Ab einer Konzentration von
10 nM und unter einer Konzentration von 0,1 nM waren beide Formen von Ghrelin

nicht neuroprotektiv.

=2
o
]

(3.,
o
1

H
(=]
1

N
o
1

—e— UAG
—o— AG

TH pos Zellen / well [% der Kontrolle]
- w
=) S
1 1

o

T T T T T T 1

0 0.001 0.01 0.1 1 10
Ghrelinkonzentration in [nM]

Abb. 11 Dosis-Wirkungs-Beziehung von AG bzw. UAG. Das Wirkungsmaximum von AG lag bei
0,1 nM, bei UAG bei 1 nM, *p < 0,05 verglichen mit der alleinigen Behandlung mit MPP™.
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Nach einer Behandlung mit MPP* nahm nicht nur die Zellzahl ab, sondern auch die
Anzahl der Dendriten. Die noch lebenden dopaminergen Neurone hatten deutlich
weniger Dendriten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieser Verlust konnte durch die
Gabe von AG und UAG reduziert werden (siehe Abb. 12).

Kontrolle

a)

MPP*/1nM UAG MPP*/ 0,1 nM AG

Abb. 12 TH-positive Zellen.

3.2 Einfluss von Glycerin

Da das Protein Ghrelin in 50 %igem Glycerin gel6st war, Uberpriften wir im Vorfeld,
ob Glycerin selbst einen Einfluss auf das Uberleben der Neurone hat und neuroprotektiv
gegeniiber MPP* wirkt. Eine Behandlung mit 100 nM, 10 nM und 1 nM des 50 %igen
Glycerins beeinflusste das Uberleben der dopaminergen Neurone nicht. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe (berlebten 112,02 £5,19 % bei Behandlung mit 100 nM des
50 %igen Glycerins, 109,0 £5,2% bei 10 nM und 91,95+ 7,61 % bei 1 nM (siehe
Abb. 13)
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Abb. 13  Einfluss von Glycerin auf dopaminerge Neurone. Die Behandlung mit 50 % Glycerin
beeinflusste nicht das Uberleben der dopaminergen Neurone.

Gegeniiber einer Behandlung mit MPP™ wirkte 50 %iges Glycerin nicht neuroprotektiv.
Die alleinige Zugabe von MPP" fiihrte zu einem Zelltod von ca. 65 %. Es (iberlebten
34,18 £ 4,20 % der dopaminergen Neurone im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die bei
der Behandlung mit AG und UAG sich als neuroprotektiv erwiesene Konzentration von
0,1nM bzw. 1nM untersuchten wir hinsichtlich der Wirkung wvon Glycerin.
Konzentrationen von 0,01 nM, 0,1 nM und 1 nM des 50 %igen Glycerins zeigten keine
protektive Wirkung auf die dopaminergen Neurone bei einer simultanen Behandlung
mit MPP*. Es uiberlebten 40,51 + 5,18 % der Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
bei 0,01 nM Glycerin, 44,09 £ 4,9 % bei 0,1 nM Glycerin und 33,27 + 6,19 % bei 1 nM
Glycerin (siehe Abb. 14). Somit flhrte die Behandlung von 50 %igem Glycerin und

MPP" zu einem signifikanten Zuwachs des Zelltodes im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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C 0 0,01 nM 0,1 nM 1nM
50 % Glycerin

Abb. 14  Glycerin besitzt keine neuroprotektiven Eigenschaften gegeniiber MPP. Die Behandlung
mit 0,01 nM, 0,1 nM und 1 nM des 50 %igen Glycerins wirkte nicht neuroprotektiv auf die
TH-positiven Zellen gegeniiber einer Behandlung mit MPP*. Die alleinige Behandlung mit
MPP* sowie die simultane Behandlung mit MPP* und 0,01 nM, 0,1 nM bzw. 1 nM Glycerin
fiihrten zu einem signifikanten Zelltod im Vergleich zur Kontrollgruppe (*p < 0,05).
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3.3 Wirkung von Ghrelin auf eine Hemmung des Komplexes Il
durch 3-NP

Es stellte sich die Frage, ob die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin fir eine
Hemmung des Komplexes | sowie fiir dopaminerge Neurone spezifisch ist. Deshalb
untersuchten wir die Wirkung von Ghrelin auf eine Hemmung des Komplexes Il durch

3-NP in Bezug auf das Uberleben TH-positiver und NeuN-positiver Zellen.

3.3.1 TH-positive Zellen

Wie auch bei den Versuchen mit MPP" wiesen beide Ghrelinformen bei einer
Behandlung mit 3-NP eine neuroprotektive Wirkung auf die dopaminergen Neurone
auf. Unter 3-NP (berlebten 46,80 £ 4,42 % der TH-positiven Zellen (siehe Abb. 15).
Analog zu den obigen Ergebnissen hatte AG sein Wirkungsmaximum bei 0,1 nM
(78,89 + 4,94 %; #p < 0,05) und UAG bei 1 nM (71,23 + 7,17 %; #p < 0,05).
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20
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c 0 0.1 nM 1nM
AG UAG

Abb. 15 Neuroprotektive Wirkung auf dopaminerge Neurone von AG und UAG gegenliber 3-NP.
Eine Behandlung mit 0,1 nM AG und 1 nM UAG filhrte zu einem statistisch signifikant
hoheren Uberleben der TH-positiven Zellen (78,89 +4,94% bei 0,1nM AG und
71,23 £7,17 % bei 1 nM UAG), *p < 0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe, #p < 0,05 im
paarweisen Vergleich.

3.3.2 NeuN-positive Zellen

Im Gegensatz zu MPP* wird 3-NP nicht nur von dopaminergen Neuronen, sondern von
allen neuronalen Zellen aufgenommen. Ist die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin
gegeniiber einer Hemmung des Komplexes Il abhéngig vom neuronalen Phanotyp?
Dafiir ergab sich in den durchgefiihrten Experimenten kein Anhalt. Nach einer
Behandlung mit 3-NP Uberlebten 66,41 = 3,25 % der NeuN-positiven Neurone (siehe
Abb. 16 und 17). Die Auswertung ergab eine statistische Signifikanz der
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neuroprotektiven Wirkung bei einer Behandlung mit 0,1 nM AG (101,18 + 7,51 %j;
#p < 0,05) und 1 nM UAG (83,84 + 4,68 %); #p < 0,05).
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Abb. 16  Neuroprotektive Wirkung auf NeuN-positive Neurone von AG und UAG gegenlber
3-NP. Bei einer zusétzlichen Behandlung mit 0,1 nM AG stieg das Zelliberleben auf
101,18 £ 7,51 % an. Bei einer Gabe von 1 nM UAG (Uberlebten 83,84 + 4,68 % der NeuN-
positiven Zellen. *p < 0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe, #p < 0,05 im paarweisen
Vergleich.
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Abb. 17  NeuN-positive Zellen.
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3.4  Abhéangigkeit der neuroprotektiven Wirkung von

Kalziumkanalen
Ist die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin abhéngig von Kalziumkanélen? Und wenn
ja, von welchen? Deswegen wurden die T-Typ und L-Typ-Kalziumkanale selektiv

blockiert und die Wirkung von Ghrelin Gberpruft.

3.4.1 T-Typ-Kalziumkanale

Flunarizin, ein T-Typ-Kalziumkanalblocker, zeigte bei einer Konzentration von 2,5 uM
keine neuroprotektive Wirkung auf TH-positive (33,95 £ 4,30 %: Behandlung mit 3-NP
und 2,5uM Flunarizin; 25,96 + 4,58 %: alleinige Behandlung mit 3-NP) oder
NeuN-positive Zellen (73,53 + 5,57 %: Behandlung mit 3-NP und 2,5 uM Flunarizin;
71,83 £ 5,71 %: alleinige Behandlung mit 3-NP). Bei einer simultanen Behandlung mit
2,5 UM Flunarizin und Ghrelin wurde die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin nicht
abgeschwacht. Die gewahlte Konzentration des Flunarizins wurde an Versuche aus der
Literatur angelehnt (Salthun-Lassalle et al. 2004).

