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1. Einleitung

1.1 Neurodegenerative Krankheiten

Aufgrund der Verlangerung der Lebenszeit der Bemilkg wachst auch das
Interesse an den Krankheiten, die mit fortges@méin Alter verbunden sind. Zu den
Erkrankungen, welche die alternde Gesellschaft @n dntwickelten L&ndern
betreffen, gehotren vor allem neurodegenerative Iramen mit der Alzheimer-
Krankheit und Parkinson-Krankheit an der Spitzeufddegenerative Krankheiten
werden zu einer heterogenen Gruppe von Erkrankudgsrzentralen Nervensystems
gezahlt, die zu einer zunehmenden Schadigung adler \Zerlust von neuronalen
Zellen in bestimmten Hirnregionen fihren. Fur di&zh®imer-Krankheit ist ein
zunehmender Untergang von neuronalen Zellen im bealen Kortex
charakteristisch. Die Parkinson-Krankheit ist dudats Absterben der dopaminergen
Neuronen in der Substantia nigra gekennzeichned.Kiiaische Erscheinungsbild ist
abhangig von der betroffenen Nervenzellpopulation.

Die Huntington-Krankheit, die Multisystem-Atrophiand die Amyotrophe
Lateralsklerose fihren hauptséachlich zu Beweguagssgen. Die Alzheimer-
Krankheit und die frontotemporale Demenz (Pick-Katzait) verlaufen vorwiegend
mit kognitiven Einschrankungen. Es gibt auch neagaterative Krankheiten, die
eine Kombination von Bewegungsstorungen und Abnaderekognitiven Funktion
darstellen, wie z.B. Morbus Parkinson und Lewy-girgrankheit.

Alle genannten Krankheiten haben gemeinsam, dassdsich chronisch-
entzindliche Vorgange, oxidativen Stress, Protéamggoungen innerhalb oder
aul3erhalb der NervenzellegestortesGleichgewichtvon Kupfer- Eisen- und Zink-
lonenim Gehirnund mitochondriale Dysfunktion charakterisiertdsifSayre et al.,
2008). Die Protein-Ablagerungen entstehen durchlefehfte posttranslationale
Veréanderungen von Proteinen durch Glykolysierungr dghosphorylierung (Ishiguro
et al., 1999; Shuvaew et al., 2001). Die glykolstsie oder phosphorylierten Proteine
sind stabiler und vor Abbau geschitzt (Monnier @efami, 1981; Guevara et al.,
1998). Infolgedessen kénnen solche Proteine netisatoe Effekte austiben und zum
neuronalen Zelltod fihren. Warum unterschiedlicrervidnzellen anfélliger fur die
toxische Wirkung bestimmter Ablagerungen sind, tstebch nicht fest. Grof3en
Einfluss bei der Entstehung von neurodegeneratiirkrankungen hat das Alter und

damit veranderte Stoffwechselvorgange. Zahlreicheli8n zeigen auch, dass die



antioxidativen Schutzmechanismen des neuronalene@&svim fortgeschrittenen
Alter nicht mehr ausreichend funktionieren (Paltaet al., 1998; Venkateshappa et
al., 2012). Ferner nimmt die neuronale Exzitotd#izdurch Ubererregte Rezeptoren
des N-Methyl-D-Aspartats (NMDAZu. Es wurde nachgewiesen, dass eine erhohte
Stimulation des NMDA-Rezeptors durch Glutamat zueei Einstrom der Calcium-
lonen fuhrt, was eine Anreichung von reaktiven $stoffspezies (ROS) bedingt
(Gerlach et al., 1994).

Im Mittelpunkt der Diskussionen Uber mégliche Faktg die an der Entstehung
neurodegenerativer Leiden beteiligt sind, stehexn @mndogen gebildete Neurotoxine,
die zu Fehlfunktionen von Mitochondrien und schigfd zum Absterben der
Nervenzellenpopulationen filhren. Die genaue Atigogler neurogenerativen
Erkrankungen ist noch unbekannt. Es ist jedoch sedunrscheinlich, dass sich
mehrere Faktoren gegenseitig beeinflussen und zenstdfkung des zelluléaren

oxidativen Stresses beitragen.

