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1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Makrophagen und Mikroglia spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung
entziindlicher demyelinisierender ZNS-Erkrankungen. Sie wirken dabei mit iiber die
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren (Interleukine, Proteasen), die Expression
von Histokompatibilititsantigenen (MHC-Klasse-I und -II Antigenen) zur Aktivierung
von T-Lymphozyten, die Aktivierung von Komplementfaktoren und die Freisetzung
zytotoxischer Substanzen wie Sauerstoffradikalen, Proteasen und Stickoxid (NO) (69,
155). Mikroglia, 1932 erstmals von Rio Hortega als “retikuloendotheliales System im
zentralen Nervensystem (ZNS)” bezeichnet, sind die ersten Zellen, die am
Entzlindungsort oder am Ort einer ZNS-Verletzung agieren. Besonders intensiv
untersucht wurde die Mikroglia-Aktivierung in einem Tiermodell der Multiplen
Sklerose, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). Dabei wird in
Nagetieren durch die Injektion von Myelin-Antigenen des ZNS eine hochakute
Entzlindung des zentralen Nervensystems induziert. Bei der EAE proliferiert die
Mikroglia friihzeitig und exprimiert MHC-Klasse-I und -II Antigene sowie
Zelladhdsionsmolekiile. AuBlerdem setzt sie Sauerstoffradikale und Zytokine frei und
wird phagozytotisch aktiv. Die freigesetzten Zytokine Interleukin-1(IL-1), IL-6, Tumor
Nekrose Faktor-a (TNF-a),

v-Interferon (y-IFN), Transforming Growth Faktor-f (TGF-B) aktivieren Astrozyten zur

Proliferation und regulieren die Immunantwort (59).

Neonatale Mikroglia synthetisiert in Zellkulturen nach Stimulation mit
Lipopolysacchariden (LPS) oder y-IFN hohe Konzentrationen an NO (14, 29, 55,140,
228). Substrat fiir die NO-Synthase (NOS) ist das L-Arginin. Neben der Ca®'-
abhéngigen, konstitutiv exprimierten NOS der Astrozyten verfiigen sowohl Mikroglia
als auch Astrozyten iiber eine zytokin-induzierbare NO-Synthase, welche nur nach
Stimulation mit LPS oder y-IFN exprimiert wird (29, 55, 228 u.a.). MacMicking et al.
(1992) fanden in perivaskuldren Lasionen von Ratten mit EAE viele Blutmonozyten
und polymorphkernige Leukozyten, die Sauerstoff- und Stickstoffradikale produzierten

(126). Diese Substanzen sind, in hoher Konzentration, fiir Zellen und Gewebe toxisch.
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Stickoxid ist ein labiles Gas, das nach 6-10 Sekunden in Anwesenheit von Wasser oder
Sauerstoff in seine stabileren Abkdmmlinge Nitrit und Nitrat umgewandelt wird. Durch
ein freies Elektron ist es chemisch ein freies Radikal und hochreaktiv. Seit langem ist
bekannt, da3 Bakterien NO enthalten; seine Wirkung auf Séugetiere und Menschen
wird erst seit jlingerer Zeit ausfiihrlich untersucht.

Eine endogene Nitratproduktion wurde beim Menschen erstmals 1916 von Mitchell und
Mitarbeitern nachgewiesen (136). Schon damals vermuteten die Autoren, dal3 es neben
der Nahrung noch endogene Nitratquellen geben mufite, da bei Urinuntersuchungen von
Mensch, Ratte und Schwein die NO-Ausscheidung nicht mit der aufgenommenen
Menge korrelierte. Spéter wurden Nitrate auch in Speichel und Magensaft des
Menschen festgestellt (64). Die hochste Konzentration fand sich jedoch im Urin, sodal3
angenommen wurde, NO entstlinde einzig als Abbauprodukt der Nahrung. Tannenbaum
et al. konnten diese Vermutung anhand von Untersuchungen an Ratten, die wenig
Nitrate mit der Nahrung aufnahmen und dennoch hohe Nitratmengen ausschieden, 1981
widerlegen (197, 211). Ein Zusammenhang mit infektiosen Erkrankungen wurde
hergestellt. Wagner et al. injizierten bakterielle Endotoxine in Ratten, woraufhin die
Nitratexkretion zunahm (212). Stuehr und Marletta zeigten 1985, da3 es Makrophagen
sind, die die Endotoxin-induzierte Nitratproduktion ausiiben (191). Anhand
verschiedener Makrophagenzellinien stellten Stuehr und Marletta 1987 fest, daf3 die
Synthese von Nitrit und Nitrat durch LPS sowie durch y-IFN gesteigert werden kann,
und dall NO ein Zwischenprodukt dieses Syntheseweges ist. AuBBerdem konnten sie
zeigen, dall Makrophagen in Zellkulturen in Abwesenheit der Aminosiure L-Arginin
kein Nitrit produzieren kdnnen (129). Auch die tumorizide Eigenschaft der
Makrophagen ging bei Fehlen dieser Aminosdure verloren (192). Dies war ein Hinweis
darauf, daB3 NO bei der Tumorzelltoxizitét eine wichtige Rolle spielt (79). Das
freigesetzte NO hemmt die Atmungskette, den Elektronentransport und die DNA-
Synthese in den Tumorzellen und fiihrt somit zu deren Untergang. Stuehr und Nathan
fanden, dal} die stabileren Produkte Nitrit und Nitrat hierzu nicht in der Lage waren
(193).

Positive Effekte zeigten sich durch die Entdeckung, dafl NO fiir die Dilatation von
Blutgefiflen verantwortlich ist. Neben der Tumor- und Bakterien-Toxizitdt von NO
konnte gezeigt werden, dal3 NO auch als Neurotransmitter im Gehirn und im autonomen

Nervensystem (z. B. Plexus myentericus) eine physiologische Rolle spielt. Aulerdem



ist NO im GeféaBsystem ein wichtiger Vasodilatator.
Fiir die Aufkldrung der Rolle von NO wurde 1998 Furchgott, Ignarro und Murad der

Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie verliehen.

Es gibt drei verschiedene NO-Synthasen. Die Typ-I-NOS (nNOS) wird in Nervenzellen
gebildet; im Nervensystem fungiert NO als Neurotransmitter. Die Typ-II-NOS (iNOS)
wird vor allem in Makrophagen gebildet, hier dient NO als zytotoxisches Agens. Die
Typ-III-NOS (eNOS) wird im Endothel der GefaBwinde gebildet, hier dient NO als
Vasodilatator. Allen NO-Synthasen gemeinsam ist das Substrat L-Arginin. Alle Formen
bilden NO und Citrullin in dquivalenter Stochiometrie und alle benétigen als

Elektronendonator NADPH. (Abb. 1)

Abbildung. 1: Biochemie der NO-Bildung aus L-Arginin

NO

NO-Synthase

L-Arginin
+NADPH +FMN +FAD +Ca'"

Citrullin

Wihrend die in Neuronen und Endothel vorkommenden NOS Ca ™ -abhiingig arbeiten,
benétigt die Makrophagen-NOS (Typ-II-NOS) kein freies Ca’ (18). Die Neuronen -
und Endothel-NOS sind Calmodulin-abhéngige Enzyme, die reversibel durch freies
Ca'" aktiviert werden. Hieraus resultiert eine schnelle Produktion kleiner Mengen an
NO, die in Abwesenheit von Ca™" sistiert (17). Im Gegensatz zur NOS in Makrophagen
und Mikroglia kann die Neuronen-NOS nicht durch LPS stimuliert werden (55).
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Makrophagen und Mikroglia produzieren nach Induktion durch Zytokine gro3e Mengen
an zytokin-induzierbarer NOS, wobei das Enzym unabhiingig von freiem Ca'" stindig

viel NO freisetzt (129).

Mittlerweile sind beim Menschen und in Mdusen jeweils alle drei Formen der NO-
Synthase kloniert und sequenziert worden (Tab. 9), die jeweils gewebespezifisch

reguliert werden (141, 222) .

Tabelle 1: Klassifikation der NO-Synthasen

Name Typ Ca""-abhiingig Zytokin- Genort beim
induzierbar Menschen

Neuronale NOS I ja Nein 12q24.2

Zytokin- II nein Ja 17q11.2

induzierbare NOS

endotheliale NOS m ja Teilweise 7q35.36

Das Vorkommen von NO im ZNS wurde 1989 von Moncada nachgewiesen. Neuronales
NO wird freigesetzt, wenn Glutamat an das Eisen des NMDA-Rezeptors des Neurons
bindet (187). Diese Bindung fiihrt zu einem Kalziumeinstrom in die Zelle. Das
intrazelluldre Kalzium bindet Calmodulin und dieser Komplex aktiviert die NO-
Synthase, welche L-Arginin in NO und Citrullin umwandelt. Erstaunlicherweise gehen
die NO-produzierenden Neurone selbst nicht zugrunde, sondern allenfalls die Zellen in
der Umgebung. NO scheint fiir die Glutamat-vermittelte Zytotoxizitdt verantwortlich zu
sein, die bei verschiedenen ZNS-Erkrankungen, z. B. zerebralen Ischdmien,
intrazerebralen Blutungen oder Schiadel-Hirn-Traumata, auftritt. NO hat also im ZNS
sowohl eine neurotoxische Wirkung als auch eine physiologische Funktion als
Neurotransmitter. Die toxischen Wirkungen werden vermutlich durch die Reaktion des
NO mit Sauerstoffradikalen zu Peroxynitrit sowie durch die inhibierende Bindung an
Enzyme mit Eisen-/Schwefel-Ionen vermittelt (174). NO alleine kann je nach

Redoxzustand der Zelle sogar neuroprotektive Funktionen haben (116).



Im ZNS besitzen verschiedene Zellen die Fahigkeit, NO zu synthetisieren. Neurone
verfligen iiber die sogenannte nNOS (neuronale NOS), aber nicht {iber die zytokin-
induzierbare NOS. In Astrozyten wurden wie in Endothelzellen und Makrophagen
beide Formen beschrieben (140). Demgegeniiber konnte in Mikroglia bislang nur die
iINOS nachgewiesen werden (140). Auch Oligodendrozyten, die im ZNS das Myelin
bilden, kdnnen nach Zyokin-Stimulation iNOS exprimieren (133). Ebenso wurde in
Schwann’schen Zellen, den Myelin-bildenden Zellen des peripheren Nervensystems,
eine durch y-IFN und TNF-a induzierbare NO-Synthase beschrieben, welche auch
charakteristischerweise durch NMMA gehemmt werden kann (62).

NO wirkt zytotoxisch, wenn es in hoheren Konzentrationen anfallt (18) und soll eine
Rolle in der Pathogenese von Zelltod nach zerebralen Ischdmien und
demyelinisierenden Erkrankungen spielen. Auf Zellebene hemmt NO Enzyme, die an
der DNA-Synthese, am mitochondrialen Elektronentransport und am
Zitronensdurezyklus beteiligt sind (11). Das von der Mikroglia synthetisierte NO fiihrt
zum Absterben der Oligodendrozyten (132), den Myelin produzierenden Zellen des
ZNS, die bei der Multiplen Sklerose geschéddigt werden. In Nervenzellkulturen mediiert
NO die Neurotoxizitit zusammen mit O, (15). In einem Schlaganfallmodell von
Maéusen mit Unterbindung der A. cerebri media konnte die intraperitoneale Applikation
von Nitroarginin (einem NOS-Inhibitor) das Ausmal des Insultareals begrenzen. Auch
bei der HIV-Enzephalopathie spielt NO vermutlich eine Rolle (23). Nathan beschreibt
die unterschiedlichen Wirkung der iNOS-Expression bei verschiedenen
Infektionskrankheiten auf den Wirtsorganismus (143). In einer Reihe von
Untersuchungen an Mausen, denen das Gen fiir die zytokin-induzierbare NO-Synthase
entfernt worden war, wurde festgestellt, dafl die iNOS-Expression den infizierten
Organismus schadigen, zur Verschlimmerung der Erkrankung beitragen, ohne Einfluf3
auf den Wirt sein oder sogar eine protektive Wirkung haben kann (143).

Eine Korrelation zwischen erhohtem iNOS-mRNA-Spiegel, enzymatischer Aktivitét
und der Konzentration an NO im Gehirn bei ZNS-Erkrankungen (experimentelle
Tollwut, Borna oder EAE), die bei Lewis- und Sprague-Dawley-Ratten gefunden
wurde, 14Bt auf eine erhohte Aktivitat der iNOS bei diesen Erkrankungen schlieen (81,
116). Lag der NO-Spiegel im gesunden Gehirn bei 1uM, so fand sich im erkrankten
Gehirn ein Anstieg auf 30uM. Auch im menschlichen Gehirn fanden sich in

demyelinisierten Regionen von MS-Patienten wesentlich hohere Konzentrationen an



INOS-mRNA als in Gehirnen von Patienten ohne ZNS-Liasionen. Selbst wenn diese
Entdeckung nicht MS-spezifisch zu sein scheint, gibt sie doch AnlaB3 zu der Annahme,
daB3 NO auch bei der Pathogenese der MS des Menschen eine Rolle spielt (13).



1.2 NO und Experimentelle Autoimmune Ebzephalomyelitis (EAE)

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist ein Tiermodell fiir
Autoimmunerkrankungen des ZNS, speziell die Multiple Sklerose. Hierbei werden dem
Versuchstier basisches Myelinprotein (MBP-EAE), oder MBP-sensibilisierte T-
Lymphozyten (adoptive Transfer-EAE) injiziert (155, 226). Nach Immunisierung mit
MBP werden MBP-sensibilisierte T-Zellen in peripherem Lymphgewebe stimuliert, wo
sie proliferieren (59). Diese T-Zellen heften sich an Hirngefd3e und setzen Zytokine
frei, welche ihrerseits die Expression von Zelladhisionsmolekiilen an der Oberfldche
der Endothelzellen stimulieren. Durch Anheftung an entsprechende
Zelladhésionsmolekiile konnen die T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden und in
das ZNS eindringen (59). Hierauf beginnt die Mikroglia, etwa ab dem 4.Tag, MHC-
Klasse-II- Antigene zu exprimieren und zu proliferieren. Des weiteren generieren
Mikrogliazellen verschiedene proinflammatorische Molekiile, wie reaktive
Sauerstoffabkdmmlinge (H,O,, O, , OH"), NO-Metaboliten, Eikosanoide,
Komplementfaktoren, Proteasen, Zytokine und vasoaktive Amine (69).