Bei einer Behandlung mit 0,1 nM AG (uberlebten 56,66 + 6,0 % der dopaminergen
Neurone. Die Hinzugabe von Flunarizin flihrte zu einem Zelluberleben von
51,67 £ 7,03 %. Analog dazu Uberlebten 42,95 £ 2,62 % der TH-positiven Neurone bei
Hinzugabe von 1nM UAG und 56,38 £ 6,73 % bei zusatzlicher Behandlung mit
Flunarizin (siehe Abb. 18).

Die Auswertung der NeuN-positiven Zellen ergab entsprechende Ergebnisse:
82,32+ 3,24 % der Zellen (berlebten bei einer Behandlung mit 0,1 nM AG und
92,38 + 3,03 % Uberlebten bei einer kombinierten Behandlung mit 0,1 nM AG und
Flunarizin. Analog dazu verdnderte auch eine simultane Behandlung mit 1 nM UAG
und Flunarizin das Uberleben der NeuN-positiven Zellen nicht (sieche Abb. 19,
Zelluberleben im Vergleich zur Kontrolle: 1 nM UAG: 95, 22 £ 7,07 %; 1 nM UAG +
Flunarizin: 97,37 = 5,38 %).

Daraus kann gefolgert werden, dass die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin auf TH-

positive und NeuN-positive Zellen nicht von T-Typ-Kalziumkanélen abhangig ist.
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Abb. 18 Wirkung von Flunarizin auf dopaminerge Neurone. Die Behandlung von 2,5 pM
Flunarizin und 3-NP fiihrte nicht zu einem vermehrten Zelliiberleben im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit 3-NP. Die Hinzugabe wvon Flunarizin schwéchte die
neuroprotektive Wirkung von AG und UAG nicht ab, sodass die Behandlung von AG bzw.
UAG + Flu + 3-NP weiterhin statistisch signifikant erhdhtes Zelltberleben im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit 3-NP hatte (#p < 0,05). Flu = Flunarizin, *p < 0,05 verglichen mit
der Kontrollgruppe, #p < 0,05 im paarweisen Vergleich.
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Abb. 19 Wirkung von Flunarizin auf NeuN-positive Neurone. Auf NeuN-positive Zellen hatte
Flunarizin keinen neuroprotektiven Einfluss. Die simultane Behandlung der Zellen mit
AG/UAG und Flunarizin schwéachte die Ghrelinwirkung nicht ab: a) Behandlung mit 0,1 nM
AG b) Behandlung mit 1 nM UAG. Flu = Flunarizin, *p <0,05 verglichen mit der
Kontrollgruppe, #p < 0,05 im paarweisen Vergleich.

3.4.2 L-Typ-Kalziumkanale

Eine Hemmung des L-Typ-Kalziumkanals mit 3 pM Nicardipin erwies sich nicht als
neuroprotektiv gegeniber einer Behandlung mit 3-NP. 49,29 + 3,49 % der TH-positiven
Neurone berlebten bei einer Behandlung mit 3-NP und 55,05 = 5,57 % Uberlebten bei
Hinzugabe von Nicardipin. Analog dazu waren die Ergebnisse der NeuN-positiven
Zellen: 73,78 £ 6,63 % Zelluberleben bei Behandlung mit 3-NP und 79,65 + 1,82 %
Zelliiberleben bei 3-NP und Nicardipin. Die Dosis des Nicardipins wurde aus Versuche
der Literatur angelehnt (Katsuki et al. 2001).
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Im Gegensatz zur Hemmung des T-Typ-Kalziumkanals mit Flunarizin, schwéachte die
Behandlung mit Nicardipin die neuroprotektive Wirkung beider Ghrelinformen ab. Dies
traf fur TH- und NeuN-positive Zellen zu. Das Uberleben der dopaminergen Neurone
sank von 76,32 £5,63 % auf 51,26 + 3,88 %, wenn zusatzlich zur Behandlung mit
0,1nM AG 3 puM Nicardipin hinzugegeben wurden. Die Wirkung von 1 nM UAG
wurde abgeschwiécht von 74,46 + 7,47 % auf 54,58 + 7,20 % Uberleben TH-positiver
Neurone. Somit hob Nicardipin die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin auf TH-
positive Zellen auf (siehe Abb. 20).

In Bezug auf NeuN-positive Neurone, schwéachte Nicardipin die Wirkung von 0,1 nM
AG leicht (AG: 96,45 + 5,91 %; AG + Nicardipin: 88,36 £ 2,23 %) und von 1 nM UAG
signifikant ab (UAG: 98,91 + 6,97 %; UAG + Nicardipin: 77,04 £ 2,26 %; *p < 0,05).
Dies entsprach dem Zelltberleben unter 3-NP: 73,78 + 6,63 % (siehe Abb. 21).
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Abb. 20 Nicardipin verhinderte die Wirkung beider Ghrelinformen auf dopaminerge Neurone.
Die Behandlung mit 3 pM Nicardipin verhinderte die statistisch signifikante (*p < 0,05 im
Vergleich zur alleinigen 3-NP Behandlung) Neuroprotektion der beiden Ghrelinformen
(0,2 nM AG und 1 nM UAG). Nic = Nicardipin, n.s. = nicht signifikant.
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Abb. 21 Nicardipin verringerte bzw. hob die Wirkung der verschiedenen Ghrelinformen auf
NeuN-positive Neurone auf. Die neuroprotektive Wirkung von AG und UAG auf NeuN-
positive Zellen wurde durch Hinzugabe von 3 pM Nicardipin im Fall von 0,1 nM AG
verringert (a) bzw. bei 1 nM UAG aufgehoben (b). Nic = Nicardipin, *p < 0,05 verglichen mit
der Kontrollgruppe, #p < 0,05 im paarweisen Vergleich.

3.5 Abhangigkeit der neuroprotektiven Wirkung von Ktp-Kanélen
Des Weiteren stellte sich die Frage, ob die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin von
Katp-Kandlen abhéngig war. Dazu wurden diese Kandle durch Diazoxid geblockt und
die Wirkung von Ghrelin untersucht. Die verwendete Konzentration von Diazoxid
wurde an Versuche aus der Literatur angelehnt (Toulorge et al. 2010). Die Behandlung
mit 12,5uM Diazoxid verhinderte nicht den Zelluntergang durch 3-NP (3-NP:
46,79 + 7,58 %; 3-NP + Diazoxid: 35,10 £ 5,58 %). Durch die Zugabe von Diazoxid
wurde der Effekt von AG und UAG auf die dopaminergen Neurone nicht abgeschwécht
(0,1nM AG: 60,22 +11,32% und AG + Diazoxid: 80,69 + 14,32 %; 1nM UAG:
55,48 + 10,30 %, UAG + Diazoxid: 65,28 + 13,18 %) (siehe Abb. 22).
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Abb. 22 Wirkung von Diazoxid auf dopaminerge Neurone. Die Behandlung mit 12,5 uM Diazoxid
verhinderte nicht die protektive Wirkung beider Ghrelinformen auf dopaminerge Neurone bei
einer Behandlung mit 3-NP. a) Behandlung mit 0,1 nM AG und Diazoxid. b) Behandlung mit
1 nM UAG und Diazoxid. Dia = Diazoxid, *p < 0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe.

47



3 Ergebnisse

Die Wirkung von Diazoxid wurde auch hinsichtlich der NeuN-positiven Neurone
untersucht. Hier zeigte sich analog zu den Ergebnissen an dopaminergen Neuronen
keine Verénderung der neuroprotektiven Wirkung beider Ghrelinformen (siehe
Abb. 23). Die Behandlung mit Diazoxid verénderte nicht die toxische Wirkung von
3-NP  (3-NP: Zelllberleben 69,84 £2,5%; 3-NP und Diazoxid: Zelluberleben
73,2 £ 4,37 %). Bei einer Behandlung von 3-NP, AG und Diazoxid (88,06 + 4,66 %)
blieb das Zelliberleben unveréndert im Vergleich zur Behandlung mit 3-NP und AG
(88,02 £ 4,11 %). Auch die neuroprotektive Wirkung von UAG blieb weitgehend
unverdndert (3-NP und UAG: 78,36 +3,04%; 3-NP, UAG und Diazoxid:
84,85 + 4,02 %).
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Abb. 23  Wirkung von Diazoxid auf NeuN-positive Neurone. Auch die neuroprotektive Wirkung
beider Ghrelinformen auf NeuN-positive Zellen wurde durch die Behandlung mit 12,5 uM
Diazoxid nicht verhindert. a) Behandlung mit 3-NP, 0,1 nM AG und Diazoxid. b) Behandlung
mit 3-NP, 1nM UAG und Diazoxid. Dia = Diazoxid, *p <0,05 verglichen mit der
Kontrollgruppe, #p < 0,05 im paarweisen Vergleich.