1.1.1 Morbus Alzheimer

Die Alzheimer-Krankheit ist die am haufigsten agitnde Demenzform, von
deren ca. 5 % Menschen im Alter von Uber 65 Jabedroffen sind (Ritchie und
Lovestone, 2002). Man unterscheidet zwei grundldgeiypen der Alzheimer-
Krankheit, eine erbliche Form, bei der die erstgm@ome zwischen dem 35. und
60. Lebensjahr auftreten und nicht-erbliche spéteni- die meistens weit nach dem
65. Lebensjahr einsetzt.

Diese neurodegenerative Erkrankung ist eine hetegKrankheit in
klinischer, neuropathologischer, biochemischer wmolekularer Hinsicht. Morbus
Alzheimer zeichnet sich durch einen zunehmendendéMgang der cholinergen
Neuronen im Vorderhirn sowie durch synaptische 8ehdm zerebralen Kortex und
im Hippocampus aus (Law et al., 2001). Fur den Berellverlust werden sowohl
extrazellulare Proteinablagerungen, Amyloid-PlagmeBorm vonp-Amyloid (AB),
als auch intrazellulare von den Tau-Proteinen werantlich gemacht, die im
geschadigten Gehirn von Alzheimer-Erkrankten gedunderden (Brion et al., 1986;
Burdick et al., 1992; Jarret et al.,, 1993)B Ast ein Peptid, das aus 40 oder 42
Aminosauren besteht und infolge der vermehrten t&pgldes Amyloid-Vorlaufer-

Proteins (APP) durch die Enzymé-und vy-Sekretasen entsteht. Neuere



Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass di¢d®zess solche Ursachen
zugrunde liegen konnen wie eine vermehrtB-Pxoduktion, besondere des 42
Aminosauren-Fragmentes, und die Neigung des Psoteur Aggregation sowie
Bildung der senilen Plaques (Friedrich et al., 20Addere Studien belegten, dass es
in der unmittelbaren Umgebung der senilen Plaques Mikrogliaaktivierung,
Zytokinfreisetzung, Astrozytendegeneration, inflaatonischen Reaktionen und
Aktivierung des Komplementsystems kommt (Mattso@02 Fuller et al., 2010;
Ferretti et al., 2011). Dieses Ergebnis steht imsafiuimenhang mit einer
Untersuchung von Abramov et al. (2005), die felitete dass B8 in Astrozyten, die
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase (NADBPkidase) induziert und es
infolgedessen zur vermehrten ROS-Bildung, Veradnugrwes Calcium-lonen-
Gleichgewichts und indirekt zum Absterben der Neerodurch Apoptose kommt.
Eine Untersuchung in N2a-Maus-Neuroblastomzellagteedass f seine toxische
Wirkung direkt in Mitochondrien durch abnormale ®@gprimierung, eine
Verhinderung des Neuritenauswuchses und eine vetendBildung von freien
Radikalen entfaltet (Keeley et al., 2001; Manczaélg 2010).

Eine Bedeutung fur die Pathogenese von Morbus Atzérehat auch das Tau-
Protein. Das Tau-Protein dient unter physiologiscBedingungen zur Stabilisierung
der Mikrotubuli, die den intrazellularen Organetl@amsport vermitteln (Stamer et al.,
2002). In hoheren Konzentrationen kann das TaueRraden Kinesin-abhangigen
Transport inhibieren, was zur Abnahme der Mitochi@rd und Peroxisomenzahl in
der Nervenzelle fuhrt. Diese Prozesse machen dike Aefalliger fir Folgen des
oxidativen Stresses. Infolgedessen wird wahrscicBinlauch das Tau-Protein
hyperphosphoryliert, so dass dieses Protein niositrnan die Mikrotubuli binden
kann und das Cytoskelett der Zelle zerstort wireknEr ist der Transport von APP
gestort, wodurch APP in der Zelle akkumuliert (Stamet al., 2002). Ein
Zusammenhang zwischen APP und Tau-Protein konrtie iauder von Mudher und
Lovestone (2002) durchgefuhrten Studie gezeigt ererdes wurde belegt, dass die
Anwesenheit des (A die abnormale Phosphorylierung und Aggregation tas-
Proteins zur Produktion der Alzheimer-Demenzfibnllanregt.