Die von Mikroglia und Makrophagen freigesetzten Zytokine, wie IL-1, IL-6, TNF-a.,
v-IFN und TGF- aktivieren Astrozyten und Lymphozyten. IL-1 hemmt die
Proliferation und Differenzierung der Oligodendrozyten in vitro, wihrend TNF-a
zytotoxisch auf myelinisierende Oligodendrozyten wirkt. So kommt den
Gehirnmakrophagen in der EAE aufgrund ihrer proinflammatorischen und toxischen
Wirkungen eine wichtige Rolle zu (85).

Die NO-Produktion in Mikrogliazellen erfolgt durch die zytokin-induzierbare NO-
Synthase, welche erst nach Stimulation mit LPS oder y-IFN exprimiert wird (29, 55,
228). Als hemmbar erwies sich die NOS in vitro und in vivo durch L-N-
Monomethylarginin (L-NMMA, einen kompetitiven NOS-Hemmstoff) sowie durch
Aminoguanidin (einen selektiven Inhibitor der iNOS), Nitro-Arginin-Methylesther
(NAME) und N-Nitroarginin (NNA). Diese Inhibitoren haben unterschiedlichen Einfluf3
auf die Ausprigung der EAE und EAN (Experimentelle Autoimmune Neuritis) in
Lewis-Ratten (226). Wihrend das Erkrankungsausmall der AT-EAN durch NMMA
und, weniger, durch NAME gemildert werden konnte, wurde die Myelin-EAN
hierdurch nicht beeinfluf3t. Bei der AT-EAE sowie der MBP-EAE hatte keiner der

NOS-Inhibitoren einen protektiven Effekt. Aminoguanidin hatte sogar eine
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geringgradige Verschlechterung des Erkrankungsbildes der MBP-induzierten EAE zur
Folge. Auch Ruuls und Mitarbeiter fanden eine leichte Verstirkung der EAE nach
Applikation von NOS-Inhibitoren (165). Fenyk-Melody et al. fanden eine sehr
eindeutige Verstarkung der EAE bei Méusen, denen das Gen fiir die zytokin-
induzierbare NOS gentechnisch entfernt worden war (53). Demgegeniiber gelang es
Cross et al. (1994) durch Aminoguanidin die Ausprigung der EAE in Miusen
abzuschwichen und den Erkrankungsbeginn hinauszuzdgern (34).

Trotz dieser widerspriichlichen Ergebnisse muf3 von einer wesentlichen Rolle der iNOS
bei der Pathogenese der EAE und EAN ausgegangen werden, wobei die Rolle als
Hemmer oder Induktor der Krankheitsentwicklung je nach verwendetem Tiermodell

unterschiedlich zu sein scheint.

Leider ist keiner der bislang in Tiermodellen oder Zellkulturen untersuchten iNOS-
Hemmstoffe spezifisch wirksam, soda3 neben der iNOS auch andere Enzyme gehemmt
werden. Wir suchten daher nach neuen Hemmstoffen der NO-Produktion in Mikroglia
und Makrophagen. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene

Zytokine, Wachstumsfaktoren, Neuropeptide, Neurotransmitter, Chemokine und
Tyrosinkinaseinhibitoren auf ihre Potenz zur Hemmung der induzierbaren NO-Synthase
untersucht. Zielsetzung war es, einen Inhibitor der zytokin-induzierbaren NO-Synthase
zu finden, der moglicherweise in der Zukunft auch zur therapeutischen Anwendung

kommen kann.



2. Materialien und Methoden

2.1 Zellkulturen

Alle Zellkulturreagenzien stammten von der Firma Gibco (Eggenstein).

A. Gewebsmakrophagen der Maus (J774 A.1-Zellen, eine Sarkom-Zellinie, American
Type Culture Collection, USA) wurden in Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium
(DMEM) +10% fotalem Kilberserum (FCS) kultiviert (37° C, 5 % CO»).

B. Peritonealmakrophagen von Lewis-Ratten: Pro Versuch wurden ca. 2 Tiere im
Alter von 2 bis 4 Monaten benétigt. Die Ratten wurden durch Athernarkose
eingeschlifert, die Makrophagen mit eisgekiihlter phosphatgepufferter isotoner
Kochsalzlésung (PBS, pH 7,4), die in das Peritoneum injiziert wurde, losgeldst, und
die Zellsuspension nach ca. einer Minute mit einer sterilen Pipette wieder abgezogen.
Die gewonnenen gemischten Peritonealzellen wurden in 20 ml Zellkulturmedium
(DMEM + 10% FCS +1% Natriumpyruvat +1% Nichtessentielle Aminoséduren +1%
Penicillin/ Streptomycin) in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Falcon, Hamburg)
suspendiert und 5 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert (Varifuge K, Heraeus
Christ, Koln). Das Pellet wurde in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert, in eine mit
FCS beschichtete Zellkulturflasche (Nunc, Wiesbaden) gefiillt und fiir ca. 1 Stunde
im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert. Der vorwiegend Granulozyten
enthaltende Uberstand wurde anschlieBend abgesaugt, die adhirenten Makrophagen
mit 5 ml angewdrmtem PBS (pH 7,4) gewaschen und anschlieBend mit kaltem
EDTA (5 mM) in PBS pH 7,4 vom Flaschenboden durch kriftiges Schiitteln geldst.
Die so gewonnenen Zellen wurden in 20 ml Zellkulturmedium wie oben beschrieben
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in DMEM ohne Phenolrot
+10% FCS + 1,75 g Glucose (Sigma, Deisenhofen) + 200 mM Glutamin (Seromed,
Stuttgart) +15 mM HEPES-Puffer (Sigma) gewaschen und in 1 ml resuspendiert.
Eine Zellkonzentration von 2,2 x 10’ Zellen/ml wurde mit Hilfe der Neubauer-
Zéahlkammer eingestellt. Die so gewonnenen Makrophagen-Kulturen bestanden zu
etwa 90 % aus Makrophagen, der Rest waren neutrophile Granulozyten und Zellen

des Peritoneal-Epithels.



C. Mikroglia von neugeborenen Lewis-Ratten aus der Zucht der Neurologischen
Universititsklinik Wiirzburg und von Charles River, Schweinfurt:
Pro Versuch wurden 6-15 hochstens 2 Tage alte Tiere bendtigt. Sie wurden in
Athernarkose getdtet und mit 70%igem Alkohol desinfiziert. Der Schiidel wurde
jeweils mit sterilem Préparationsbesteck er6ffnet und das Gehirn in eine mit
Kulturmedium (DMEM + 10% FCS + 2% Glutamin 200 mM + 2% Glukoseldsung
25%) gefiillte Petrischale gegeben. Die weitere Préparation erfolgte unter dem
Priparationsmikroskop (Olympus, Miinchen).
Die GroBhirnhemisphéren wurden vorsichtig vom Hirnstamm geldst und in eine
frische, mit Kulturmedium (10ml) gefiillte Petrischale gegeben. AnschlieSend
erfolgte die Abpraparation der Meningen. Unter sterilen Bedingungen wurden die
Gehirne dann mit einer Federschere zerkleinert und in 20 ml eisgekiihltes Medium
aufgenommen, in ein 50ml Zentrifugenr6hrchen gefiillt und bei 1000 U/min 5
Minuten zentrifugiert (4°C). Das Zellpellet wurde in 20 ml EBSS (Earle’s Balanced
Salt Solution) ohne Ca™ und Mg (GIBCO) resuspendiert, durch einen 130 pm-
Filter gegeben und erneut 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde anschliefend in
10 ml EBSS ohne Ca™ und Mg"™" (GIBCO) mit Trypsin 0,1 % und DNAse 40 pg/ml
(Boehringer, Ingelheim) unter kraftigem Schiitteln resuspendiert. Durch Zugabe von
10 ml Zellkulturmedium wurde die Trypsin/EDTA-Reaktion gestoppt, die Zellen in
Medium gewaschen und in mit Poly-L-Ornithin (Sigma) beschichtete 260 ml-
Zellkulturflaschen aufgeteilt (pro Flasche etwa 2 Gehirne in 10 ml
Zellkulturmedium). Die Zellen wurden ca. 10 -14 Tage im Brutschrank (37°C/ 5%
CO,) inkubiert, wobei die Adhdrenz innerhalb der ersten 4 Tage erfolgte, in denen
die Flaschen daher nicht bewegt wurden. Ab Tag 4 erfolgte in dreitdgigen Abstinden
ein Mediumwechsel, wobei auch die Reife der Zellen beurteilt wurde. Ab dem 6. Tag
hatte sich am Boden ein dichtes Zell-Monolayer gebildet und bis zum 10.-12. Tag
waren die Zellen vollstdndig ausgewachsen und konnten verwendet werden. Hierzu
wurden die Kulturflaschen tiber Nacht bei Raumtemperatur auf einem Drehschiittler
(TH 25 SM, Edm. Biihler, Tiibingen) bei 175 U/min geschiittelt und die abgeldsten
Zellen (Mikroglia und Oligodendroglia) nach einmaligem Waschen in FCS-
beschichtete Zellkulturflaschen gegeben, wo die Mikroglia innerhalb 1 bis 2 Stunden
erneut adhirent wurde, wihrend die Oligodendroglia im Uberstand verblieb und

abgesaugt werden konnte. Mit den adhérenten Zellen wurde wie oben fiir die
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Peritoneal-makrophagen beschrieben verfahren. Mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer wurde in Zellkulturmedium ohne Phenolrot die Zellkonzentration auf

2,2x10° Zellen/ml eingestellt.

D. Astrozyten, dic in den Flaschen verbliebenen Zellen, wurden ebenfalls mit EDTA
vom Boden abgeldst und die Zellzahl auf 2,2x10°/ml eingestellt. Diese Priparation

enthélt etwa 90 % Astrozyten und etwa 10 % kontaminierende Mikroglia-Zellen.

2.2 Versuchsanordnung: Die Zellsuspension wurde in 96-Loch -Microtiterplatten
(Nunc, Wiesbaden) pipettiert, so dal3 sich pro Vertiefung in 180ul Zellkulturmedium
40000 Zellen befanden. Es wurden jeweils Triplikate angefertigt. Die Stimulatoren
und Inhibitoren wurden entweder zeitgleich oder im Abstand von 12 Stunden
(Inhibitor vor Induktor) zugegeben. Sdmtliche Inhibitoren und Induktoren wurden in
DMEM ohne Phenolrot unter Zusatz von 10% FCS, 1,75 g/l Glukose, 1% Glutamin
(200 mM), 1,5 % HEPES-Puffer (15 mM) hergestellt.

2.3 Nitritbestimmung in Zellkulturiiberstinden: Hierzu wurden die Uberstinde
(100ul) 72 Stunden nach dem Ansatz in frische Mikrotiterplatten nach demselben
Plan iibertragen und pro Vertiefung die gleiche Menge frisch angesetztes Griess-
Reagenz (zu gleichen Teilen 1 Gew.-% Sulfanilamid und 0,1 Gew.- %
Naphthylethylendiamindihydrochlorid, beides von Sigma in Aqua dest.) zugesetzt. In
Anwesenheit von Nitrit bilden sich rote Farbstoffkomplexe (66 64), deren Extinktion
nach 10 Minuten Inkubation (Raumtemperatur, im Dunkeln) bei 546 nm im ELISA-
Reader (Flow, Meckenheim) gemessen wurde. Die Nitritstandardkurve wurde
jeweils mit Natriumnitrit (100 mM/1, Serva) in Dreifachbestimmungen mit
Konzentrationen von 1000, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1, 0 uM/1 erstellt, deren Extinktion
nach Zugabe von gleichen Teilen Griess-Reagenz gemessen wurde. Zur Erstellung
der Standardgeraden wurden die Mittelwerte der Extinktion der
Dreifachbestimmungen durch Regressionsanalyse in Relation zur Konzentration
gestellt (Beispiel in Abb. 2). Es wurde ein doppelt logarithmischer MaB3stab gewéhlt,

um einen linearen Verlauf der Kurve zu erhalten.
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Abbildung 2: Nitrit-Standardkurve
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Beispiel fiir Regressionsanalyse dieser Standardgerade:

Konstante (Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der y-Achse): -1,929
Standardabweichung Y: 0,016
R%: 1,000
x-Koeffizient (Steigung der Regressionsgeraden im doppelt logarithmischen
System): 1,003
Standardabweichung d. Koeffizienten: 0,009

Durch Einsetzen in die Geradengleichung y = ax +b ergibt sich beispielsweise fiir eine
mittlere Extinktion (Stimulation mit LPS und y-IFN) von 0,562, falls
log 0,562 =-0,250

-0,250 =1,003x + (-1,929)

x =(-0,250 + 1,929)/1,003 = log (Konzentration) = log 1,674 = 47 uM; mit

y: Mittelwert der Extinktion
a: x-Koeftizient
b: y-Achsenabschnitt
x: Konzentration (uM)
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2.4 Stimulatoren
Zur Stimulation der zytokin-induzierbaren NO-Synthase setzten wir
Lipopolysaccharid (LPS) sowie y-Interferon (y-IFN) ein. LPS wurde in einer
Konzentration von 1uM/ml eingesetzt, was der in anderen Arbeiten zur Stimulation
der iNOS in Makrophagen beschriebenen Konzentration entspricht (z. B. 192, 193,
212).y-IFN kam in der nach der Literatur idealen Konzentration von 100 U/ml zur
Anwendung (191, 192, 228). Als Kontrollinhibitor wurde N-Monomethyl-L-Arginin
(NMMA) in einer Konzentration von 100 uM/l verwendet.