3.6  Expression des Ghrelinrezeptors GHS-R1a

Um den Wirkmechanismus beider Ghrelinformen weiter zu charakterisieren, stellte sich
die Frage, ob der Rezeptor GHS-R1la auf den Zellen dieser primaren Zellkultur
exprimiert wird. Hierzu wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Der
Rezeptor liel} sich insbesondere auch auf TH-positiven sowie NeuN-positiven Zellen
nachweisen. Eine Farbung ohne priméren Antikdrper diente als Negativ-Kontrolle
(siehe Abb. 24b).
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GHS-R1a Negativ-Kontrolle

a)

Abb. 24  Nachweis der GHS-R1a-Expression mittels Immunfluoreszenzfarbung. a) Anhand der
Féarbung mit dem GHS-R1a-Antikorper konnte gezeigt werden, dass der GHS-R1a auf TH-
positiven und NeuN-positiven Zellen vorhanden ist. b) Negativ-Kontrolle. ¢) GHS-R1a-
positive Zellen in blau und NeuN-positive Zellen in rot. d) GHS-R1a-positive Zellen in blau
und TH-positive Zellen in griin. €) GHS-R1a-positive Zellen (blau), NeuN-positive Zellen
(rot) und TH-positive Zellen (griin).
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3.7 Hemmung der Ghrelinwirkung durch einen Ghrelinrezeptor-

Antagonisten

Im Anschluss daran stellte sich die Frage, ob die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin
durch eine Bindung an den GHS-Rla vermittelt wird. Hierzu wurde der
Ghrelinrezeptor-Antagonist [D-Lys*]-GHRP-6 im 3-NP-Modell verwendet.

3.7.1 TH-positive Zellen

Eine alleinige Behandlung mit [D-Lys’]-GHRP-6 filhrte nicht zu einem signifikanten
Zellverlust im Vergleich zur Kontrollgruppe (84,03 + 4,88 %). Eine Behandlung mit
3-NP und [D-Lys*]-GHRP-6 veranderte nicht die neurotoxische Wirkung von 3-NP
(3-NP: 52,83 + 3,61 %; 3-NP + [D-Lys®]-GHRP-6: 49,70 + 3,61 %:; siehe Abb. 25).
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Abb. 25 Wirkung von [D-Lys*]-GHRP-6 auf TH-positive Zellen. [D-Lys®]-GHRP-6 hatte keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf das Uberleben der dopaminergen Neurone. Eine
simultane Behandlung mit 3-NP und [D-Lys*]GHRP-6 veranderte nicht die toxische Wirkung
von 3-NP. *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Wie erwartet verhinderte [D-Lys®]-GHRP-6 signifikant (*p < 0,05) die neuroprotektive
Wirkung von AG auf die dopaminergen Zellen (0,1 nM AG + 3-NP: 86,96 + 11,21 %;
AG + 3-NP + [D-Lys’]-GHRP-6: 41,21 + 5,07 %) gegeniiber 3-NP. Im Gegensatz dazu
blieb die protektive Wirkung von UAG trotz simultaner Behandlung mit
[D-Lys*]-GHRP-6 komplett erhalten (1 nM UAG + 3-NP: 82,17 + 5,91 %; UAG +
3-NP + [D-Lys*]-GHRP-6: 74,02 + 4,18 %; siehe Abb. 26).
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Abb. 26  Effekt von [D-Lys*]-GHRP-6 auf die neuroprotektive Wirkung von AG bzw. UAG auf
TH-positive Zellen. a) Behandlung mit 0,1 nM AG und [D-Lys®*]-GHRP-6. Der GHS-R1a-
Antagonist verhinderte die neuroprotektive Wirkung von AG. b) [D-Lys’]-GHRP-6
verhinderte jedoch nicht die neuroprotektive Wirkung von 1 nM UAG. Das Zelliberleben
blieb statistisch signifikant erhdht im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 3-NP trotz
Zugabe des GHS-R1a-Antagonisten. *p < 0,05 verglichen mit der Kontrollgruppe, #p < 0,05
im paarweisen Vergleich.

3.7.2 NeuN-positive Zellen

Eine Behandlung mit [D-Lys*]-GHRP-6 veranderte nicht das Zelliiberleben der NeuN-
positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe ([D-Lys3]-GHRP-6: 90,32 + 3,66 %);
Kontrollgruppe: 100 + 2,59 %). Auch die neurotoxische Wirkung von 3-NP blieb
unverandert ([D-Lys3]-GHRP-6 + 3-NP: 74,92 + 3,98 %, 3-NP: 70,35 % 5,14 %); siehe
Abb. 27).
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Abb. 27 Wirkung von [D-Lys*]-GHRP-6 auf NeuN-positive Zellen. [D-Lys*]-GHRP-6 veranderte
weder das Zelliberleben der NeuN-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe, noch
die Wirkung von 3-NP. *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Analog zur Wirkung auf TH-positive Zellen, verhinderte [D-Lys’]-GHRP-6 die
neuroprotektive Wirkung von AG, nicht aber von UAG. Die Wirkung von 0,1 nM AG
sank von 85,27 + 9,45 % auf 68,70 + 8,69 % durch die Zugabe von [D-Lys*]-GHRP-6.
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Dagegen wirkte UAG neuroprotektiv trotz Zugabe des GHS-R1a-Antagonisten (1 nM
UAG + 3-NP: 92,30 +5,87 %; UAG + 3-NP + [D-Lys’]-GHRP-6: 99,10 * 4,85 %;
siehe Abb. 28 und 29).
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Abb. 28  Effekt von [D-Lys*]-GHRP-6 auf die neuroprotektive Wirkung von AG bzw. UAG auf
NeuN-positive Zellen. a) Analog zur Wirkung auf TH-positive Zellen, verhinderte
[D-Lys’]-GHRP-6 die neuroprotektive Wirkung von AG auf NeuN-positive Zellen. b) Die
neuroprotektive Wirkung von UAG auf NeuN-positive Zellen wurde durch die Zugabe von
[D-Lys*]-GHRP-6 nicht verandert. *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe, #p < 0,05 im
paarweisen Vergleich.

Abb. 29  NeuN-positive Zellen. a) 0,1 nM AG, [D-Lys*]-GHRP-6 und 3-NP. Die protektive Wirkung
von AG wurde durch [D-Lys*]-GHRP-6 verhindert und das Zelliiberleben sank beachtlich. b)
1nM UAG, [D-Lys’]-GHRP-6 und 3-NP. Die protektive Wirkung von UAG blieb trotz
Zugabe von [D-Lys*]-GHRP-6 erhalten.