Wie es zur Entstehung degAund Tau-Proteins kommt, ist noch nicht vollig
aufgeklart. Ergebnisse mehrerer Studien weisen “efdnderungen auf den
Chromosomen 1, 14 und 21 hin (Goate et al., 199yl ahad et al., 1995;



Sherrington et al., 1995; Nanzeen und Dewiji-Singe996). 5 bis 10 % der
Alzheimer-Patienten zeigen eine familiare Haufudgg durch Mutationen in drei
Genen verursacht werden konnen. Duplikationen im @& APP (Goate et al., 1991)
und in Presenilin 1- sowie Presenilin 2-Genen (Eeakiad et al., 1995; Sherrington
et al.,, 1995; Barton et al., 1996). Mutationen encben genannten Genen werden
mit verstarkter A-Bildung assoziiert (De Strooper, 1998). Genetis¢bginderungen
wurden auch bei der sporadischen Form der Alzhelknankheit beobachtet (Retz et
al., 2001). Das Apolipoprotein E ist ein Ligand d€3 -Rezeptors und spielt somit
eine wesentliche Rolle im Lipid-Metabolismus. Dapofpoprotein E-Gen kommt
bei Menschen am haufigsten in den drei Allet2ne3, ¢4 vor. Nach Analyse von
Gehirnproben mehrerer Patienten zeigte sich einerekaion zwischen dem
Vorkommen deg4-Allels und der erhéhten Zahl sowie Dichte derilsenPlaques,
die typisch fur Alzheimer-Krankheit und Demenz sifRebeck et al., 1993;
Schmechel et al., 1993; Stone et al., 2010).d2a&llel tragt dagegen zur protektiven
Wirkung bei (Corder et al., 1994). Ramassamy et (&P99) zeigten einen
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit deg-Allels und der
Membranlipidperoxidation bei Alzheimer-Patienten. ieD gesteigerte
Lipoproteinoxidation im Liquor und im Plasma sowie veranderter Antioxidantien-
Status im Plasma wurde im Verlauf der Krankheithaloeobachtet (Schippling et al.,
2000; Bourdel- Marchasson et al., 2001; Rinaldilgt2004).

Es gibt in der Literatur viele Hinweise darauf, slaie Verminderung des
mitochondrialen antioxidativen Schutzes vor dengEnldes oxidativen Stresses an
der Entstehung der Alzheimer-Krankheit beteiligt i$ntersuchungen an transgenen
Mausen Tg2576, die humaneé\p-Peptide bilden, ergaben, dass die verminderte
Aktivitat der Superoxiddismutase, eines mitochoalén antioxidativen Enzyms, die
AB-Ablagerungen, die Dysfunktion der Mitochondriendudie oxidativen Schaden
beginstigen (Esposito et al., 2006; Murakami et 2011). Bei Mausen mit einer
erhohten Expression der Superoxiddismutase wurdgeben eine Reduktion des
oxidativen Stresses undpAAblagerungen festgestellt (Dumont et al., 2009;shéal
et al., 2009).