1. Lipopolysaccharid (LPS aus Escherichia coli Stamm 0127:B8; Sigma,
Deisenhofen), Hauptbestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, spielt eine
grof3e Rolle bei der Entstehung entziindlicher Reaktionen, wobei es als Endotoxin
fungiert. Die Wirkung erfolgt tiber die Stimulation phagozytierender Zellen (204,
214). Es kommt hierdurch zur Freisetzung von Entziindungs-mediatoren wie IL-1,
IL-6 und TNF-a. Im ZNS kommt es durch i.v. Applikation von LPS innerhalb
weniger Stunden zur Aktivierung von Mikroglia im Hirnstamm, Thalamus und
vorderen Hypothalamus von Ratten, was sich in einer morphologischen Umformung
der Zellen zu runden, Makrophagen-dhnlichen Zellen zeigt 25). Die Stimulation von
Makrophagen fiihrt iiber Signaliibertragung auf den Zellkern zur Induktion der NO-
Synthase (55).

2. y-IFN (rekombinantes Gamma-Interferon von Ratten; Holland Biotechnology,
Leiden), 1965 von Wheelock entdeckt, wird nach mitogener oder antigener
Stimulation von T-Zellen exprimiert. Durch Steigerung der Effektorzellfunktion bei
Makrophagen und NK-Zellen iibernimmt es immunregulatorische Funktionen (43).
Auch y-Interferon-vermittelte Stimulation von Makrophagen fiihrt zur Expression

der NO-Synthase und somit zur NO-Produktion (187).
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2.5 Inhibitor

NMMA, N-Monomethyl-L-Arginin (Calbiochem, Frankfurt), ein methyliertes
Strukturanalogon des NOS-Substrates L-Arginin und Hemmstoff vor allem der
zytokininduzierten NO-Synthase. NMMA wurde jeweils als Kontrollsubstanz in
allen Experimenten mitgefiihrt, um sicherzustellen, da3 die NO-Produktion der

Zellkulturen auf die Aktivitit von NO-Synthasen zuriickzufiihren ist (79).

14



2.6 Getestete mogliche Hemmstoffe der NO-Synthase
Eine Ubersicht sowie Herstellerangaben findet sich in Tabelle 2 am Ende dieses

Abschnitts.

2.6.1 Zytokine

Zytokine sind Polypeptide, welche von verschiedenen Zellen gebildet werden.
Beispielsweise vermitteln stimulierte Makrophagen iiber sie die Abwehrreaktion bei
bakteriellen Infekten. In dieser Arbeit wurden aus dieser Substanzgruppe Interleukin 6,
Interleukin 10 und der Leukdmie- inhibierende Faktor auf eine Hemmung der

zytokininduzierbaren NO-Synthase getestet.

Interleukin 6 (IL-6) in Konzentrationen von 0,1 -100 ng/ml. IL-6, unter vielen Namen
bekannt (u. a. B- Zelldifferenzierungsfaktor, B- Zellstimulationsfaktor 2,
zytolytischer Differenzierungsfaktor fiir T-Lymphozyten oder Thrombopoetin)
fordert die Antikorperbildung in B-Lymphozyten, wird von T-Zellen, Monozyten,
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen sezerniert (102). Weitere Funktionen
sind die T-Zell-Aktivierung und die Nervenzell-Differenzierung (169). AuB3erdem
spielt es eine Rolle bei der Regulation der Nitrit-Produktion in Makrophagen-
dhnlichen Zellen (Myeloische-Leukémie-Zellen), wobei in Konzentrationen von > 50
U/ml die Nitritproduktion induziert wurde (196).

Auch Mikroglia kann IL-6 freisetzen, was die Astrozytenproliferation und die
Neuvaskularisation bei Hirntraumen induziert (100). Die Wirkung von IL-6, das
gemeinsam mit LIF, Oncostatin und CNTF als Signaltransduktor das Glykoprotein
gp 130 verwendet, kann durch Blockade dieses Rezeptorteils aufgehoben werden.
Hierdurch kdnnen hdmatopoetische und neurotrophe Effekte, die durch diese

Zytokine vermittelt werden, blockiert werden (195).

Interleukin 10 (IL-10) wurde in Konzentrationen von 0,1 -100 ng/ml getestet. IL-10
wurde zunichst aufgrund seiner T-Zell-stimulierenden Wirkung als “B-cell-derived
T-cell growth factor” bezeichnet (194). IL-10 hemmt die LPS- bzw. y-IFN-induzierte
Produktion von Zytokinen, wie IL-1, IL-6, TNF-a in T-Helfer-2-Zellen (54). Die
Produktion von IL-10 durch LPS-stimulierte Monozyten kann von IL-4 gehemmt

15



werden. Aullerdem kann durch Zugabe von IL-10 zu LPS-aktivierten Monozyten die
Synthese von IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF und G-CSF auf
Transkriptionsebene inhibiert werden (42). Auch die Produktion von NO durch
v-IFN-stimulierte Makrophagen, die von endogener TNF-Synthese abhéngig ist,
kann durch IL-10 gehemmt werden (60). Dariiberhinaus hat IL-10 autoregulatorische
Wirkung, indem es in LPS-aktivierten Monozyten die IL-10-mRNA-Synthese hemmt
(42). In vivo konnte gezeigt werden, dall Méuse durch einmalige Gabe von IL-10 vor
dem LPS-vermittelten Endotoxinschock geschiitzt sind (83). Bei der EAE wird IL-10
in spiten Krankheitsstadien induziert. [Thm kommt somit eine eher

immunsuppressive Wirkung zu, wodurch die Entziindung gebremst wird (99).

Leukemia Inhibitory Factor (LIF) in Konzentrationen von 1 -1000 U/ml. LIF ist ein
Zytokin, dem als Rezeptor, ebenso wie IL-6, CNTF und Oncostatin M, das
Glycoprotein gp 130 dient (58). Produktionsort sind Immunzellen, Thymuszellen,
Fibroblasten, Endothelzellen und Hepatozyten. Es hat multiple biologische
Funktionen, wie die Induktion der Synthese von Akute-Phase-Proteinen (6), die
Differenzierung von Myeloischen Leukédmie-Zellen (134), die Hemmung der
Differenzierung pluripotenter Stammzellen (185, 220) und die Férderung der
neuronalen Differenzierung (139, 223). Induziert wird die LIF-Wirkung von IL-1
und TNF-a. Villinger et al. konnten zeigen, dall LIF die Zytokinexpression in
Chondrozyten stimuliert (2010). Ahnliche Effekte konnten in Blutmonozyten,
Synoviozyten, epithelialen und neuronalen Zellinien nachgewiesen werden (210).
LIF hat somit iiber die Expression von IL-18, IL-6, IL-8 Einfluf} auf entziindliche
und immunologische Prozesse. Bei der LPS-stimulierten Myelopoese iibt LIF einen
entgegengesetzten Einful wie TNF-a aus. LIF hemmt hierbei die Kolonieformation
der Zellen in Anwesenheit von LPS und M-CSF und wirkt moglicherweise als

negativer Regulator der Monozytopoese (108).

16



2.6.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind eine Gruppe von Polypeptiden, die die Zellproliferation nach
Bindung an spezifische Glykoproteinrezeptoren auf der Zelloberflache fordern. Sie
werden lokal sezerniert und wirken auto-, para- oder intrakrin. Einige
Wachstumsfaktorrezeptoren beinhalten eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit. Durch
Bindung an ihn wird seine Autophosphorylierung und die Phosphorylierung
intrazelluldrer Substrate in Gang gesetzt. Andere Rezeptoren werden nach Interaktion
mit dem Wachstumsfaktor internalisiert. Wachstumsfaktoren beeinflussen in der
Zielzelle Protein-, DNA- und RNA-Synthese sowie die Zellteilung. AuBerdem
bewirken sie Anderungen im Glukosetransport, im Transport von Aminosiuren sowie

im lonenstrom.

Epidermal growth factor (EGF) wurde in Konzentrationen von 0,1- 1000 ng/ml
getestet. EGF fordert die Proliferation von Epithelien und epidermalen Zellen. Der
EGF- Rezeptor stellt eine Tyrosinkinase dar (86); er kommt auf fast allen
Séugetierzellen vor (26). An biologischen Wirkungen sind u. a. die Unterstiitzung
der Wundheilung bei Ratten (176), die Stimulation der Korneaepithel-Regeneration
bei Méusen (203) und die Hemmung der gastralen Saureproduktion (144) bekannt.
AuBlerdem scheint EGF den Hypothalamus- Hypophysen-Nebennieren-Regelkreis zu
stimulieren (120). Maiese et al. konnten 1993 feststellen, da3 EGF die
Uberlebensrate von Hippocampusneuronen nach anoxischer Schidigung, zum Teil

durch Schutz vor der toxischen Wirkung von NO, erhoht (128).

Fibroblast growth factor (FGF) ebenfalls in Konzentrationen von 0,1-1000 ng/ml
getestet, kommt in zwei Formen vor: als saurer und als basischer Faktor. Das saure
FGF (acidic) ist auch unter der Bezeichnung Endothelial Cell Growth Factor, Eye-
derived Growth Factor II, Heparin Binding Growth Factor alpha, Astoglia Growth
Factor I oder Prostatropin bekannt (215). Das basische (basic) FGF ist identisch mit
Eye-derived Growth Factor I, Heparin Binding Growth Factor beta, Cartilage-
derived Growth Factor und Chondrosarcoma-derived Growth Factor (117). Beide
Formen wirken mitogen fiir mesodermal und neuroektodermal abstammende Zellen
(61). Biologische Funktionen sind unter anderem die Angiogenese (162), die

Forderung des Neuritenwachstums (138), Protektion fetaler Hippocampusneurone
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(213) und die

Unterstiitzung der Wundheilung. Shimojo et al. konnten zeigen, dall bFGF von
Rattenmikroglia produziert wird (182). Ishikawa et al. stellten fest, dal die aFGF-
Konzentration im N. ischiadicus wesentlich hoher ist, als im ZNS (91). Nach
Traumatisierung des Nerven fiel die Konzentration im distalen Segment zunéchst ab,
um nach 10 Tagen wieder auf dem Ausgangsniveau zu sein. Daraus kann
geschlossen werden, daB3 aFGF im Neuron produziert und anterograd transportiert
wird. Eine protektive Wirkung von bFGF auf Hippocampusneurone nach zerebraler
Ischdmie tiber 3 Minuten konnte von Nakata et al. 1993 gezeigt werden (142). Auch
Kumon et al. fanden 1993 nach experimenteller Ischdmie durch einseitigen
VerschluB3 der A. cerebri media im Rattengehirn einen Anstieg des bFGF in
Astrozyten und Neuronen des ischdmischen Bezirks (109). Auch dies weist auf eine
protektive Wirkung des Wachstumsfaktors hin. Maiese et al. fanden 1993, dafl bFGF
ebenso wie EGF cortikale Neurone vor NO-Toxizitét schiitzte (128). Goureau et al.
schlieBlich beschrieben 1993 eine hemmende Wirkung der FGFs auf die NO-
Synthase (NOS) in bovinen RPE-Zellen (retinale pigmentierte Epithelzellen) (63).

Insulin-like Growth Factor I/II (IGF I/ II) wurde in Konzentrationen von 0,1 -1000
ng/ml auf einen moglicherweise NOS-hemmenden Effekt untersucht. Die IGF zéhlen
zu den Somatomedinen; die beiden Hauptvertreter sind IGF I und IGF II (36). IGF 1
ist ein basisches Polypeptid, es hat strukturelle Ahnlichkeit mit NGF, EGF und
Proinsulin. Das saure IGF II stimmt in seiner Struktur zu iiber 60 % mit dem IGF I
iberein (160, 161). Im Blut zirkuliert IGF an Bindungsproteine gekoppelt, von denen
mindestens drei verschiedene Klassen existieren (5, 80). Bindungsprotein 2 kommt
in hoherer Konzentration in Gehirn und Liquor vor. Seine Expression ist von der
Sekretion des hypophysidren Wachstumshormons abhingig. Fiir die IGF sind zwei
verschiedene Rezeptoren bekannt: R 1 interagiert mit IGF I und bindet Insulin
schwach (205). Er besitzt Tyrosinkinaseaktivitdt. R 2 interagiert mit IGF II und
bindet Insulin nicht. Er besitzt keine Tyrosinkinaseaktivitét.

R 2 ist identisch mit dem Rezeptor fiir Mannose-6-Phosphat (125, 137). Der Typ 1-
Rezeptor vermittelt die mitogene Antwort des IGF in einigen Zellen (101, 158).
Biologische Wirkungen der IGF sind u. a. ein Mitwirken an der Zellproliferation (74,
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200), und die Stimulation des Wachstums von Schwann-Zellen in Anwesenheit von
Forskolin oder cAMP (177). McKillop et al. (1995) fanden eine gesteigerte
glomeruldre Filtrationsrate und einen gesteigerten renalen Plasmaflu3 durch IGF I in
der isolierten Rattenniere. Diese Aktivierung lie sich durch NAME (nichtselektiver
NOS-Inhibitor) und Aminoguanidin (ein selektiver iNOS-Inhibitor) hemmen (131).

Nerve growth factor (NGF) in Konzentrationen von 0,1-1000 ng/ml getestet, gehort in
die Familie der Neurotrophine. Als Rezeptor wurde eine Tyrosinproteinkinase
entdeckt (77). Im ZNS ist die hochste Konzentration an NGF- mRNA im
Hippocampus und im Cortex zu finden (181). In cholinergen Neuronen des
Vorderhirns von Ratten konnten Bindungsstellen fiir radioaktiv markiertes NGF
gefunden werden (56).