3.8  GOAT-Inhibitor

Schlief3lich stellte sich die Frage, ob die Wirkung von UAG durch eine Umwandlung in
AG mit Hilfe des Enzyms GOAT vermittelt wird. Dazu flihrten wir Versuche mit dem
GOAT-Inhibitor GO-Tat-CoA durch und untersuchten die neuroprotektive Wirkung
von UAG auf TH- und NeuN-positive Zellen.
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3.8.1 TH-positive Zellen

Die alleinige Behandlung mit dem GOAT-Inhibitor veranderte nicht die Zahl der
dopaminergen Neurone im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kontrolle: 100 + 6,19 %j;
GOAT-Inhibitor: 108,20 + 10,86 %). Die Wirkung von 3-NP wurde etwas
abgeschwacht, dies war aber nicht signifikant (3-NP: 64,29 + 12,59 %);
GOAT-Inhibitor + 3-NP: 92,86 + 16,79 %). Das Zelluberleben bei einer simultanen
Behandlung mit 1 nM UAG, 3-NP und dem GOAT-Inhibitor verénderte sich nicht im
Vergleich zur Behandlung mit 1 nM UAG und 3-NP (UAG + 3-NP + GOAT-Inhibitor:
114,77 + 22,18 %; UAG + 3-NP: 107,94 + 15,32 %). Dies wies darauf hin, dass die
Wirkung von UAG unabhangig von der GOAT war (siehe Abb. 30).
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Abb. 30 Effekt vom GOAT-Inhibitor GO-Tat-CoA auf die neuroprotektive Wirkung von UAG
auf TH-positive Zellen. Die Zugabe des GOAT-Inhibitors GO-Tat-CoA verhinderte nicht die
neuroprotektive Wirkung von UAG auf die dopaminergen Neurone bei einer Behandlung mit
3-NP. GOAT Inh. = GOAT-Inhibitor, *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.8.2 NeuN-positive Zellen

Auch auf die NeuN-positiven Zellen hatte der GOAT-Inhibitor weder einen
neuroprotektiven noch einen neurotoxischen Einfluss (Kontrolle: 100 + 2,17 %;
GOAT-Inhibitor: 92,27 + 2,06 %). Die Wirkung von 3-NP blieb trotz Zugabe des
GOAT-Inhibitors unverandert (3-NP: 86,35 % 4,7 %; 3-NP und GOAT-Inhibitor:
84,76 £ 6,86 %). Die protektive Wirkung von UAG auf die NeuN-positiven Neurone
wurde durch eine Behandlung mit dem GOAT-Inhibitor nicht wverandert. Das
Zelluberleben nach einer Behandlung mit 3-NP, UAG und GOAT-Inhibitor lag
weiterhin bei 97,77 £ 5,72 % (siehe Abb. 31).
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Abb. 31 Effekt vom GOAT-Inhibitor GO-Tat-CoA auf die neuroprotektive Wirkung von UAG auf NeuN-
positive Zellen. Die neuroprotektive Wirkung von UAG auf NeuN-positive Zellen wurde nicht
durch die Zugabe des GOAT-Inhibitor GO-Tat-CoA verringert. GOAT Inh. =
GOAT-Inhibitor, *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wie bereits in der Literatur beschrieben, konnte in dieser Arbeit die neuroprotektive
Wirkung von acyliertem Ghrelin in vitro bestatigt werden. Wir untersuchten die
acylierte und die nicht-acylierte Form von Ghrelin. Hier zeigte sich, dass beide
Ghrelinformen eine neuroprotektive Wirkung auf dopaminerge Neurone haben, die mit
dem neurotoxischen Komplex I-Hemmer MPP* behandelt wurden. Fiir eine
vergleichbare Neuroprotektion durch nicht-acyliertes Ghrelin war eine 10-fach erhdhte
Konzentration notwendig. Diese Neuroprotektion beider Ghrelinformen liel? sich auch
fir den Komplex II-Hemmer 3-NP nachweisen, hier auch unabhéngig vom neuronalen
Phanotyp. Versuche mit L-Typ Ca?*-, T-Typ Ca®*- und Kate-Kanalinhibitoren zeigten,
dass die protektive Wirkung von Ghrelin gegeniiber Neurotoxinen von L-Typ-Ca®*-
Kanélen abhéngig ist, nicht aber von den anderen untersuchten lonenkandlen. Die
Expression des Ghrelinrezeptors GHS-R1a konnte immunhistochemisch nachgewiesen
werden. Eine Hemmung dieses Rezeptors mit [D-Lys’]-GHRP-6 verhinderte die
Wirkung von acyliertem Ghrelin, nicht aber wvon der nicht-acylierten Form.
AbschlieBend konnte mittels eines GOAT-Inhibitors gezeigt werden, dass die
neuroprotektive Wirkung von nicht-acyliertem Ghrelin unabhangig von einer

Umwandlung in die acylierte Form war.

54



4 Diskussion

4 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde detailliert die Wirkung von acyliertem und nicht-acyliertem
Ghrelin auf MPP*- bzw. 3-NP-behandelte neuronale Zellen einer Zellkultur aus
priméren, mesencephalen Neuronen hinsichtlich des neuronalen Phénotyps, der
Abhéngigkeit von lonenkandlen, der Bindung an den Ghrelinrezeptor GHS-R1a sowie
der Abhédngigkeit von der GOAT, untersucht. Besonderes Gewicht wurde dem Studium

der dopaminergen Neurone gegeben.

In der Diskussion erfolgt eine kritische Wirdigung der Methoden. Es schlief3t sich eine
Diskussion der Zellkulturergebnisse im Kontext der bisherigen in vitro- und in vivo-
tierexperimentellen Ergebnisse an. Anschlielend werden die Daten im Kontext der
Ergebnisse Uber Ghrelin beim Menschen und insbesondere beim IPS diskutiert.

4.1 Diskussion der Methoden

Das Protokoll der Zellkultur ist an das von Douhou et al. beschriebene Protokoll
angelehnt (Douhou et al. 2001). Zur Blockade des Astrozytenwachstums diente AraC
und zur Verhinderung von unspezifischem oxidativem Stress MK801 (Michel et al.
1997). Aufgrund von Schwierigkeiten mit dem verwendeten N5-Medium wechselten
wir zu Neurobasal-Medium und konnten hiermit ein gutes Wachstum der Neurone

erreichen (Joseph-Bravo et al. 2002).

Im Umgang mit der priméren Zellkultur ist auf ein sauberes und steriles Arbeiten zu
achten, um eine Kontamination mit Bakterien, Pilzen oder Viren zu vermeiden. Ein
vollstdndiges Sterilisieren ist nicht immer moglich, da die Entnahme der Embryonen
nicht an der sterilen Werkbank durchgefiihrt werden kann. Deswegen wurde das

Infektionsrisiko durch den Einsatz von Penicillin und Streptomycin herabgesetzt.

Da Ghrelin in Glycerin geltst war, Gberpriften wir zunéchst einen moglichen Einfluss
von Glycerin. Glycerin wies jedoch weder eine neuroprotektive noch eine neurotoxische
Wirkung auf (siehe 3.2). Analog hierzu untersuchten wir auch die alleinige Behandlung
der Zellen mit Flunarizin, Nicardipin, Diazoxid, [D-Lys3]-GHRP-6 und GO-CoA-Tat,
um einen Einfluss auf das Uberleben der Zellen auszuschlieRen. Die jeweiligen

Konzentrationen wurden an in der Literatur bereits beschriebene Konzentrationen
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angelehnt (Sheline et al. 2013; Ramsay et al. 1986; Garner und Janda 2011; Traebert et
al. 2002; Salthun-Lassalle et al. 2004; Katsuki et al. 2001; Toulorge et al. 2010).

Wichtig zu beachten ist, dass wir die Versuche in vitro durchgefihrt haben.
Experimente in vitro besitzen einige Vorteile. So kommt es durch die enge Kontrolle
der Wachstumsbedingungen zu einheitlichen Versuchsgruppen und es wird die
Variation, die in Tieren normalerweise vorkommt, weitgehend ausgeschaltet. Des
Weiteren besteht eine gute Reproduzierbarkeit der Experimente. Da jedoch
in vitro-Versuche nur ein Modell darstellen, ist die Ubertragung auf in vivo-Versuche
nur  bedingt moglich. AuRerdem werden systemische  Wirkungen und
pharmakokinetische Aspekte nicht erfasst. Auch die Blut-Hirn-Schranke kann in

Zellmodellversuchen nicht mit untersucht werden.

Aullerdem verwendeten wir embryonale Zellen und keine adulten neuronalen Zellen.
Der Stoffwechsel ist hier durchaus different und der Alterungsprozess noch nicht
eingetreten. Da IPS eine Erkrankung des dlteren Menschen ist und neuronale
Alterungsprozesse in der Atiopathogenese durchaus eine Rolle spielen, sind die

Ergebnisse nur eingeschrankt tbertragbar.

Zusammengefasst eignen sich Zellkulturmodelle, um neuroprotektive Substanzen zu
testen und grundlegende intrazelluldre Prozesse aufzudecken. Es kann aber nicht darauf

verzichtet werden, positive Ergebnisse im Tiermodell zu bestétigen.