1.1.2 Morbus Parkinson

Die Parkinson-Krankheit, die zweithaufigste neugmteerative Erkrankung nach



Morbus Alzheimer, zeichnet sich vor allem durch Ngathie von dopaminergen
Nervenzellen in der Substantia nigraus die lediglich 1-2 % der
Nervenzellpopulation bilden, und durch reduziertd¢iierung von Basalganglien in
der GroRRhirnrinde (Jenner, 2001). Aufgrund der 8tgen des Gehirnstoffwechsels
mangels Botenstoff Dopamin ist ein Parkinson-Erktan unfahig, zielgerichtete
Bewegungen auszufiihren (Litvan, 1998). Zu anderiehtigen Symptomen gehoéren
Ruhetremor, Muskelsteifheit und Haltungsinstabilitdie wahrscheinlich aufgrund
eines Uberschusses an aktivierendem Glutamat katstédNur ungefahr 10 % der
Parkinson-Falle kann durch genetische FaktoreragrklerdenEine Mutation ima-
SynukleirGen, was die Aggregation der ProteineSynuklein und Ubiquitin zu
Lewy-Korpern begunstigt, wird als Ursache fur did3arkinson-Form angesehen
(Polymeropoulos et al., 1997; Spillantini et aB9T). Die Mehrzahl der Erkrankten
leidet an der idiopathischen Form der ParkinsomKinait, der solche Risikofaktoren
wie Toxine oder das Alter zugrunde liegen (Jen26Q1; Li et al., 2003; Hindle,
2010). Nachdem in den 80-er Jahren nachgewiesetiewdass ein aktiver Metabolit
von 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin  (MP) — 1-Methyl-4-phenyl-
pyridinium (MPP) durch eine Hemmung des mitochondrialen Kompldxgpische
Symptome flur Parkinson-Krankheit bei Drogenabh&mgigusloste (Davis et al.,
1979; Langston et al, 1983), wurde ein Zusammemnhawischen der
mitochondrialen Dysfunktion und Morbus Parkinsorstgestellt. Im Jahre 1989
zeigten Parker et al., dass fur die Abnahme deivA&t des Komplexes | Mutationen
in der mitochondrialen DNADesoxyribonukleinsaure) zustandig sind. Infolgeeei
Inhibierung des Komplexes | bei Parkinson-Betragieikommt es zu Stérungen des
oxidativen Metabolismus und Abnahme der Konzemrativon reduziertem
Glutathion (GSH) (Schapira et al., 1990; Fahn uotié€h, 1992). Eine Reduktion der
Komplex I-Aktivitat fihrt dagegen zur unzureichendénergieversorgung in Form
von Adenosintriphosphat (ATP) und zur ErhéhungAlefidlligkeit der dopaminergen
Zellen gegeniber endogenen oder exogenen toxisatkemwden Substanzen
(Nakamura et al., 1997; Beal, 1998). Fiur die Hypséhzum oxidativen Stress (Fahn
und Cohen, 1992) sprechen auch die Befunde vonedamd Olanow (1998), die
feststellten, dass es wahrend des Dopamin-Abbaus ROS-Bildung,
Lipidperoxidation und Freisetzung neurotoxischebsanzen kommt. Ferner fuhrt

eine erhohte Stickstoffmonoxid-Bildung zur vermehrQ Produktion, zur Stérung



der mitochondrialen Komplex [-Aktivitdt und im Erftekt zur Auflésung der
proapoptotischen Signale (Carreras et al., 200har&kteristisch fur die Parkinson-
Krankheit ist eine deutliche Abnahme des GSH-Gehkalt der Substantia nigraas
die Folgen des oxidativen Stresses verstarkt. Belew@en neurodegenerativen

Krankheiten war dieses Phanomen nicht zu beoba¢8tan et al., 1994).

1.2 Dysfunktion der Mitochondrien und oxidativer Stess

Mitochondrien sind die fur die EnergiegewinnungegiZelle verantwortlichen
Zellenorganellen. Das Organ, das die meiste Endygigtigt, ist das menschliche
Gehirn mit ca. 20 % des gesamten Energiebedaféstere Schlisselfunktionen der
Mitochondrien bestehen in der Kontrolle Uber dewmgpammierten Zelltod (die
Apoptose), die Regulation der Signalwege und daki@agleichgewicht. Die
Anzahl der Mitochondrien innerhalb einZelle ist von denEnergieerfordernissen
abhangig. Da Nervenzellen viel Energie verbrauclsgeghen ihnen ca. 10000/Zelle
Mitochondrien zur Verfigung im Vergleich zu menscén Spermien, die im Besitz
von ca. 16/Zelle Mitochondrien sind (Szewczyk undojitzak, 2002). Der
vollstandige Verlust der Mitochondrien ist gleicdieatend mit dem Zelltod.