Der Transport des NGF erfolgt retrograd vom Nervenende zum Zellkorper (68, 78).
Nach ZNS-Verletzungen konnte ein voriibergehender Anstieg an NGF im Liquor
Erwachsener nachgewiesen werden (151). Jackson et al. konnten (1992) eine
Protektion von Ratten-Phdochromozytomzellen unter H:O:-Stress durch NGF-
Vorbehandlung feststellen (93). An weiteren biologischen Wirkungen sind vor allem
die neurotrope Wachstumsorientierung (durch Leitung der wachsenden Axone
entlang des Konzentrationsgradienten) (16), die Férderung des Neuritenwachstums
(48, 112), auBerdem Einfliisse auf das Immunsystem, wie die Histaminausschiittung
aus Mastzellen, bekannt (22). Rezeptoren wurden auch auf Thymozyten gefunden
9).

Pan und Perez-Polo (1993) konnten den Einflufl des NGF auf den Glutathion-
Metabolismus in Ratten-Phdochromozytomzellen (PC12-Zellen) nachweisen (150).
Behandlung mit NGF fiihrt zu einer Stimulation der Glutathionperoxidase, der
Glutathionreduktase, der Glukose-6Phosphat-Dehydrogenase und zum Anstieg der
Glutathionkonzentration. Hierdurch wird der oxidative Stre3 durch freie Radikale
verringert. Ein moglicher klinischer Einsatz des NGF wird bei verschiedenen
degenerativen Erkrankungen, wie z. B. M. Alzheimer, Amyotropher Lateralsklerose

oder M. Parkinson untersucht.

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) wurde in Konzentrationen von 2 -2000 ng/ml

eingesetzt. CNTF ist strukturell dem Interleukin 6, LIF, Oncostatin und
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hamatopoetischen Wachstumsfaktoren, wie z. B. GM-CSF verwandt (7, 89). Sein
a-Rezeptor dhnelt sehr dem IL6-a-Rezeptor, wird jedoch fast ausschlieflich in
Nervensystem exprimiert, wo er auf Neuronen gefunden wurde (37, 88). Er ist mit
dem Rezeptorkomplex assoziiert, der auch den LIF-B-Rezeptor und den
Signaltransduktor gp130 enthilt. Uber diesen Rezeptor wird die zelluldre Antwort
auf CNTF vermittelt: die iiberlebensverldngernde und phénotyptransformierende
Wirkung auf Zellen in vitro (90, 127), die neuroprotektive Wirkung in vivo z. B. bei
der Entwicklung von Motoneuronen in Kiiken (217) und v.a. die Motoneuron-
erhaltende Funktion (179). Weitere Funktion ist u. a. die Férderung der Reifung von
Oligodendrozyten und der Schutz vor ihrem apoptotischen Tod (119). Hagg et al.
(1993) untersuchten die Wirkung von CNTF auf die Expression von LNGFR (low-
affinity NGF-Rezeptor) in vivo bei Corpus callosum-Mikroglia von gesunden und
verletzten ausgewachsenen Ratten, sowie in vitro bei Mikrogliakulturen von
neugeborenen Ratten. Sie fanden hierbei sowohl in vitro als auch in vivo eine
Induktion morphologischer Verdanderungen (Aktivierung der Mikroglia). Aulerdem
wurde die Expression von LNGFR und CD4 auf der Zelloberfldche durch CNTF
stimuliert (67). Endogenes CNTF spielt somit wahrscheinlich eine Rolle bei

Immunreaktionen des ZNS.

Oncostatin M wurde in Konzentrationen von 0,1 -100 ng/ml eingesetzt.
Oncostatin ist ein Glycoprotein, das strukturell und funktionell Ahnlichkeit zu LIF
und CNTF besitzt. Im Gegensatz zu CNTF hat es keine Auswirkung auf das
Uberleben von Ciliarneuronen (157). Von T-Lymphozyten und Monozyten
produziert (21), fungiert es als Wachstumsregulator, indem es das Wachstum
humaner maligner Melanomzellen und anderer Carcinomzellinien hemmt und das
Wachstum bestimmter Fibroblastenkulturen fordert (82, 225). Weitere Wirkungen
sind die Stimulation der Produktion von Akute- Phase- Proteinen (159), sowie in
geringerem Male ein Anstieg der Acetylcholintransferase-Aktivitét und des
vasoactive intestinal polypeptid (VIP)-Spiegels in Kulturen von sympathischen

Neuronen von Ratten (157).
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2.6.3 Neuropeptide und Peptidtransmitter

Aus der Gruppe der Neuropeptide/Peptidtransmitter untersuchten wir Bombesin,
Neuropeptid Y, Peptid YY, Substanz P, Neuromedin N und Neurotensin. Diese
Substanzen kommen im Zentralen und Peripheren Nervensystem sowie im autonomen

Nervensystem vor. Sie haben Einflul auf verschiedene Funktionen der Zielzelle.

Bombesin, ein Neuropeptid, welches in peptidergen Nervenbahnen der Tunica
muscularis externa des Gastrointestinaltraktes vorkommt, wurde in Konzentrationen
von 100 pM/1 -1000 nM/1 eingesetzt. Bombesin stimuliert als Vermittler zwischen
nervalem und immunologischem System (12) die Natural- Killer (NK) Aktivitit z. B.
gegen Kolonkarzinom-Zellen (Caco-2) (207). AuBBerdem erhoht es die Chemotaxis-

Kapazitit sowie die Phagozytose-Funktion von Peritonealmakrophagen (39).

Neuropeptide Y (NPY), wie Peptide YY ein Regulatorprotein aus der pankreatischen
Polypeptidfamilie (123), wurde in Konzentrationen von 0,001 -100 nM/I eingesetzt.
Die Rolle des NPY als Regulator neuronaler Ubertragung in ZNS und peripherem
Nervensystem wurde von mehreren Gruppen beschrieben (41, 49, 198). Als
chemischer Transmitter in ZNS und PNS wurde es von Heilig und Widerlov (1990)
und Danger et al. (1990) beschrieben (35, 73). Aulerdem fungiert es als
hypophyseotropes Neurohormon, indem es die Sekretion verschiedener Hormone
reguliert (35). Des weiteren wurde NPY in Nervenendigungen immunkompetenter
Organe (z. B. Milz) gefunden (121, 164). An biologischen Funktionen sind die
Zunahme des GefaBwiderstandes {iber noradrenerge Neurone (123), die Regulation
kardiovaskuldrer Funktionen (122) und sein Einflu} auf den Wasserhaushalt und die
Nahrungsaufnahme (Hunger und Sattigungsgefiihl) bekannt (73).

De la Fuente et al. beschrieben 1993 einen allgemein stimulierenden Effekt von NPY
und PYY auf die Funktion von Peritonealmakrophagen mit Anstieg der Adhérenz-,
Chemotaxis- und Phagozytose-Kapazitit (38). Jazin et al. (1993) zeigten, daB PYY-
mRNA, ebenso wie mRNA fiir den NPY/PYY-Rezeptor, voriibergehend wihrend
der Rattenembryogenese in Spinalganglien exprimiert wird (94). Nach peripherer
Axotomie wird in Spinalganglienzellen vermehrt NO-Synthase-mRNA exprimiert;
ebenso steigt in einigen dieser Zellen die Expression von NPY, vasoaktivem

intestinalen Polypeptid (VIP) und anderen Peptiden, die unter normalen Umstinden
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kaum exprimiert werden (209).

Peptide Y (PYY) wurde ebenfalls in Konzentrationen von 0,001 -100 nM/I getestet.
PYY wird in endokrinen Zellen des Jejunums produziert und hemmt die exokrine
Pankreassekretion (66, 198). AuBerdem reguliert es den Tonus glatter Muskulatur,
die Darmmotilitédt (124) und die Nahrungsresorption (190). PYY-mRNA wird
wihrend der Embryogenese am 16. Tag in Spinalganglien von Ratten exprimiert
(94). Es spielt so moglicherweise als Neuropeptid eine Rolle bei der Entwicklung

sensibler Neurone.

Substance P (SP) ein Neuropeptid, das im zentralen, peripheren und Darm-
Nervensystem verschiedener Spezies vorkommt (92, 154), wurde in
Konzentrationen von 1 -1000 nM/1 eingesetzt.

SP kommt eine wichtige Rolle als Neurotransmitter in priméiren sensorischen
Neuronen, die der Schmerzempfindung dienen, zu (149). Auch auBBerhalb des
Nervensystems erfiillt SP verschiedene Funktionen, so u. a. die Aktivierung von
Makrophagen (70). Diese Aktivierung erfolgt iiber einen rezeptorvermittelten
Mechanismus. Die Stimulation von Makrophagen iiber von geschidigten Neuronen
freigesetzte SP kann die entziindliche Antwort in Nervengewebe initiieren,
unterhalten oder verstarken (71).

Smith et al. beschrieben 1992 einen Anstieg an SP in Spinalganglien, die sensible
Fasern von an Arthritis erkrankten Gelenken bei Ratten bilden (186). SP scheint auch
fiir die Entstehung und Unterhaltung der Adjuvans-Arthritis, einer experimentellen
Autoimmunerkrankung der Gelenke, eine wesentliche Rolle zu spielen (52). Die
Infusion von SP in erkrankte Gelenke verstérkt die Entziindung und
Gelenkzerstorung (113). SP stimuliert des weiteren periphere Blutmonozyten zur
Produktion von IL-1, IL-6, TNF-a (118) und induziert die T-Zellproliferation (152)
und die Antikorperproduktion durch B-Zellen (76). Nach SP-Stimulation von
eosinophilen Granulozyten im Blut von Atopikern konnte ein Anstieg der PAF
(platelet-activating factor)- und Leukotrien B4-induzierten Chemotaxis observiert
werden (145). Auch auf Mikroglia-Zellen konnten Rezeptoren fiir SP gefunden
werden, tiber die ein Anstieg der IL-1-Produktion in Anwesenheit von LPS erfolgt

(130).
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Neuromedin N und Neurotensin wurden in Konzentrationen von 1 -1000 nM/1
eingesetzt. Beides sind strukturverwandte Peptide, die sowohl im Gehirn als auch im
Darm als Regulator fungieren. Dal} beide aus einer gemeinsamen Vorstufe
hervorgehen, konnte 1987 von Dobner et al. gezeigt werden (44). Carraway und
Leeman (1973) isolierten Neurotensin aus dem Hypothalamus (27). Biologische
Wirkungen sind u. a. Hypotonie, Hyperglykdmie, Hemmung der Magensaure-
produktion und der Darmmotilitét (Leeman und Carraway 1982), aullerdem die
Regulation der Funktion des Hypophysenvorderlappens (3). Aufgrund der gro3en
Ahnlichkeit der beiden Peptide kann auch Neuromedin N an Neurotensinrezeptoren
binden, wobei es agonistisch wirkt und dabei analgetisch und Hypothermie-
induzierend wirkt. Williams und Beitz konnten zeigen, da3 bei chronischem Schmerz
der Spiegel an Neurotensin mRNA im Mittelhirn erhoht ist (219). Neurotensin
scheint also eine Rolle bei der Modulation von akuter oder chronischer

Schmerzempfindung zu spielen.
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2.6.4 Chemokine

Aus der Familie der Chemokine untersuchten wir Macrophage-Inhibitory-Protein-a.,
RANTES und das Makrophagen-Chemoattraktive Protein-1. Chemokine sind
immunregulatorische kleine Proteine, die unter anderem von Leukozyten sezerniert

werden (147).

Macrophage Inflammatory Protein-o (MIP-1a) kam in Konzentrationen von 0,01 -
10 ng/ml zur Anwendung. Im wesentlichen wird es von Endotoxin-stimulierten
Makrophagen produziert. Auf bestimmte Lymphozytenpopulationen wirkt es
chemotaktisch: in niedrigen Konzentrationen (100 pg/ml) konnte eine Wirkung eher
auf B-Zellen und zytotoxische T- Zellen gefunden werden, in hoherer Konzentration
(10 ng/ml) scheint es diese Zellen weniger anzulocken, sondern mehr auf CD 4'-
Zellen chemotaktisch zu wirken (171). Wolpe et al. entdeckten MIP als endogenes
Pyrogen, das von Prostaglandinen unabhéngig wirkt (221). AuBerdem scheint es eine
entscheidende Rolle bei der Meningitisentstehung und -unterhaltung zu spielen,
indem es die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke erh6ht, eine Liquorleukozytose

hervorruft und zur Entstehung des Hirnddems beitragt (170).

RANTES (Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted) und das
Monozyten chemoattraktive Protein-1 (MCP-1) wurden in Konzentrationen von
0,1 -100 pg/ml eingesetzt. RANTES wurde 1990 von Schall et al. als selektives
Chemoattractans fiir Gedéchtnis-T Lymphozyten (Triager des Oberflichenantigens
CD4 und UCHL1) und Blutmonozyten entdeckt (172). Es induziert die
Histaminfreisetzung aus humanen basophilen Granulozyten (110). Ein gemeinsamer
Rezeptor fiir RANTES und MIP-1a wurde 1993 von Gao et al. beschrieben (57).
Uber diesen kommt es zu einem voriibergehenden Anstieg der Ca’ Konzentration
in polymorphkernigen Leukozyten. An denselben RANTES-Rezeptor bindet auch
MCP-1. Seine Wirkungen sind die Induktion einer erhdhten Zellfunktion in
eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten. Dadurch kommt es zur Degranulation,

zum “respiratory burst” und zur Freisetzung lysosomaler Enzyme (60).
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2.6.5 Tyrosinkinase-Inhibitoren

Tyrosinkinaseinhibitoren unterbinden die Phosphorylierung verschiedener
Tyrosinkinasen intrazelluldr bzw. auf der Zelloberflache und unterbrechen dadurch die
entsprechenden Stoffwechselwege. Aus dieser Substanzgruppe wurden Genistein,
Tyrphostin, Lavendustin A und Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat auf ihre Fahigkeit zur

Hemmung der zytokininduzierbaren NO-Synthase getestet.