4.2  Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Wirkung von Ghrelin auf eine Hemmung des Komplexes | durch
MPP*

Bislang wurde in der Regel nur an der acylierten Form des Ghrelins (AG) geforscht, da
beschrieben ist, dass die nicht-acylierte Form (UAG) nicht an den Ghrelinrezeptor
GHS-R1a binden kann (Sato et al. 2012) und diesen dadurch 2300-mal weniger aktiviert
(Matsumoto et al. 2001). Fur die Bindung an diesen Rezeptor scheinen die ersten vier
Aminosduren inklusive der Acylierung an der dritten Aminosdure Serin die

entscheidende Rolle zu spielen (Bednarek et al. 2000).
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AG weist konzentrationsabhéngig eine neuroprotektive Wirkung auf dopaminerge
Neurone der SNpc im MPTP-Mausmodell auf, die durch die Bindung an den
Ghrelinrezeptor GHS-R1a vermittelt wird (Jiang et al. 2008). So flhrt genetisch
bedingtes Fehlen von Ghrelin oder von dessen Rezeptor nach Behandlung mit MPTP zu
einem gesteigerten Verlust an dopaminergen Zellen in der SNpc und einer geringeren
Dopaminkonzentration im Striatum (Andrews et al. 2009). Daruber hinaus inhibiert AG
die MPP*-induzierte Apoptose, Produktion freier Radikale und NF-kB-Translokation in
MES23.5-Zellen (Dong et al. 2009; Liu et al. 2010). Im Einklang mit diesen Studien
konnten wir die neuroprotektive Wirkung von AG gegeniber einer Behandlung mit

MPP™ in unserer Zellkultur bestatigen.

Somit stellte sich die interessante Frage, inwieweit auch UAG in dieser primaren
Zellkultur neuroprotektiv wirken kann. Die Konzentration beider Ghrelinformen wurde
in verschiedenen Organen und Geweben der Ratte untersucht und es zeigte sich, dass
uber 90 % des im Plasma zirkulierenden Ghrelins UAG ist (Hosoda et al. 2000). Somit
scheint es naheliegend, dass auch die nicht-acylierte Form durchaus biologische Effekte
aufweist. Bereits in anderen Zelltypen konnten protektive Effekte von UAG
nachgewiesen werden: In endothelialen Progenitorzellen konnte gezeigt werden, dass
UAG, nicht aber AG, den diabetes-induzierten Zellschaden verhindern kann (Togliatto
et al. 2010). Auch in den B-Zellen des Pankreas fiihrte UAG sowie auch AG zu einer
erhdhten Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und verhinderte den

Zelluntergang (Granata et al. 2006).

In unserer Zellkultur wirkten beide Ghrelinformen neuroprotektiv. Das acylierte Ghrelin
zeigte sein Wirkmaximum bei einer Konzentration von 0,1 nM und die nicht-acylierte
Form bei einer Konzentration von einer Zehnerpotenz hoher, also 1 nM. Dieser
Unterschied der Wirkmaxima zeigte sich auch bei der Stimulation der Insulinfreisetzung
in Insulinomzellen von Ratten: hier erwiesen sich 10 nM AG und 100 nM UAG als am

wirksamsten (Gauna et al. 2006).

In MES23.5-Zellen lag das Wirkmaximum des acylierten Ghrelins bei 1 nM mit
fehlender Wirksamkeit unter 1 pM (Dong et al. 2009). Auch in GH(3)-Zellen zeigte sich
eine Dosis-Wirkungskurve der Ghrelinwirkung. Der verminderte Kalziumstrom durch

spannungsabhangige Kalziumkanéle konnte bei 10 und 100 nM AG nachgewiesen
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werden, jedoch nicht bei einer Konzentration von 1 nM. Analog hierzu resultierte in
unseren Versuchen mit verschiedenen Konzentrationen beider Ghrelinformen eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung mit reduzierter Wirksamkeit bei Konzentrationen unter-
und oberhalb des Wirkmaximums von 0,1 nM bei AG und 1 nM bei UAG. Ab einer
Konzentration von 10 nM und unter einer Konzentration von 0,01 nM waren beide

Formen nicht neuroprotektiv.

4.2.2 Wirkung von Ghrelin auf eine Hemmung des Komplexes Il durch
3-NP

Die bisher beschriebene neuroprotektive Wirkung von AG auf dopaminerge Neurone
bezog sich nur auf das MPTP-Toxinmodell. So stellte sich die Frage, ob die Wirkung
spezifisch nur auf eine Hemmung des Komplexes | der Atmungskette zurtckzufuhren

ist oder ob Ghrelin auch protektiv gegen weitere Neurotoxine wirken kann.

Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass der protektive Effekt von AG auf
dopaminerge Neurone gegen MPP® auf einer erhohten Expression von UCP2
(uncoupling protein 2) beruht (Andrews et al. 2008; Andrews et al. 2009; Bayliss und
Andrews 2013). Folge von vermehrtem UCP2 ist die Pufferung der freien Radikale in
den Mitochondrien, eine vermehrte Induktion der Atmungskette sowie eine verstarkte
mitochondriale Biosynthese, was insgesamt zu einer verbesserten Funktion der
dopaminergen Neurone fiihrt (Andrews et al. 2005a; Andrews et al. 2005b). Daher
sollte die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin nicht auf eine Hemmung des
Komplexes | der Atmungskette beschréankt sein. Deswegen untersuchten wir die
Wirkung beider Ghrelinformen hinsichtlich einer Behandlung mit 3-NP. 3-NP hemmt
den Komplex I der Atmungskette und wirkt dadurch ahnlich wie MPP* neurotoxisch.
Da die Aufnahme von 3-NP nicht tber den Dopamintransporter erfolgt, sind hiervon
nicht nur dopaminerge Neurone, sondern auch alle weiteren neuronalen Zelltypen

betroffen.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass AG und UAG mit den gleichen vorher beschriebenen
Wirkmaxima neuroprotektiv gegeniber einer Behandlung mit 3-NP wirken. Dies zeigte
sich sowohl bei den dopaminergen als auch NeuN-positiven Zellen. Dies ist nicht
ungewohnlich, da der Ghrelinrezeptor GHS-R1a auch in anderen Bereichen des Gehirns

exprimiert wird, wie z.B. dem Mesencephalon, dem Hippokampus und der Hypophyse
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(Kojima et al. 1999; Guan et al. 1997). Dass die Wirkung von AG nicht auf
dopaminerge Neurone der SNpc beschrankt ist, wurde bereits gezeigt: AG wirkt
antiapoptotisch auf hippokampale Neurone nach einer Behandlung mit Pilokarpin
(Zhang et al. 2013). Zusatzlich verhindert AG die MPTP-induzierte Aktivierung der
Mikroglia in der SNpc wund im Striatum sowie die Expression der pro-
inflammatorischen Molekiile TNF-a und IL-1p (Moon et al. 2009).

4.2.3 Abhéangigkeit der neuroprotektiven Wirkung von Ghrelin von

lonenkanalen

Der Zusammenhang zwischen elektrischer Aktivitdt und dem Uberleben dopaminerger
Neurone wurde bereits ausfihrlich untersucht (Michel et al. 2007). Die Hemmung von
spannungsabhangigen  Kalziumkandlen fihrt zu einem vermehrten Verlust
dopaminerger Neurone (Michel et al. 2007; Salthun-Lassalle et al. 2004; Douhou et al.
2001). Wir untersuchten die Wirkung von AG und UAG bei einer simultanen Blockade
der L- bzw. T-Typ-Kalziumkanale mit Nicardipin bzw. Flunarizin. In unserer Studie
konnten wir zeigen, dass die neuroprotektive Wirkung beider Ghrelinformen abhéngig
von einer Aktivierung der L-Typ-Kalziumkanéle ist. Eine Blockade dieser Kanéle mit
Nicardipin verhinderte den protektiven Effekt von AG und UAG auf alle neuronalen
Zellen. Im Gegensatz dazu blieb die Wirkung beider Ghrelinformen bei einer
Behandlung mit Flunarizin (T-Typ-Kalziumkanalinhibitor) unbeeinflusst.