Genistein (50 uM/]) ist ein selektiver Inhibitor Tyrosin-spezifischer Proteinkinasen (1).
Es hemmt auBlerdem die LPS- getriggerte Aktivierung von Mausmakrophagen zur
Lyse von B16 Melanomzellen und die LPS-induzierte NOS-Aktivitdt in Maus-
Makrophagen (45, 46). Feinstein et al. (1993) konnten dariiberhinaus eine
Supprimierung der Aktivitit der iNOS in Astrozyten und C6- Gliomzellen durch
Genistein feststellen (50). Auch die INOS-mRNA nahm dosisabhéngig ab. Bei
Priainkubation (30 min.) war die Hemmung am stérksten. Zur Induktion der iNOS-
Expression in Astrozyten scheint also Tyrosinkinaseaktivitit erforderlich zu sein.
Hingegen konnte keine Blockierung der NO-Donator-abhangigen cGMP-Produktion
in Neuronen nachgewiesen werden (163). Die Kainat- und Kalium-abhangige
cGMP-Produktion, die iiber NO vermittelt wird, kann jedoch von Genistein gechemmt

werden.

Tyrphostin (50 uM/1) ist ebenfalls ein hochspezifischer Inhibitor von Tyrosinkinasen.
Es gilt als kompetitiver Hemmer von Substraten der Tyrosinkinasen. Auch
Tyrphostin vermag die LPS- getriggerte Aktivierung von Mausmakrophagen zur
Lyse von B16 Melanomzellen zu hemmen (45, 46) und die LPS-induzierbare NOS in
Astrozyten und C6- Gliomzellen zu blockieren (51).

Lavendustin A (50 uM/1), aus Streptomyces griseolavendus isoliert, zeigte hingegen
keine signifikante Reduktion der iNOS in Astrozyten und C6- Gliomzellen (51). Es
hat eine sehr niedrige Potenz, die Proteinkinase C und Proteinkinase A zu hemmen,
jedoch eine sehr hohe zur Hemmung der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase (84, 146).
Rodriguez et al. fanden eine Hemmbarkeit der Kainat- und Kalium- abhéngigen
c¢GMP-Produktion, die iiber NO vermittelt wird, aber keine Blockierung der NO-
Donor-abhéngigen cGMP-Produktion in Neuronen (163) .
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Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat (MDHC), ein stabileres Analogon von Erbstatin,
wurde in Konzentrationen von 0,5 -50 uM/1 eingesetzt. Umezawa et al.
synthetisierten MDHC 1990 als viermal stabileren Inhibitor der EGF-Rezeptor-
Tyrosinkinase als Erbstatin (206). MDHC hemmt aullerdem die
Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors und verzogert die durch EGF induzierte
S-Phase in ruhenden Rattennierenzellen. Eine weitere Wirkung des MDHC, die
Induktion der Apoptose von kultivierten Thymozyten, wurde 1993 von Azuma et al.
gezeigt (4). Seine Wirkung auf die NO-Synthase wurde bislang noch nicht

untersucht.
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2.7 Vitalitatstest

Dieser wurde durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob eine verringerte NO-Konzentration
nach Zugabe der Testsubstanz Folge einer erhohten Zytotoxizitdt und somit nicht auf
Hemmung der iNOS zuriickzufiihren ist. Hierzu wurde der Farbausschluf3test mit
Trypanblau verwendet (97). Nach Abschlufl der Experimente (72 Stunden) wurde
jeweils pro Vertiefung 5ul Trypanblau auf die am Boden verbliebenen Zellen
gegeben und der Anteil der blau gefarbten Zellen unter dem Mikroskop bestimmt.
Abgestorbene Zellen sind nicht mehr in der Lage, den Farbstoff aus dem Zellkern zu
entfernen und verbleiben daher als blaue Zellen, wihrend die lebenden Zellen

transparent erscheinen.
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2.8 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Hemmung der Nitritsekretion durch J774A.1-Zellen bzw.
durch Mikroglia nach Inkubation mit verschiedenen MDHC-Konzentrationen wurde fiir
jede Stimulator-MDHC(0-100uM)-Kombination die Einweg-Varianzanalyse

(ANOV A=Analysis of Variances) mit zusétzlichem Scheffé-Test durchgefiihrt (166).
Die Einweg-Varianzanalyse dient dem Vergleich mehrerer normalverteilter Mittelwerte.
Hierbei wird gepriift, ob mehrere Stichproben aus derselben Grundgesamtheit stammen.
In dieser Arbeit wurde grundsitzlich die Unterschiedlichkeit der Nitrit-Mittelwerte bei
verschiedenen MDHC-Konzentrationen nachgewiesen. Nachdem die einfache
Varianzanalyse zu einem statistisch signifikanten Befund gefiihrt hatte, wurden multiple
Vergleiche der einzelnen Stichproben untereinander angeschlossen. Hierbei kam der
Scheffé-Test zur Anwendung. Es konnte hiermit im Speziellen nachgewiesen werden,
ab welcher Inhibitor-Konzentration eine signifikante Hemmung erfolgte. Ein p<0,05

wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Nitritproduktion von J774A.1, Mikroglia, Peritonealmakrophagen und

Astrozyten nach Stimulation mit LPS und/oder y-IFN.

In der vorliegenden Arbeit wurden LPS in einer Konzentration von 1 pg/ml und y-IFN

in einer Konzentration von 100 U/ml eingesetzt. Hierdurch kam es zu einem Anstieg

der Nitrit-Konzentration von 1£1 pmol/l bei unstimulierten Kontrollen auf 25-35 umol/l

je nach Zellart. Dieser Anstieg der Nitritkonzentration war durch NMMA hemmbar

(Tab. 3).

Tabelle 3: Nitritkonzentrationen in den Zellkulturiiberstinden von J774A.1,
Peritonealmakrophagen, Astrozyten und Mikroglia ohne Stimulator, nach Zugabe von LPS
(1pg/ml), y-IFN (100 U/ml) und nach Hemmung mit NMMA (100 uM)

unstim. | LPS | y-IFN | LPS+y-IFN LPS+ v-IFN+ | LPS+y-IFN
NMMA | NMMA | +NMMA
J774A. 1 1+1 36+8 | 39+6 | nicht getestet 17+6 1946 | nicht getestet
Peritoneal- 612 3246 | 28t4 | nicht getestet 913 813 nicht getestet
makrophagen
Mikroglia 2+1 nicht | nicht 32+11 nicht nicht 5+2
ge- ge- getestet | getestet
testet | testet
Astrozyten 2+1 nicht | nicht 3348 nicht nicht 4+1
ge- ge- getestet | getestet
testet | testet

Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 132-216 Messungen in 18
(Mikroglia) bis 39 (J774A.1)separaten Versuchen.
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3.2 Einflul} verschiedener Zytokine, Wachstumsfaktoren, Neuropeptide, Chemokine
und Tyrosinkinase-Inhibitoren auf die NO-Produktion

Fiir die meisten der getesteten Substanzen konnte keine Hemmung der iNOS
nachgewiesen werden (Tabellen 3-5). Die gemessene Nitritkonzentration unterschied
sich nach Stimulation mit LPS und/oder y-IFN nicht von der nach Zusatz von
Interleukin-6 (0,1-100 ng/ml), Interleukin-10 (0,1-100 ng/ml), LIF (1-1000 U/ml), EGF
(0,1-1000 ng/ml), saurem und basischem FGF (0,1-1000 ng/ml), IGF-1 und 2 (0,1-1000
ng/ml), 7S NGF (0,1-1000 ng/ml), CNTF (2-2000 ng/ml), Oncostatin M (0,1-100
ng/ml), Bombesin (100 pM/1-1000 nM/I), Neuromedin N (0,1-100 nM/1), Neurotensin
(1-1000 nM/1), Substanz P (1-1000 nM/1), Neuropeptid Y (0,001-100 nM/1), Peptid YY
(0,001-100 nM/1), MIP-1a (0,01-10 ng/ml), MCP-1 (0,1-100 ng/ml), RANTES (0,1-100
ng/ml), Genistein (50 uM), Tyrphostin (50 uM), und Lavendustin A (50 pM).

Diese Ergebnisse waren bei allen untersuchten Zellarten (Mikroglia,
Peritonealmakrophagen und J774) identisch. Keine der getesteten Substanzen hatte in

Abwesenheit von LPS und y-IFN einen iNOS-stimulierenden Effekt (Tabellen 4-6).
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Tabelle 6: Einflull von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Neuropeptiden und

Chemokinen auf die NO-Syntheseaktivitidt gemessen als Nitritkonzentration im

Zellkulturiiberstand von Rattenmikrogliazellen nach Stimulation mit LPS oder y-IFN.

Wegen Zellmangels wurde jeweils nur die nach der Literatur wahrscheinlich am besten
wirksame Konzentration untersucht.
Angegeben ist jeweils die Nitritkonzentration in pM/1 (Mittelwerte und

Standardabweichung).
Testsubstanzen | Konzentration |LPS+y-IFN |LPS+ y-IFN+ |LPS+y-IFN+ |un-
Testsubstanz | NMMA stimuliert
Zytokine
IL-6 2 ng/ml 32+11 25+1 542 2+1
IL-10 1 ng/ml 32+11 2540 542 2+1
LIF 10 U/ml 32+11 2540 542 2+1
Wachstums-
faktoren
EGF 10 ng/ml 32+11 2610 512 2+1
aFGF 10 ng/ml 32+11 25+1 512 2+1
bFGF 10 ng/ml 32+11 3143 512 2+1
IGF-1 20 ng/ml 32+11 26+1 512 2+1
IGF-2 20 ng/ml 32+11 25+1 512 2+1
7S-NGF 100 ng/ml 32+11 28+1 512 2+1
Oncostatin M 100 ng/ml 32+11 2542 542 2+1
Neuropeptide
Bombesin 100 pM/1 32+11 31+1 542 2+1
NPY 10 pM/1 32+11 45+1 542 2+1
PYY 10 pM/1 32+11 47+6 542 2+1
Substance P 100 nM/1 32411 2542 542 2+1
Neuromedin N 10 nM/1 32411 2440 52 2+1
Neurotensin 10 nM/1 32+11 24+1 52 2+1
Chemokine
MIP-1a 1 ng/ml 32+11 4248 512 2+1
RANTES 100 ng/ml 32+11 2443 512 2+1
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Tabelle 7: Einflull von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Neuropeptiden und

Chemokinen auf die NO-Syntheseaktivitidt gemessen als Nitritkonzentration im

Zellkulturiiberstand von Rattenastrozyten nach Stimulation mit LPS oder y-IFN. Wegen

Zellmangels wurde jeweils nur die nach der Literatur wahrscheinlich am besten

wirksame Konzentration untersucht.
Angegeben ist jeweils die Nitritkonzentration in pM/1 (Mittelwerte und

Standardabweichung).
Testsubstanzen | Konzentration |LPS+y-IFN |LPS+ y-IFN+ |LPS+y-IFN+ |un-
Testsubstanz | NMMA stimuliert
Zytokine
IL-6 2 ng/ml 3348 2619 4+1 2+1
IL-10 1 ng/ml 3348 2549 4+1 2+1
LIF 10 U/ml 3348 4148 4+1 2+1
Wachstums-
faktoren
EGF 10 ng/ml 3348 2618 4+1 2+1
aFGF 10 ng/ml 3348 30£10 4+1 2+1
bFGF 10 ng/ml 3348 3449 4+1 2+1
IGF-1 20 ng/ml 3348 2619 4+1 2+1
IGF-2 20 ng/ml 3348 29+10 4+1 2+1
7S-NGF 100 ng/ml 3348 2449 4+1 2+1
Oncostatin M 100 ng/ml 3348 2549 4+1 2+1
Neuropeptide
Bombesin 100 pM/1 3348 3342 4+1 2+1
NPY 10 pM/1 3348 3242 4+1 2+1
PYY 10 pM/1 3348 3342 4+1 2+1
Substance P 100 nM/1 3348 25+10 4+1 2+1
Neuromedin N 10 nM/1 3348 25+10 4+1 2+1
Neurotensin 10 nM/1 3348 26+10 4+1 2+1
Chemokine
MIP-1a 1 ng/ml 3348 36t4 4+1 2+1
RANTES 100 ng/ml 3348 3440 4+1 2+1
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3.3 Hemmung der Zytokin-induzierbaren Nitrit-Produktion nach Inkubation mit

Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat

Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat (MDHC), ein Tyrosinkinasehemmer, supprimierte die
Aktivierung der NO-Synthase durch LPS und y-IFN in J774A.1 Zellen (Abb. 4 - 6) und
in Mikrogliakulturen (Abb. 7) in vitro. Halbmaximale Hemmung wurde bei
Konzentrationen von ca. 20 uM erreicht. In Konzentrationen tiber 40uM war ein
dosisabhingiger zytotoxischer Effekt des MDHC festzustellen (Tab. 8 und 9). Bei
niedrigeren MDHC-Konzentrationen, in denen eine signifikante Hemmung der Nitrit-
Produktion zu verzeichnen war, war MDHC nicht toxisch (Trypan-Blau-
Vitalitétstest)(Tab. 8 und 9). Hier lag der Anteil an abgestorbenen Zellen bei 3-25 %.
Auch das als Losungsmittel verwendete DMSO (Dimethylsulfoxid) hatte keinen
hemmenden Effekt auf die iNOS (Abb. 3 und Abb. 8) und, in der verwendeten
Konzentration, keine zytotoxische Wirkung. Prdinkubation der Mikrogliazellen und der
J774A.1-Zellen mit MDHC 24 Stunden vor Zugabe von LPS und y-IFN zeigte keinen
verbesserten Abfall der NO-Produktion (ohne Abb.). Alle anderen getesteten
Tyrosinkinaseinhibitoren (Genistein, Tyrphostin und Lavendustin A) zeigten in den
verwendeten Konzentrationen keinen Effekt auf die Induktion der NO-Synthase durch
y-IFN und LPS in Mikroglia und Astrozyten (Abb. 3 und 8). MDHC hemmte die y-IFN-
/ LPS-induzierte NO-Produktion in Astrozyten nicht (Abb. 8).
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Tabelle 8: Zelltod (J774.A 1 Zellen in %) nach Inkubation mit MDHC in verschiedenen

Konzentrationen.

MDHC | MDHC+y-IFN MDHC+LPS MDHC+y-IFN+LPS
100 pM 80+3 92+2 94 +4 94 +£2
50 pM 65+5 85+ 6 76 + 12 90 £2
40 pM 40+ 1 63+16 41 £ 16 67 £20
30 uM 23+3 29+ 10 28+ 12 36 £ 16
25 uM 21+2 21 £5 22 +11 34+9
20 pM 8+2 15+6 8+2 16 7
10 pM 6=+1 11+4 8+2 102
5 M 9+2 9+4 9+3 9+1
2M 10+2 6+2 7+2 9+3
1 M 6=+1 6+2 542 9+4
0,5 uM 7+2 10+1 6+2 10£5

Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 3-9 Messungen in 3

seperaten Versuchen. Der Anteil abgestorbener Zellen ohne Zugabe von MDHC,

sowie bei unstimulierten Zellen lag bei 5 - 20 %.

Tabelle 9: Zelltod (Mikrogliazellen in %) nach Inkubation mit MDHC in

verschiedenen Konzentrationen.

MDHC MDHC+ y-IFN+ LPS
50 pM 69 + 15 79 +9
25 uM 32+ 5 30 + 4
20 uM 25+3 21+ 3
10 pM 18 + 4 20 + 4
5uM 20 +3 18 +2
2 uM 19 +2 19+5
1 uM 18+ 5 2143
0,5 M 18 + 4 20+ 4

Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 2-6 Messungen in 3

seperaten Versuchen. Der Anteil abgestorbener Zellen ohne Zugabe von MDHC,

sowie bei unstimulierten Zellen lag bei 5 - 30 %.
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Abb. 3: EinfluBl der Tyrosinkinaseinhibitoren Genistein, Tyrphostin, Lavendustin A
und Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat (MDHC), sowie des Losungsmittels DMSO auf
die NO-Synthase mit und ohne Stimulation mit y-IFN und LPS in Mikroglia-

Kulturen neugeborener Lewis-Ratten
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Abb. 4: Hemmung der Nitritsekretion der Mausmakrophagenzellinie J774A.1 durch
steigende Konzentration von MDHC (0,1-100 uM/I) ab einer Konzentration von 10uM/1
nach Induktion der NO-Synthase mit 1 pg/ml LPS iiber 3 Tage.

J774A1

35

Nitrit (uM)

50 100

MDHC (uM)

Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 15 -24 Messungen
in 5-8 separaten Versuchen.

-x- = Inkubation mit MDHC

-0- = Inkubation mit LPS (1pg/ml) und MDHC

Signifikante Hemmung ab einer Konzentration von 10uM/l MDHC (p<0,02)
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Abb. 5: Hemmung der Nitritsekretion der Mausmakrophagenzellinie J774A.1 durch
steigende Konzentration von MDHC (0,1-100 uM/1) ab einer Konzentration von
20uM/1 nach Induktion der NO-Synthase mit 100 U/ml y-IFN iiber 3 Tage.

J774A.1

Nitrit (uM)

—~% A X X x— ~J—

0 0,1 0,5 1 2 5 10 20 25 30 40 50 100
MDHC (uM)

Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 15 -24 Messungen
in 5-8 separaten Versuchen.

-x- = Inkubation mit MDHC

-A- =Inkubation mit y-IFN (100 U/ml) und MDHC

Signifikante Hemmung ab einer Konzentration von 20uM/1 MDHC (p<0,001)
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Abb. 6: Hemmung der Nitritsekretion der Mausmakrophagenzellinie J774A.1 durch
steigende Konzentration von MDHC (0,1-100 uM/I) ab einer Konzentration von 10 pM/1
nach Induktion der NO-Synthase mit 1 pg/ml LPS und 100 U/ml y-IFN iiber 3 Tage.
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Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 15 -24 Messungen
in 5-8 separaten Versuchen.

-x- =Inkubation mit MDHC

-[-= Inkubation mit LPS (1 pg/ml), y-IFN (100 U/ml) und MDHC

Signifikante Hemmung ab einer Konzentration von 10 uM/l MDHC (p<0,05)
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Abb. 7: Hemmung der Nitritproduktion in kultivierten Mikrogliazellen neugeborener
Ratten durch steigende Konzentration von MDHC (0,5-50 uM/I) ab einer
Konzentration von 20 pM/I nach Induktion der NO-Synthase mit 100 U/ml
v-IFN und 1 pg/ml LPS fiir 3 Tage.
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Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus 5-18 Messungen in 3-6
separaten Experimenten.

-x-= Inkubation mit MDHC

-0-= Inkubation mit y-IFN (100 U/ml), LPS (1pg/ml) und MDHC

Signifikante Hemmung ab einer Konzentration von 20 pM/l MDHC (p<0,001)
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Abb. 8: EinfluBl der Tyrosinkinaseinhibitoren Genistein, Tyrphostin, Lavendustin A und
Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat (MDHC), sowie des Losungsmittels DMSO auf die NO-
Synthase mit und ohne Stimulation mit y-IFN und LPS in Astrozyten-Kulturen
neugeborener Lewis-Ratten
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4.Diskussion

Durch Inkubation mit y-IFN (100U/ml) oder LPS (1ug/ml) wird die Aktivierung der
zytokininduzierbaren NO-Synthase in kultivierten Mausmakrophagen, Rattenmikroglia-
zellen und Astrozyten induziert. Zugabe von NMMA (100 pM/1) fiihrt zu einer
deutlichen Hemmung der iNOS-Aktivitat. Der Tyrosinkinaseinhibitor Methyl-2,5-
Dihydroxycinnamat ist ebenfalls in der Lage, dosisabhidngig die Aktivitdt der iNOS in
kultivierten Mausmakrophagen und Rattenmikrogliazellen zu hemmen. In héherer
Dosierung (liber 25 uM) ist MDHC zytotoxisch. In unserem Zellkultursystem waren
andere Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Genistein, Lavendustin A und Tyrphostin als
iNOS-Inhibitor ineffektiv, sodall anzunehmen ist, da3 fiir MDHC ein eigener
Signaliibertragungsweg existiert. Dieser Signaliibertragungsweg ist auch Zelltyp-
spezifisch, da die zytokin-induzierbare NO-Sekretion in Makrophagen und Mikroglia,
nicht jedoch in Astrozyten durch MDHC hemmbar war.

4.1. MDHC hemmt die zytokin-induzierbare NO-Synthase in Mikroglia und
Makrophagen

Wir untersuchten verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren, Neuropeptide,
Peptidtransmitter,Chemokine und Tyrosinkinaseinhibitoren auf ihre Fahigkeit zur
Suppression der zytokin-induzierbaren NO-Synthase in Mikroglia,
Peritonealmakrophagen, Astrozyten und J774A.1-Zellen.. Der Tyrosinkinasehemmer
Methyl-2,5-Dihydroxycinnamat (MDHC) war als einziger in der Lage, die zytokin-
induzierte NO-Freisetzung in Makrophagen und Mikroglia signifikant zu hemmen. Dies
war unabhingig davon, ob die Zellen mit MDHC préinkubiert wurden oder ob eine
Koinkubation der Zytokine vorgenommen wurde. MDHC wurde als stabileres
Analogon von Erbstatin synthetisiert (206). MDHC besitzt zur Reduktion seiner
Polaritét eine Methylgruppe, die ihm das Eindringen in die Zelle ermoglicht. Der
Wirkmechanismus erfolgt iiber Hemmung der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase und hat
eine Storung des intrazelluldren Signaliibertragungsmechanismus zur Folge. In diesem
Fall handelt es sich wohl um eine Unterbindung der durch LPS- bzw. y-IFN -Bindung

an ihren jeweiligen Rezeptor initiierten Wirkmechanismen, welche zur Hemmung der
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iINOS-Transkription fiihrt (206).

In hoheren Dosierungen (50-100 uM) ist diese verminderte NOS-Produktion wohl auf
einen zytotoxischen Effekt des MDHC zuriickzufiihren. So konnte kiirzlich eine
Apoptose- induzierende Wirkung von MDHC auf Thymozyten nachgewiesen werden,
welche moglicherweise auf unsere Zellen iibertragbar ist (4). Azuma und Mitarbeiter
fanden nach Inkubation von Mausthymozyten mit Herbimycin A oder mit MDHC eine
Abnahme des Phosphotyrosins im Zellkern sowie einen Anstieg der Apoptoserate, was
den Zelltod zur Folge hat. Es liegt die Vermutung nahe, daf} die Apoptose eine Folge
der Hemmung der Tyrosinphosphorylierung der Kernproteine darstellt. Die genaue
Rolle der Tyrosinkinasen bei der Apoptose ist unklar, wenn sie auch iiber
Wachstumsfaktoren einen Einflufl nicht nur auf das Zellwachstum, sondern auch auf
Uberleben und Zelltod zu haben scheinen. Auch fiir Genistein konnte gezeigt werden,
daB3 es zu einer Fragmentation von DNA fiihren kann. Jedoch tritt die Wirkung
wesentlich schneller ein, sodal3 ein anderer Wirkmechanismus vermutet wird (4). Im
Vergleich mit Genistein, welches sowohl die 16sliche als auch die membranassoziierte
Proteintyrosinkinaseaktivitdt zu hemmen vermag, besitzt MDHC nur die Fahigkeit,
membranassoziierte Proteintyrosinkinaseaktivitit zu hemmen (202). Letzteres hat, im
Gegensatz zu Genistein, keinen Einflu3 auf die Histamin-stimulierte
Aminopyrinakkumulation in Parietalzellen von Kaninchen. Diese Akkumulation konnte
von beiden Tyrosinkinaseinhibitoren gehemmt werden, was darauf schlielen 1463t, da3
hierin membranstidndige Proteintyrosinkinasen involviert sind. In unserem Modell
scheinen auch eher membrangebundene Proteintyrosinkinasen eine Rolle zu spielen, da
nur MDHC hemmte. MDHC zeichnet sich ferner dadurch aus, dal3 es als einziger
Tyrosinkinase-Inhibitor bei der T-Zellinie Molt 3 in kiirzester Zeit dramatische
Gestaltanderungen verursacht (24). Dies scheint, dhnlich wie unsere Ergebnisse, zu
belegen, dal MDHC iiber einen anderen, moglicherweise eigenen Hemmungsweg als
die librigen Tyrosinkinasen agiert. Andere Tyrosinkinase-Inhibitoren waren lediglich in
der Lage, die Adhision von T-Zellen, Monozyten und Neutrophilen (Herbimycin A und
Genistein), bzw. die Adhédsion von Neutrophilen an Fc-Fragmente (Erbstatin und
Genistein) zu unterbinden. Die morphologische Anderung der T-Zellen durch MDHC
war begleitet von einer Anderung der Tyrosyl-Phophorylierung verschiedener Proteine.
Sie erforderte die Aktivitdt cytoskelettaler Komponenten, ohne jedoch Mikrotubuli-
Aktivitdt oder die Synthese neuer Proteine zu bendtigen. MDHC unterbricht

46



moglicherweise das Gleichgewicht des Kinase/Phosphatase-Systems in einem
Stoffwechselweg, der der Zelle signalisiert, ihre Form zu dndern. Fiir die
Aufrechterhaltung der kugeligen Form der Zellen konnte eine kontinuierlich aktive
Tyrosinkinase verantwortlich sein, die die Phophorylierung eines wichtigen
Tyrosinrests unterhdlt. Die Hemmung dieser Kinase durch MDHC konnte somit die
normale Kontrolle iiber die Form unterbrechen und so zur Forménderung fiihren.
Moglicherweise ist dieser Mechanismus auch fiir den Zelltod bei hoheren
Konzentrationen von MDHC in unseren Versuchen verantwortlich. Die Toxizitét von
MDHC und das enge ,,therapeutische Dosisfenster* schrinken die klinische
Anwendung beim Menschen ein.

Bei MDHC-Konzentrationen von 0,05-25 uM war die Zellsterblichkeit gegeniiber der
Kontrollgruppe nicht erhoht und lag bei etwa 3-25 %. Der in diesem
Konzentrationsbereich dennoch nachweisbare hemmende Effekt von MDHC auf die
NO-Produktion kann also nicht auf die Zytotoxizitdt der Substanz zuriickgefiihrt
werden. Auch einen zellschiddigenden Effekt des Losungsmittels DMSO schlossen wir

experimentell aus.
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4. 2. Tyrosin-Phosphorylierung erfolgt als Reaktion der Zelle auf Rezeptor-

Ligand-Interaktion.

Wie kann man sich eine Hemmung der NO-Synthase durch MDHC erkldren? Am
wahrscheinlichsten ist eine Unterbrechung der Signaltransduktionskaskaden, die durch
die Bindung von LPS oder y-IFN an die Zelloberfldche ausgelost werden.

Weinstein et al. konnten zeigen, dal LPS-Stimulierung zu einer Zunahme der Tyrosin-
Phosphorylierung in einer Makrophagenzellinie (RAW 264.7) und in
Peritonealmakrophagen fiihrt (216). Ob diese Phosphorylierung jedoch Folge einer
verdnderten Aktivitdt von Tyrosinkinasen oder Tyrosinphosphorylasen ist, ist noch
nicht bekannt. Dong et al. fanden eine Hemmbarkeit der LPS-vermittelten iNOS-
Induktion in Makrophagen durch verschiedene Tyrosinkinaseinhibitoren (Genistein,
Tyrphostin, Herbimycin A) (46). Tyrosinkinasen spielen vermutlich eine wichtige Rolle
im Signaliibertragungsweg des LPS-Rezeptors in Makrophagen. Auch fiir den y-IFN -
Rezeptor wurde bereits eine erhohte Tyrosinphosphorylierung intrazelluldrer second
messenger Proteine beschrieben (153, 184).