Zu unseren Ergebnissen passt, dass bereits gezeigt wurde, dass die Freisetzung des
Wachstumshormons (growth hormone, GH) nach Aktivierung des Ghrelinrezeptors
GHS-R1a durch AG auf einen Kalziumeinstrom durch L-Typ-Kalziumkanéle beruht.
Nifedipin  (L-Typ-Kalziumkanalblocker) reduzierte die durch AG induzierte
GH-Freisetzung auf 44 % sowie den Ghrelin-induzierten Kalziumeinstrom (ber den
L-Typ-Kalziumkanal (Yamazaki et al. 2004). In Wachstumshormon-, Prolaktin-,
Adrenokortikotropin- und Luteinisierendes Hormon-produzierenden Zellen der
Hypophyse erhéht AG auch die intrazellulare Kalziumkonzentration (YYamazaki et al.
2012). Toshinai et al. untersuchten UAG und konnten zeigen, dass es durch UAG zu
einem Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration in Orexin-Neuronen kommt
(Toshinai et al. 2006). Goldberg et al. zeigten, dass eine Uberaktivierung der L-Typ-

Kalziumkanéle zu einem erhdhten mitochondrialen oxidativen Stress und somit zur
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neuronalen Zelldysfunktion und zum Zelluntergang fiihrt (Goldberg et al. 2012). Des
Weiteren wurde in vitro und in vivo nachgewiesen, dass eine Hemmung der
Ca,1.3-Kandle mit Isradipin den MPTP-induzierten Zellverlust halbiert und die
Entstehung der motorischen Symptome verhindert. Ahnliche Ergebnisse wurden in
Rotenon- und 6-OHDA-Parkinson-Tiermodellen erzielt (Chan et al. 2007). Eine
Ca,l.3-Kanal-Hemmung reduziert signifikant die Sensitivitdt der dopaminergen
Neurone auf Neurotoxine, die fir Parkinson-Tiermodelle verwendet werden. In
Neuropeptid-Y-haltigen Neuronen fuhrt AG zu einer Zunahme der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Dieser Mechanismus scheint hauptsachlich tber N-Typ-
Kalziumkandle zu funktionieren und nur am Rande durch L-Typ-Kalziumkanéle
(Kohno et al. 2003). Im Gegensatz dazu reduzieren 100 nM und 10 nM AG signifikant
und reversibel den Kalziumstrom tber den cGMP-abhangigen Phosphokinase G-Weg.
Beteiligt sind hierbei L-Typ-, T-Typ- sowie non-L- und non-T-Typ-Kalziumkanéle
(Han et al. 2011). Dies passt zu Forschungsergebnissen, die zeigen, dass die
intrazellulare Kalziumkonzentration gegensétzliche Effekte haben kann, abhangig
davon, ob die Konzentration sich noch im physiologischen Bereich befindet oder nicht
(Michel et al. 2007). Durch einen Kalziumeinstrom in die Mitochondrien steigt die
ATP-Produktion zundchst an (Gleichmann und Mattson 2011), aber ein massiver
Kalziumeinstrom in die Zelle und somit auch in die Mitochondrien flhrt zum
Kollabieren des mitochondrialen elektrochemischen Protonengradienten. Dadurch wird
die ATP-Produktion gestort und es kommt zum nekrotischen Zelltod (Celsi et al. 2009).

Klinisch konnte bereits gezeigt werden, dass die chronische Einnahme von zentral
wirksamen Dihydropyridinen (L-Typ-Kalziumkanalblocker) zu einer 26-30 %-igen
Risikoreduktion flhrt, ein IPS zu entwickeln. Dies konnte fiir andere Antihypertensiva,
wie ACE-Hemmer oder AT1-Inhibitoren, nicht gezeigt werden (Ritz et al. 2010).

So stehen unsere Ergebnisse im Einklang mit dem aktuellen Forschungsstand: L-Typ-
Kalziumkanéle spielen eine wichtige Rolle im Uberleben dopaminerger Neurone. Die
neuroprotektive Wirkung von AG und UAG auf dopaminerge sowie NeuN-positive
Neurone gegenuber einer Behandlung mit 3-NP beruht auf einer Aktivierung dieser

Kanale.
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Auch Katp.Kanile scheinen beim Uberleben von dopaminergen Neuronen eine Rolle zu
spielen: eine Uberaktivierung der Karp-Kanale (Liu und Gutterman 2002; Liss et al.
1999; Avshalumov et al. 2005), wodurch es zum Kaliumeinstrom und somit zur
Hyperpolarisation der Zelle kommt, fiihrt zum vermehrten Zellverlust dopaminerger
Neurone. Zusétzlich erwies sich eine Hemmung des Karp-Kanals mit Glibenclamid als
neuroprotektiv. So wurde das Uberleben der dopaminergen Neurone nach MPTP- und
Glibenclamidgabe deutlich verbessert im Vergleich zur alleinigen MPTP-Gabe
(Toulorge et al. 2010). Geoffnete Karp-Kanéle tragen so zur Vulnerabilitdt der
dopaminergen Neurone in der SNpc bei, weshalb unsere Uberlegung war, ob die
neuroprotektive Wirkung von Ghrelin tiber Katp-Kanéle vermittelt wird.

Wir untersuchten die Wirkung beider Ghrelinformen bei einer simultanen Behandlung
mit Diazoxid, einem Katp-Kanal-Inhibitor. Erstaunlicherweise wurden die protektiven
Eigenschaften von AG und UAG auf dopaminerge und NeuN-positive Neurone
hierdurch nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit Untersuchungen am
mesenterialen Gefal3bett von Ratten, wo AG und UAG einen vasodilatatorischen Effekt
ausubten. Die Behandlung mit Glibenclamid beeinflusste diese Vasodilatation nicht
(Moazed et al. 2009).

4.2.4 Abhéangigkeit der Ghrelinwirkung von der UCP2-Expression

UCP?2 ist ein relevantes Protein, das mitverantwortlich fiir das Zelliberleben sowie die
Vulnerabilitat gegenlber Neurotoxinen ist (Andrews et al. 2005b). In transgenen
Mausen mit einer Uberexpression des UCP2 im Gehirn filhrte die Erhéhung der
UCP2-Konzentration in den dopaminergen Neuronen der SNpc nach einer Behandlung
mit MPTP zu deren Neuroprotektion sowie zu einer Aufrechterhaltung der motorischen
Funktion (Conti et al. 2005). AuRerdem haben Studien gezeigt, dass der neuroprotektive
Effekt von acyliertem Ghrelin gegen MPP* durch eine Erhéhung von UCP2 vermittelt
wird (Andrews et al. 2008; Andrews et al. 2009; Bayliss und Andrews 2013).

Wir konnten bestétigen, dass AG den Sauerstoffverbrauch nach Behandlung mit dem
entkoppelnden, mitochondrialen Protein CCCP (Carbonylcyanide 3-chlorophenyl
hydrazone) erhdhen kann. Dieser Effekt zeigte sich auch bei einer Behandlung mit

UAG. Dies war jedoch beschrankt auf die zuvor ermittelten Konzentrationen der beiden
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Ghrelinformen, unter denen eine neuroprotektive Wirkung gezeigt wurde (Wagner et

al., submitted).
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Abb. 32 Wirkung von AG und UAG auf den Sauerstoffverbrauch. Nach der sequenziellen
Behandlung mit Oligomycin und CCCP wiesen AG- und UAG-behandelte Neurone einen
signifikant erhdhten Sauerstoffverbrauch im Vergleich zu Kontrollzellen auf. Dieser Effekt
war beschréankt auf 0,1 nM bei AG und 1 nM bei UAG. *p < 0,05.

Stevanovic et al. demonstrierten, dass auch UAG einen Einfluss auf UCP2 hat. Im
Hypothalamus kam es nach Behandlung mit UAG zu einer signifikanten Reduktion der
UCP2-mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie auch im Vergleich
zur Behandlung mit AG (Stevanovic et al. 2014).