Andererseits ist auch die Stimulation der iNOS von der Aktivierung von
Tyrosinkinasen abhingig. Dies konnte in Astrozytenkulturen und bei C6-Gliomzellen
durch Zugabe von Genistein oder Tyrphostin nach Stimulation mit LPS bzw. y-IFN
gezeigt werden (51). Genistein blockierte hierbei dosisabhiangig (IC 50 = 40uM) die
zytokin-induzierbare NO-Synthese. Eine dauerhafte Anwesenheit des selektiven
Tyrosinkinaseinhibitors war zur Hemmwirkung nicht erforderlich, wéihrend jedoch eine
Prainkubation mit dem jeweiligen Inhibitor zu einem Anstieg der Hemmwirkung fiihrte.
Der Abfall der iNOS-Aktivitét korrelierte mit einem Riickgang der INOS-mRNA (51).
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen fanden wir keine erhdhte Wirksamkeit von
Genistein oder Tyrphostin.

Proteintyrosinkinase-Aktivitdt ist somit in den Signaliibertragungsweg von LPS und
anderen synthetischen, Bakterien-abstammenden Immunmodulatoren verwickelt, und
zwar an einem Punkt, der der iNOS-Expression und der tumorizidalen Aktivitét der
Makrophagen vorausgeht (46). DaB3 in unseren Experimenten durch Genistein und
Tyrphostin keine signifikante Hemmung der iNOS-Induktion erzielt wurde, mag an
einer zellspezifischen Tyrosinkinaseaktivitdt liegen. Moglicherweise besitzen selbst

unterschiedliche Makrophagenzellinien verschiedene Tyrosinkinasen. Dies bedarf
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weiterer Untersuchungen.

Eine dosisabhidngige Hemmung der LPS-vermittelten Tumortoxizitit gelang mit
Genistein, Herbimycin A und Tyrphostin (45, 46). Diese erklért sich durch den Wegfall
des schnellen Anstiegs der Tyrosin-phosphorylierung verschiedener Proteine nach Gabe
von LPS zu Mausmakrophagen. Die durch Genistein, Herbimycin A und Tyrphostin
erreichte Hemmung (in Konzentrationen von 20-50 uM) konnte durch Zusatz hoher
LPS-Mengen nicht riickgingig gemacht werden. LPS bindet an seinen
Oberfliachenrezeptor CD14 und fiihrt iiber komplexe intrazellulédre
Signaltransduktionskaskaden zur Stimulation LPS-sensitiver Gene (30, 173). Dabei
spielt fiir die CD14-vermittelte iNOS-Aktivierung in Makrophagen und Gliazellen die
Tyrosinphosphorylierung von Proteinen (u. a. ,,mitogen-activated protein* Kinasen,
p42, p120) eine wichtige Rolle, der genaue Mechanismus ist noch unklar (2, 47, 72,
103, 104, 178, 211). Humane Mikroglia kann in vitro CD14 exprimieren (8). CD14-
unabhingige Aktivierung der iNOS wurde bislang in Makrophagen nicht demonstriert.
Fiir die iNOS-Induktion in Makrophagen scheint daneben die CD14-vermittelte
Aktivierung von

G-Proteinen eine zentrale Rolle zu spielen (175). Neben der NO-Produktion wird auch
die Zytokin-Sekretion nach LPS-Gabe durch Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Genistein
oder Tyrphostin A25 in Gliazellen gechemmt (105). In Zukunft wird die Untersuchung
der Frage interessant sein, ob auch MDHC die LPS-vermittelte Zytokinproduktion

hemmt.
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4.3 y-IFN induziert in unterschiedlichen Zellen jeweils verschiedene

Signaltransduktionsmechanismen

In unserem Zellkulturmodell untersuchten wir die Hemmbarkeit der zytokin-
induzierbaren NO-Synthase nach Gabe von y-IFN und LPS. Nach Bindung an
spezifische Rezeptoren an der Zelloberfldache induziert y-IFN eine intrazellulédre
Signalkaskade durch die Aktivierung von Janus-Tyrosinkinasen und Proteinen der
STAT-Familie (signal transduction and activator of transcription) (111). Diese werden
phosphoryliert und kénnen dann in den Zellkern eindringen, wo sie die Genexpression
unter anderem der iNOS regulieren. Fiir die Induktion der iNOS spielt dabei als zweiter
Signaltransduktions-Schritt der Interferon-regulatory factor-1 (IRF-1) die entscheidende
Rolle. IRF-1 bindet in der Promotorregion des iNOS-Gens und aktiviert die
Transkription (188). Makrophagen von Mausen mit einer gentechnischen Deletion des
IRF-1-Gens (,,IRF-1-Knockout Méuse*) konnen kein NO mehr produzieren (98),
jedoch reagieren Chondrozyten sehr wohl noch auf y-IFN (183). Dies zeigt, da3 y-IFN
in unterschiedlichen Zellen unterschiedliche Signaltransduktionsmechanismen
induzieren kann. Dies konnte die von uns beobachteten Spezies- und Zellunterschiede
der Wirksamkeit von MDHC und anderen Inhibitoren der Tyrosinkinase erkléren,
insbesondere die mangelnde Hemmbarkeit die zytokin-induzierbaren NO-Synthase in
Astrozyten. In Mikroglia und Astrozyten werden durch y-IFN neben mindestens acht
anderen mRNAs auch STATs und IRF-1 hochreguliert (199, 208). Dies wird iiber ein
p91 genanntes Signaltransduktionsprotein vermittelt (STAT1), dessen Bindungsaffinitét
an das IRF-1-Gen durch Tyrosin-Phosphorylierung moduliert wird (156). Auch die
Aktivitit von IRF-1 wird durch Tyrosin-Phosphorylierung reguliert (180). Ein zweites
IRF-Gen (IRF-2) reguliert die NO-Produktion post-transkriptionell (168), es gibt keine

Daten iiber den EinfluB3 von Proteinphosphorylierung auf die Aktivitit dieses Proteins.
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4. 4. Genistein, Lavendustin A und Tyrphostin hatten keine hemmende Wirkung

auf die INOS in Mausmakrophagen und Rattenmikrogliazellen

Erstaunlicherweise konnten Genistein und Tyrphostin keinen hemmenden Einfluf3 auf
die iNOS in den verwendeten Makrophagen und Ratten-Mikrogliazellen nehmen. Beide
Tyrosinkinasehemmer wurden bereits von Feinstein et al. (1994) als Inhibitoren der
iNOS in Astrozyten und C6-Gliomzellen beschrieben (51). Durch Lavendustin A,
2-Hydroxy-5(2,5-Dihydroxybenzyl) Aminobenzoesdure oder MDHC zeigte sich kein
EinfluB} auf die Aktivitét der iNOS bei den verwendeten Zellen. In unseren
Experimenten war MDHC jedoch die einzige Substanz, die eine Hemmwirkung auf die
induzierbare NOS in J774A.1-Makrophagen und in Mikrogliazellen ausiiben konnte,
wihrend Genistein, Lavendustin A und Tyrphostin uneffektiv blieben. Die Astrozyten-
iNOS scheint aufgrund dieser Beobachtung iiber einen anderen Mechanismus reguliert
zu werden als die iNOS in Mikroglia und Makrophagen. Auch fiir die NO-Produktion
im ZNS liegen somit unterschiedliche Regulationsmechanismen vor, die von der Zellart
und der Art der NOS-Induktion abhéngen.

Ein weiterer Grund fiir die fehlende Hemmwirkung mag in einer niedrigeren
Konzentration des verwendeten Tyrosinkinasehemmers (50uM) in unseren Versuchen
liegen. Wenngleich die Forschergruppe um Feinstein auch bei einer Konzentration von
10uM Genistein eine geringfiigige Abnahme der relativen Aktivitdt der iNOS
feststellten, ergab sich in unserer Arbeit keine wesentliche Abnahme der
Nitritkonzentration nach Applikation von 50uM. Den héchsten Hemmeffekt allerdings
erzielten Feinstein et al. nach Zugabe von 100uM des Tyrosinkinasehemmers.
Tyrphostin war bei Feinstein et al. ebenfalls, in einer Konzentration von 10uM, in der
Lage die iNOS-Aktivitdt zu hemmen. Fiir Genistein konnte nachgewiesen werden, dal3
es nur die EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase in Mausmakrophagen hemmt, nicht jedoch die
C-Proteinkinase (45, 46). Auch Akiyama et al. stellten bereits 1987 fest, dal die EGF-
Rezeptor-Tyrosinkinase in vitro von Genistein gehemmt wird, wihrend die Threonin-
oder Serin-spezifischen Proteinkinasen kaum beeinflufit wurden (1). Dies scheint zu
belegen, dal3 die verschiedenen Tyrosinkinasen hochspezifisch fiir ihren jeweiligen
Rezeptor sind. AuBlerdem sind die Tyrosinkinase-Inhibitoren fiir bestimmte
Tyrosinkinasen spezifisch und haben daher wenig EinfluB3 auf andere zelluldre Prozesse

(224).
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Dennoch haben Tyrosinkinasehemmer auch einen Einflufl auf Tyrosinkinase-
unabhingige Systeme. Sie beeinflussen nach Untersuchungen von Young et al. (1993)
die Fettsduresynthese, den Laktattransport, die mitochondriale oxidative
Phosphorylierung und die Aldehyddehydrogenase (224). Insbesondere Tyrphostin, als
Derivat von

a-Cyano-Cinnamiden, ist ein potenter Hemmstoff des mitochondrialen
Pyruvattransports. Solche unspezifischen Hemmeffekte konnen auch bei der Hemmung
der NO-Produktion durch MDHC in der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen
werden. Einerseits konnte dadurch die iNOS-Aktivitit direkt moduliert werden;
andererseits konnten andere Stoffwechselwege von NO eingeschlagen werden, die zur
Entstehung anderer Produkte als Nitrit fiihren. Bei der Hemmung der tumoriziden
Wirkung von Mausmakrophagen (45) durch die Tyrosinkinase-Inhibitoren Genistein,
Herbimycin A und Tyrphostin konnten unspezifische Hemmeffekte jedoch
ausgeschlossen werden, soda3 wir es fiir unwahrscheinlich halten, da3 dies unsere
Befunde erklirt.

Als Bestandteil vieler Rezeptoren, an welche extrazelluldre Signalproteine binden, wie
z. B. Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone, stellen Tyrosinkinasen ein wichtiges
intrazelluldres Regulatorsystem dar (189). Auch hierbei ist die iiber sie vermittelte
Wirkung ligandenspezifisch. Die Aktivierung der Kinase erfolgt iiber Bindung des
Wachstumsfaktors an die extrazelluldre Doméne. Bindung von NGF, einem
Neuronenwachstums- und -differenzierungsfaktor, an Fibroblasten fiihrt zur
Proliferation der Zellen. Bindet FGF, der Fibroblastenwachstumsfaktor, an Neuronen,
fiihrt dies zu deren Differenzierung und zum Schutz vor schéddlichen Einfliissen.

Auch in Neuronen ist die NO-Synthese durch Tyrosinkinasehemmer unterdriickbar, wie
Rodriguez et al. anhand von kultivierten Striatum-Neuronen nach Applikation von
Lavendustin-A und Genistein feststellten (163). Beide Inhibitoren waren in der Lage,
die NMDA -abhingige c-GMP-Produktion irreversibel zu unterbinden, welche NO-
abhingig ist. Die basale cGMP-Produktion wurde durch beide Inhibitoren nicht
beeinflu3t. Die NO-Produktion wird durch Lavendustin vermutlich auf Ebene der NO-
Synthase selbst oder noch unbekannter Proteine, die die NOS-Aktivitit regulieren,
gehemmt. Die Calmodulin-Ca"" -Interaktion an sich bleibt unbeeinfluBt. Dieser

Mechanismus ist jedoch nicht auf die in unserer Arbeit untersuchte iNOS-Aktivitét
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iibertragbar, da die Neuronen-NOS kalziumabhéngig arbeitet und nicht mit der iNOS in
Makrophagen und Mikroglia identisch ist.