4.2.5 Expression des Ghrelinrezeptors GHS-R1a

Um im weiteren Verlauf zu untersuchen, inwiefern der Ghrelinrezeptor GHS-R1a fir
die Wirkung von Ghrelin notwendig ist, war ein Nachweis des Rezeptors notwendig. In
Mausen wurde bereits das Vorkommen des GHS-R1la immunhistochemisch in
dopaminergen Neuronen und Gliazellen nachgewiesen (Moon et al. 2009). Wir

verwendeten priméare Zellkulturen ausgehend von mesencephalen Zellen embryonaler

62



4 Diskussion

Ratten. In unseren Zellkulturen konnte die Expression des GHS-Rla

immunhistochemisch auf TH- und NeuN-positiven Neuronen nachgewiesen werden.

Der GHS-R1a kann auf Proteinebene zusatzlich mittels Western-Blot nachgewiesen
werden. Wir beschréankten uns auf den immunhistochemischen Nachweis, da dieser
bereits etabliert und anerkannt ist (Jiang et al. 2008; Moon et al. 2009). Aullerdem
wurden im Gehirn von Ratten, insbesondere auch im Mesencephalon und in der SNpc,

hohe Konzentrationen an GHS-R1a-mRNA nachgewiesen (Zigman et al. 2006).

4.2.6 Hemmung der Ghrelinwirkung durch Ghrelinrezeptor-Antagonisten

Es wird davon ausgegangen, dass die UCP2-abhangige Wirkung sowie die
Neuroprotektion von acyliertem Ghrelin auf einer Aktivierung des Rezeptors GHS-R1a
beruhen. Da wir jedoch zeigen konnten, dass beide Ghrelinformen &hnliche Effekte
aufweisen, untersuchten wir diesen Mechanismus genauer. Zun&chst fiihrten wir eine
simultane Behandlung mit dem GHS-R1a-Antagonisten [D-Lys*]-GHRP-6 durch. In
unseren Versuchen war dadurch die neuroprotektive Wirkung von AG gegeniber TH-
positiven sowie NeuN-positiven Neuronen aufgehoben. Der neuroprotektive Effekt
durch UAG blieb jedoch auch in Anwesenheit des GHS-R1a-Antagonisten

unbeeinflusst.

Dies passt zu den Forschungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Jiang et al. konnten
zeigen, dass die VVorbehandlung mit dem GHS-R1a-Antagonisten [D-Lys*]-GHRP-6 die
neuroprotektive Wirkung von acyliertem Ghrelin im MPTP-Modell verhindert (Jiang et
al. 2008). In vitro-Untersuchungen an Zellkulturen aus Sprague-Dawley Ratten (E14)
zeigten, dass eine Applikation von [D-Lys’]-GHRP-6 vor AG-Gabe dessen
neuroprotektive Wirkung verhindert (Moon et al. 2009). Auch im Pankreas hemmt
[D-Lys’]-GHRP-6 die Ghrelinfunktion. Der GHS-Rla-Antagonist hemmt die
inhibitorische Wirkung von AG auf die GLP-1-vermittelte cAMP-Signalisierung und

Insulinsekretion (Damdindorj et al. 2012).

Es gibt eine Reihe von Studien, die das VVorhandensein von weiteren Rezeptoren, die die
Wirkung von AG und UAG vermitteln, unterstreichen. Die fettbildende Wirkung von
UAG und AG im Knochenmark scheint durch einen anderen Rezeptor vermittelt zu
werden, da dieser Effekt bei beiden Ghrelinformen beobachtet wird, nicht aber bei
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GHS-R1a-Agonisten (Thompson et al. 2004). An H9c2-Kardiomyozyten und
Endothelzellen kann AG und UAG den Zelltod verhindern, obwohl in H9c2-
Kardiomyozyten kein GHS-R1a exprimiert wird (Baldanzi 2002). Auf das vaskuldre
System haben beide Ghrelinformen einen vasodilatatorischen Effekt, bisher
nachgewiesen in Ratten und im Menschen (Kleinz et al. 2006; Moazed et al. 2009).
Interessanterweise verhindert [D-Lys*]-GHRP-6 diesen Effekt von AG oder UAG auf
das mesenteriale Gefél3bett von Ratten nicht (Moazed et al. 2009). Des Weiteren wird
das Zellwachstum von Mammakarzinomzellen nicht nur durch AG, sondern auch durch
UAG und EP-80317 inhibiert, welche beide keine Wirkung Uber den GHS-R1a auslben
(Cassoni et al. 2001). Auch in DU-145- und PC-3-Prostatakarzinom-Zelllinien hemmen
beide Ghrelinformen die DNA-Synthese sowie die Zellproliferation (Cassoni et al.
2004).

Dass vor allem UAG ber einen anderen Mechanismus wirkt, konnte auch Toshinai et
al. zeigen. Die Nahrungsaufnahme-stimulierende Wirkung kann auch Dbei
GHS-R-Knock-out Mausen durch UAG vermittelt werden (Toshinai et al. 2006).
Analog zu unseren Ergebnissen konnte auch gezeigt werden, dass [D-Lys*]-GHRP-6 die
AG-Wirkung auf die Insulinfreisetzung hemmt, nicht aber die Wirkung von UAG
(Delhanty et al. 2012). Im Gegensatz dazu zeigten Studien, dass [D-Lys*]-GHRP-6 die
UAG-vermittelte Stimulation der Aufnahme von Fettsduren hemmt (Miegueu et al.
2011), was sehr ungewohnlich ist, da UAG aufgrund der fehlenden Acylierung nicht an
den GHS-R1a binden kann. In Tabelle 3 sind die Forschungsergebnisse beziglich der
Wirkung vom GHS-R1a-Inhibitor [D-Lys’]-GHRP-6 auf durch AG und UAG

vermittelte Funktionen zusammengefasst.
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Tabelle 3 Effekt vom GHS-R1a-Inhibitor [D-Lys*]-GHRP-6 auf durch AG und UAG vermittelte
Funktionen.

Organ: Funktion des Effekt auf AG- | Effekt auf UAG- | Quelle

Ghrelins Wirkung Wirkung
p-Zellen im Pankreas: Hemmung Nicht untersucht Damdindorj et al.
Ghrelin hemmt die 2012

GLP-1-vermittelte
CAMP-Signalisierung
und Insulinsekretion

SNpc: neuroprotektive Hemmung Nicht untersucht Jiang et al. 2008
Wirkung im MPTP-Maus

Modell

SNpc: neuroprotektive Hemmung Nicht untersucht Moon et al. 2009

Wirkung gegentiber
MPP” in primarer
mesencephaler Zellkultur
aus Rattenembryonen

Insulinomzellen: Hemmung Keine Hemmung Gauna et al. 2006
Insulinfreisetzung

Mesenteriales Gefalbett: | Keine Hemmung Keine Hemmung Moazed et al. 2009
vasodilatatorischer Effekt

Hypothalamus: Hemmung Keine Hemmung Toshinai et al. 2006
Nahrungsaufnahme-

stimulierende Wirkung
Untersuchung an GHS-R-
Knock-out Mdusen

Adipozyten: UAG Nicht untersucht Hemmung Miegueu et al. 2011
stimuliert Aufnahme von

Fettsauren

Hippokampus: AG Hemmung Nicht untersucht Zhang et al. 2013

hemmt die Pilokarpin-
induzierte Apoptose

Mesencephalon: Hemmung Keine Hemmung Vorliegende Arbeit
neuroprotektive Wirkung
gegeniber 3-NP

4.2.7 GOAT-Inhibitor

Nach den vorherigen Ergebnissen lag es nahe, dass die Wirkung von UAG nicht auf
eine Umwandlung in die rezeptorbindende, acylierte Form zurlickzufiihren ist. Mit Hilfe
der Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) wird dem Pro-Ghrelin an der dritten
Aminoséure Serin eine Octansdure angehdngt und Ghrelin dadurch acyliert (Yang et al.
2008). Wir behandelten die Zellen zeitgleich mit dem GOAT-Inhibitor GO-Tat-CoA
und UAG. Trotz dieses Inhibitors wurde die Wirkung von UAG nicht beeinflusst, was
zusétzlich unterstreicht, dass UAG (ber einen anderen Mechanismus, unabhéngig vom

Rezeptor GHS-R1a wirken muss.
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Weitere Versuche, die die Wirkung von UAG im Zusammenhang mit diesem
GOAT-Inhibitor untersuchen, liegen nicht vor. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
die systemische Applikation von GO-Tat-CoA zur Reduktion der AG-Konzentration,
nicht aber der UAG-Konzentration im Serum fiihrt (Teubner et al. 2013; Garner und
Janda 2011). AuRerdem verhinderte dieser Inhibitor die AG-vermittelte

Gewichtszunahme (Teubner et al. 2013).

Zu der Vermutung, dass UAG Uber einen anderen Mechanismus als AG wirkt, passt,
dass UAG teilweise eine entgegengesetzte Wirkung im Vergleich zu AG hat. UAG
kann also synergistisch zu AG, antagonistisch zu AG oder unabhéangig von AG wirken.
Bei simultaner Gabe von UAG und AG kann UAG auch als funktioneller AG-
Antagonist wirken. So fiihrt AG alleine zu einer Erhéhung der Insulinsensitivitat, AG
gemeinsam mit UAG jedoch zu einer Senkung der Insulinsensitivitat (Delhanty et al.
2012). Im Hypothalamus und im Hirnstamm erhoht UAG unabhéngig von AG die
neuronale elektrische Aktivitdt und zusétzlich kann UAG im Hypothalamus (Nuclei
solitarius und paraventricularis) die durch AG induzierte neuronale Aktivitat
unterdriicken (Stevanovic et al. 2014). Somit wird Klar, dass die nicht-acylierte Form
durchaus biologische Aktivitat hat, die aber Uber einen anderen Mechanismus als bei
der acylierten Form vermittelt wird und dadurch auch unterschiedliche Wirkungen

haben kann.

4.3 Ausblick

In Studien konnte bereits die neuroprotektive Wirkung von Ghrelin auf dopaminerge
Neurone gezeigt werden (Jiang et al. 2008; Andrews et al. 2009). Daraufhin wurde
Ghrelin im Zusammenhang mit dem IPS untersucht: Patienten mit IPS haben geringere
Ghrelinkonzentrationen im Blut und eine statistisch signifikante gestorte Regulation der
Ghrelinkonzentration im Serum in der postprandialen Phase im Vergleich zu gesunden
Kontrollpatienten (Unger et al. 2011). Auch bei Patienten mit Adipositas ist Ghrelin im
Blut geringer konzentriert im Vergleich zu gesunden Patienten (Scerif et al. 2011) und
Adipositas ist ein nachgewiesener Risikofaktor fur die Entstehung eines IPS (Hu et al.
2006; Abbott et al. 2002). Braak et al. beschrieben, dass es bei der Entstehung der
Erkrankung zuerst zu einem Untergang des dorsalen VVaguskerns kommt (Braak et al.

2003). Der dorsale Vaguskern innerviert den Magen und Ghrelin wird hauptsachlich
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von Belegzellen des Magens produziert. Nach Vagotomie fehlt die stimulierende
Wirkung von Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme und die Freisetzung des
Wachstumshormons. Somit scheint der dorsale Vaguskern die ausschlaggebende
Afferenz flr die Freisetzung von Ghrelin im Magen zu sein (Date et al. 2002). Postuliert
werden kann, dass es durch den Untergang des dorsalen Vaguskerns zu Beginn der
Erkrankung zu einer verminderten Innervation des Magens kommt, was zu geringeren
Ghrelinkonzentrationen im Serum fiihrt. Damit fehlte den dopaminergen Neuronen eine
ausreichende neuroprotektive Wirkung von Ghrelin, was das weitere Fortschreiten der
Erkrankung nach sich ziehen konnte. Auflerdem zeigten Patienten mit IPS eine
verminderte gastrale Motilitat (Unger et al. 2010b), was zum einen durch die fehlende
vagale Stimulation, zum anderen durch die verminderte Ghrelinkonzentration erklart
werden kann, da Ghrelin eine prokinetische Wirkung auf den Gastrointestinaltrakt hat
(Ejskjaer et al. 2009).

Wir konnten in unseren Experimenten nachweisen, dass acyliertes sowie
nicht-acyliertes Ghrelin neuroprotektiv in Gegenwart von MPP* oder 3-NP wirken. Dies
betrifft dopaminerge sowie NeuN-positive Neurone und wird bei UAG nicht durch den
Ghrelinrezeptor GHS-R1a oder durch Umwandlung in die acylierte Form vermittelt.
Offensichtlich sind verschiedene Mechanismen fiir die Wirkung von AG bzw. UAG

verantwortlich, beide benétigen jedoch die Aktivierung von L-Typ-Kalziumkanélen.

Eine Studie hat bereits gezeigt, dass Ghrelin auch nach der MPTP-Gabe wirksam sein
kann (Moon et al. 2009). Interessant wére es zu untersuchen, ob Ghrelin in unserem
Zellkulturmodell auch nach einer Behandlung mit MPP* bzw. 3-NP noch
neuroprotektiv wirkt. Hier ist die zu Grunde liegende Frage, ob Ghrelin auch im Verlauf

der Erkrankung als protektive Substanz eingesetzt werden kdnnte.

Im Verlauf sind noch weitere Versuche notwendig, um die potentielle Rolle von Ghrelin
in der Pathogenese des IPS zu beleuchten. So stellt sich letztendlich die Frage, ob
verminderte Ghrelinkonzentrationen im Plasma oder im Liquor zu einem schnelleren
Fortschreiten der Erkrankung durch den Untergang dopaminerger Neurone in der SNpc

beitragen.
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Abkirzungsverzeichnis

3-NP 3-Nitropropionsaure

6-OHDA 6-Hydroxydopamin

Abb. Abbildung

ACTH Adrenokortikotropin

AD Autosomal dominant

AG Acyliertes Ghrelin

ANOVA Analysis of variance; Varianzanalyse

AR Autosomal rezessiv

AraC 2 cytarabine

ATP Adenosintriphosphat

BDNF brain-derived neurotrophic factor

BHS Blut-Hirn-Schranke

BMI Body Mass Index

CBD kortikobasale Degeneration

CCcCP Carbonylcyanide 3-chlorophenyl hydrazone
cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

COMT Catechol-O-Methyltransferase

COoX Cyclooxigenase

CSPG Chondroitinsulfat Proteoglykan

Cy3 Cyanin 3

DAT Dopamintransporter

DIV Days in vitro

DLB Demenz vom Lewy-Kaorper-Typ

DMSO Dimethylsulfoxid

FBS Fetal bovine Serum

FST Fine Science Tools

GABA y-Aminobuttersdure

GFAP Saures Gliafaseprotein = glial fibrillary acidic protein
GH Growth hormone, Wachstumshormon
GHS-R1a Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a
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GOAT Ghrelin-O-Acyltransferase

GPe Globus pallidus pars externa

GPi Globus pallidus pars interna

GSH Glutathion

HCN hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated cation
IFN Interferon

IL Interleukin

IP; Inositoltriphosphat

IPS Idiopathisches Parkinson-Syndrom

LPS Lipopolysaccharid

MAO-B Monoaminoxidase B

MK 801 (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate
MPDP* 1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridine
MPP* 1-methyl-4-phenylpyridinium

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine
MRNA Messenger RNA

MSA Multisystematrophie

mtDNA Mitochondriale Desoxyribonukleinséaure
NeuN Neuronal Neuclei

NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMS Nicht-motorische Symptome

NSAID Nicht-steroidale Antiphlogistika

NST Nucleus subthalamicus

PBS Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 1 X
PD Parkinson‘s disease

PEI Poly(ethyleneimine)solution

PS Parkinson Syndrom

PSP progressive supranukleére Blickparese

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

S.E.M. Standard error of the mean

SNpc Substantia nigra pars compacta

SNpr Substantia nigra pars reticulata

SUR1 Sulfonylharnstoffrezeptor 1

TGF Transformierender Wachstumsfaktor
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TH
TNF
UAG
UCP2
UPS
VTA
ZNS

Tyrosinhydroxylase
Tumornekrosefaktor

Unacylated Ghrelin (des-acyl Ghrelin)
Uncoupling protein 2
Ubiquitin-Proteasomsystem

Ventrales Tegmentum

Zentrales Nervensystem
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