Corbett et al. (1996) sowie Miller et al. (1997) zeigten, dal Genistein vor allem auf
TNF-a- und IL-1-vermittelte Effekte hemmend wirkt (33, 135). Da wir y-IFN und LPS
als iNOS-Induktoren einsetzten, konnte dies die Diskrepanzen erkliren. Auch Joly und
Mitarbeiter (1997) zeigten, dafl der iNOS-Hemmeffekt vom verwendeten Zelltyp und
der Dosis abhéngt. In ihren Untersuchungen an Endothel- und Muskelzellen war
Geldanamyzin ein guter NOS-Hemmer, wihrend Genistein und Tyrphostin nur
schwache Effekte zeigten (95). Fiir die IL-2-vermittelte NO-Produktion von Milzzellen
war Genistein ohne Einfluf} (96). Auf die zytokin-induzierbare NO-Produktion von
Kupffer-Zellen hatten nur hohe Dosen von Genistein einen hemmenden Einfluf3 (87),
auch Hellendall und Ting fanden eine Reduktion der iNOS-Produktion in Mikroglia
durch Genistein (75). In Mausmakrophagen ist dieser Effekt relativ spezifisch, da die
TNF-Sekretion nach Stimulation mit y-IFN/LPS nur bei Prainkubation der Inhibitoren
Genistein und Herbimyzin A hemmbar ist, nicht aber bei Koinkubation (148).
Demgegentiber wird die iNOS-Induktion auch bei der Koinkubation gehemmit.
Williams et al. stellten 1994 fest, dal Genistein, Lavendustin A und Tyrphostin 34 und
47 keinen Einfluf} auf das Integrin-abhingige oder CAM (Cell adhesion molecule)-
stimulierte Neuritenwachstum haben. Tyrphostin 25 sowie ein Erbstatin-Analogon
dagegen konnten das CAM-abhingige Neuritenwachstum spezifisch hemmen (218).
Auch dies zeigt einen unterschiedlichen Wirkmechanismus der verschiedenen
Tyrosinkinasehemmer an. Die Aktivierung der Erbstatin-sensitiven Tyrosinkinase
scheint ein wichtiger Schritt zur Ca™" -Kanalaktivierung im Second-messenger-Weg zu
sein, der dem Neuritenwachstum zugrunde liegt und durch eine Vielzahl von CAM
stimuliert wird. /n vivo hatte Genistein nur einen milden entziindungshemmenden Effekt
in einem Tiermodell der chronischen Ileitis, wobei ein enges therapeutisches Fenster
auffiel (167). Dies konnte durch eine Induktion von Sauerstoffradikalen bedingt sein

(28), die der NOS-Hemmung entgegenléuft.
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4.5 Einflufl des Phosphorylierungsstatus intrazellulirer Proteine auf den Oxidative

Burst und andere Zellfunktionen

In unserer Arbeit konnte gezeigt werden, da3 Tyrosinphosphorylierungs-Prozesse zur
Aktivierung der iNOS durch y-IFN und LPS in Makrophagen und Mikroglia von
grofler Bedeutung sind. Dal} der Phosphorylierungsstatus intrazelluldrer Proteine
generell an der Regulierung von Makrophagenfunktionen mitwirkt, konnten Green et al.
(1992) anhand der ,,respiratory burst“- Aktivitdt von Makrophagen aus dem
Knochenmark zeigen (65). Zymosan, ein Stimulator der Makrophagenatmungskette,
triggerte die Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitit. TNF-a, y-IFN und LPS, welche
die Zymosan-getriggerte Atmungskettenaktivitit erhohen, fiihrten auch zu einem
Anstieg der Tyrosinphosphorylierung durch Zymosan. Beides konnte durch die
Tyrosinkinase-inhibitoren Herbimycin A und Cyano-3-Ethoxy-4-Hydroxy-5-
Phenylmethylcinnamid gehemmt werden und war durch Zugabe von Vanadat, einem
Inhibitor der Phosphotyrosinphosphatase, stimulierbar. Auch Kitamura et al. (1996)
fanden eine Hemmung der Rattenglia-iNOS durch Herbimyzin A, jedoch verwendeten
sie hohe Dosen an Kulturen, die im Gegensatz zu unseren vorwiegend Astrozyten
enthielten (103).

Auch Bennett et al. fanden einen Anstieg an phosphorylierten Tyrosinen und eine
erhohte ,respiratory burst“- Aktivitidt von Polymorphkernigen Leukozyten nach
Behandlung mit Vanadylhydroperoxid (10). Die Induktion dieses Oxidationszyklus
konnte durch Erbstatin, einen Tyrosinkinaseinhibitor, der ein Vorldufer des in unserer
Studie verwendeten Methyl-2,5-Dihydroxycinnamats ist, aufgehoben werden. Die dabei
verwendete Konzentration entsprach der, die in unserer Studie eingesetzt wurde. Diesen
Ergebnissen zufolge wird die Phagozytenaktivierung durch den Spiegel intrazelluldr
phosphorylierter Tyrosine kontrolliert. Aulerdem kann anhand unserer Ergebnisse eine
dhnliche Rolle bei der Tyrosinphosphorylierung in Mikrogliazellen angenommen
werden. Schon 1989 konnten Tillotson und Wood in verzweigter (ramifizierter) als auch
in amoboider Mikroglia phosphorylierte Tyrosine nachweisen (201).

Auch in Gebieten voriibergehender zerebraler Ischdmie findet sich ein Anstieg der
Phosphotyrosin-Immunoreaktivitit (107). Dies 148t vermuten, dal3 eine erhdhte

Tyrosinphosphorylierung nach Stimulation von Mikrogliazellen in vivo erfolgt.
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Nach Abschluf unserer Arbeiten haben mehrere Arbeitsgruppen experimentell zeigen
konnen, dall die EAE der Maus durch Tyrphostin hemmbear ist (19, 20, 31, 32, 106).
Neben der Hemmung der iNOS haben dabei jedoch auch andere biologische Wirkungen
der Tyrosinkinase-Hemmung wie z. B. Inhibition der Freisetzung von TNF-a oder
Hemmung der Adhésion von Entziindungszellen an Endothelzellen eine Rolle gespielt.
Da in unserem experimentellen System Tyrphostin die LPS- und y-IFN-vermittelte NO-
Produktion von Makrophagen und Mikrogliazellen nicht zu inhibieren vermochte,
diirften die Effekte von Tyrphostin auf die Zytokinfreisetzung das wirksame

Hemmprinzip bei der EAE in vivo dargestellt haben.

Tyrosinkinasen sind fiir viele zellulire Mechanismen, wie die Aktivierung der
mitochondrialen Atmungskette, Adhidsionsvorgange, Tumortoxizitdt und
Morphologiednderungen, erforderlich. Verschiedene Zellen besitzen unterschiedliche
Tyrosinkinasen fiir identische Funktionen. Diese Tyrosinkinasen sind jeweils durch
spezifische Tyrosinkinaseinhibitoren hemmbar. Auch die Induktion der iNOS ist nach
unseren Ergebnissen ein Tyrosinkinase-abhingiger Stoffwechselweg. Hierbei wirken
ebenfalls nur ganz bestimmte Tyrosinkinaseinhibitoren bei den einzelnen Zellarten als
potente Hemmstoffe und sind bei anderen Zelltypen uneffektiv.

ZusammengefalBit zeigen diese teilweise widerspriichlichen Ergebnisse, da3 die Wirkung
von Tyrosinkinase-Hemmern von vielen Faktoren abhédngt: Sie ist abhidngig von der Art
des untersuchten Zellkultursystems, den Stimulationsbedingungen und der untersuchten

Zellfunktion.
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4.6. Fehlende Hemmung der iNOS durch Zytokine, Wachstumsfaktoren,

Neuropeptide, Peptidtransmitter und Chemokine

Bei den anderen in unserer Studie getesteten Substanzen konnte kein Hemmeffekt auf
die induzierbare NO-Synthase nachgewiesen werden. Dies ist insbesondere fiir den
Fibroblasten-Wachstumsfaktor, FGF, iiberraschend, da Goureau et al. (1993), die die
iNOS von retinalen pigmentierten Epithelzellen von Rindern untersuchten, eine
deutliche Hemmbarkeit des Enzyms durch FGF fanden (63). Die Regulation der iNOS
scheint nach diesen Ergebnissen fiir einzelne untersuchte Zellarten auf unterschiedliche
Weise zu erfolgen. Die Hemmung der NO-Synthase in benachbarten Makrophagen und
Mikrogliazellen scheint fiir die protektive und wachstumsférdernde Wirkung nicht von
Bedeutung zu sein.

Auch andere zytoprotektiv wirkende Wachstumsfaktoren scheinen diese Funktion nach
diesen Ergebnissen nicht iiber Hemmung der Zytokin-induzierten NO-Synthase
auszuiiben. Fiir EGF jedoch ist ein Schutz vor der toxischen NO-Wirkung in
Hippocampusneuronen nach anoxischer Schadigung beschrieben (128). Es mul3, nach
der vorliegenden Studie, vermutet werden, dal3 hier ein anderer Mechanismus
zugrundeliegt, zumal hier andere Zellen vorliegen, welche keine LPS-induzierbare NO-
Synthase besitzen (55).

NGF, dem ein hoher neuroprotektiver Effekt zukommt, hatte ebenfalls keinen
hemmenden Einflu} auf die iNOS in den verwendeten Zellen. Es ist fiir diesen
Wachstumsfaktor jedoch ein Einflufl auf den Glutathion-Metabolismus in Ratten-
Phidochromozytomzellen beschrieben, wodurch die Konzentration an freien Radikalen
und der damit verbundene oxidative Stress verringert werden (150).

Auch die IGF I und II sind fiir die Entwicklung des Nervensystems und dessen
Erholung nach Traumata, Entziindung und Infektionen von Bedeutung. Auf die
induzierbare NO-Synthase haben sie nach unseren Erkenntnissen keinen Einfluf3.
Interleukin-6 fordert ebenfalls die Nervenzelldifferenzierung (169) und die
Astrozytenproliferation sowie die Neuvaskularisation nach Hirntraumata (100). Taga et
al. vermuten eine stimulierende Wirkung des IL-6 auf die Nitritproduktion in Zellen
einer Myeloischen Leukdmie (195). Wir konnten bei Makrophagen, Mikroglia und
Astrozyten weder eine hemmende noch eine stimulierende Wirkung des IL-6 auf die

iNOS feststellen.
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Interleukin-10 ist in der Lage, die LPS- bzw. y-IFN -induzierte Zytokinproduktion (IL-
1, IL-6, TNF-a) in T2-Helferzellen zu hemmen (54). Bei der EAE wird IL-10 erst im
spéteren Stadium induziert, wobei IL-10 eine immunsuppressive Bedeutung zukommt
(99). Dies, in Verbindung mit der Tatsache, dafl IL-10 andere LPS- oder y-IFN -
vermittelte Mechanismen zu hemmen vermag, und daf3 eine Hemmung der NO-
Produktion von y-IFN -aktivierten Makrophagen (die allerdings von endogener TNF-
Produktion abhéingig ist) durch IL-10 bereits beschrieben ist, waren Anlal3, das Zytokin
auf eine mogliche Hemmung der LPS- und y-IFN - induzierten NO-Synthase zu
untersuchen. Diese Annahme konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.
Auch die iibrigen in unserer Studie getesteten Substanzen LIF, NPY, PYY, Substanz P,
Neurotensin, Neuromedin N, Oncostatin M, CNTF, MIP-1a, RANTES und MCP-1
waren in unserem Zellkultursystem bei der Hemmung der Zytokin-induzierten NO-
Synthase nicht effektiv. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dafl diese Substanzen auf
die iNOS in anderen Zellpopulationen hemmend wirken konnten.

Da nach unseren Ergebnissen die iNOS-Induktion ein Tyrosinkinase-abhingiger
Stoffwechselweg ist, erfolgt die Wirkung der von uns getesteten Wachstumsfaktoren,
Interleukine und Neuropeptide wahrscheinlich nicht iiber Hemmung des schnellen
Anstiegs der intrazelluldren Tyrosinphosphorylierung nach Zugabe von LPS bzw. y-IFN
zu Makrophagen und Mikrogliazellen.
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5. Zusammenfassung

Stickoxid (NO) spielt neben anderen zytotoxischen Substanzen,wie Sauerstoffradikalen
und Proteasen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Unterhaltung von
degenerativen, ischdmischen und traumatischen ZNS-Erkrankungen.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, einen oder mehrere Substanzen aus
verschiedenen Stoffklassen (Zytokine, Wachstumsfaktoren, Peptidtransmitter,
Neuropeptide, Chemokine und Tyrosinkinaseinhibitoren) als Hemmstoff der iNOS in
Mikroglia und Makrophagen zu identifizieren. Idealerweise sollte dieser Stoff auch
therapeutisch zur Anwendung kommen kénnen. Hierzu wurden kultivierte
Makrophagen und Mikrogliazellen neugeborener Ratten nach Stimulation mit y-IFN
bzw. LPS mit der Testsubstanz inkubiert. Nach 72 Stunden wurde jeweils die

Nitritkonzentration in den Zellkulturiiberstanden bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, daf die Aktivierung der zytokin-induzierbaren NO-Synthase
in Makrophagen und Mikroglia-Zellen durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Methyl-2,5-
Dihydroxycinnamat gehemmt werden kann. Daraus kann geschlossen werden, dal3 der
Aktivierungsstatus der induzierbaren NO-Synthase in Mikrogliazellen, &hnlich wie in
Makrophagen und Rattenastrozyten, iiber Tyrosinphosphorylierung reguliert wird.

Da in anderen Zellkultursystemen aktive Tyrosinkinase-Inhibitoren (Tyrphostin,
Genistein, Lavendustin A) keine signifikante Hemmung der iNOS zur Folge hatten, ist
ein spezieller MDHC-sensitiver Signaliibertragungsmechanismus in Makrophagen
anzunehmen. Am wahrscheinlichsten ist eine hemmende Wirkung auf die intrazelluldre
Signaltransduktionskaskade, die durch LPS-Bindung an die Zelloberfliche ausgeldst
wird, bzw. durch Bindung von y-IFN an spezifische Rezeptoren mit letztendlicher

Regulierung der iNOS-Genexpression .
MDHC ist in hoheren Konzentrationen (iiber 25uM) zytotoxisch. Diese Wirkung erfolgt

moglicherweise iiber eine Apoptoseinduktion und schrankt die mogliche Bedeutung als

Therapeutikum ein.
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Die anderen untersuchten Substanzgruppen (Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Peptidtransmitter, Neuropeptide und Chemokine) hatten keinen Einfluf} auf die
Aktivitét der zytokin-induzierbaren NO-Synthase.

Ein therapeutischer Ansatz zur Eindimmung des Erkrankungsausmal3es ischdmischer,
traumatischer oder entziindlicher Gehirnldsionen sowie zur Verminderung des
Zellschadens bei immunologisch vermittelten demyelinisierenden ZNS-Erkrankungen
konnte in der Hemmung der Freisetzung von toxischen Substanzen aus Mikrogliazellen
liegen. Die von uns gefundene Mikroglia-spezifische Inhibition der iNOS durch MDHC
sollte daher in Tiermodellen solcher Erkrankungen untersucht werden. Ein Nachteil von
MDHC ist jedoch seine Toxizitét, die moglicherweise ein enges therapeutisches

Dosisfenster zur Folge hat.
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