Die Dysfunktion der Mitochondrien verursacht diermenderung in der Energie-
Bereitstellung in Form von ATP sowie oxidativeneSs und Apoptose einer Zelle,
die an der Pathogenese einer Vielzahl von Erkragdmnbeteiligt sind. In der
Literatur gibt es viele verschiedene Daten bezhgintochondrialer Dysfunktion und
dem Auftreten der unterschiedlichen neurodegenveratkKrankheiten wie Alzheimer-
Krankheit, Parkinson-Krankheit, Huntington-Krankhend vieler anderer (Schapira
et al., 1990; Lin und Beal, 2006; Sayre et al.,800

1.2.1 Rolle der Mitochondrien in der Zelle

Eine der wichtigsten Aufgaben der Mitochondrientelesin der Versorgung der
Zelle mit Energie in Form von ATP hauptsachlich Gber datratcyklus und die
Atmungskette.Im Citratcyklus werden durch den oxidativen Abbaon vAcetyl-
Coenzym A energiereiche Verbindungen bereitgestéliber die Atmungskette
kommt eszur Reduktion des Sauerstoffs zur Energiegewinnangorm von ATP
unter Bildung von Wasser. An der Atmungskette simd Enzymkomplexe beteiligt:
Komplex | (NADH+H"-Ubichinon-Reduktase), Komplex Il (Succinat-Ubiabin



Oxidoreduktase), Komplex Il (Ubichinon-CytochrorReduktase), Komplex IV
(Cytochrom-c-Oxidase) und Komplex V (ATP-Syntha®)i der Atmungskette wird
der Wasserstoff aus Substraten z.B. Glukose sekrgé auf Sauerstoff Ubertragen.
So gewonnene Energie wird dazu verwendet, einetof¥ngradienten aufzubauen,
der die Bildung von ATP aus Adenosindiphosphat amdrganischem Phosphat
stimuliert.

Ungefahr 1 bis 4 % des Sauerstoffs entgehen deruk®ed in der
mitochondrialen Atmungskette zu Wasser (Chancé ,€t@79). Wahrend mehrerer in
Mitochondrien ablaufender aeorober enzymatischerozddse entstehen in
Nebenreaktionen Superoxid-Radika{&higenaga et al., 1994). Besonders die
NADPH-Oxidase und deu-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, ein Enzym des
Citratzykluses, gelten unter physiologischen Bedinggen als eine wichtige Quelle
fur die ROS-Bildung (Lambeth, 2004; Starkov et a@004). Auch die mit
spezifischen Inhibitoren vermittelte Abnahme dertiikat des mitochondrialen
Komplexes | und Komplexes Il tragt wesentlich zémstieg der ROS-Produktion
bei (Cadenas et al., 1977; Turrens und BoverisP198us diesem Grund kann die
mitochondriale Atmungskette als Hauptquelle flir R&d§esehen werden.

Innerhalb  der  Mitochondrien sind auch endogene ozidlative
Schutzmechanismen vorhanden, welche die permamdmidgten ROS unschadlich
machen. Um zellularen Schaden, die durch Oxidatemistehen konnen, zu
verhindern, steht der Zelle ein ganzes Arsenal aratioxidativ wirkenden Enzymen,
wie Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase, lkatgl  Peroxidase,
Metallothionein, Proteine des Haemoxygenase-1Aiedystems und Substanzen mit
geringem Molekulargewicht, so genannte Radikalfgngeie GSH, Bilirubin,
Carnosin, Harnsaure, Liponsaure, Coenzym Q, Napywuavat, Vitamin C und E

sowie NADPH zur Verfligung.

1.2.2 Mitochondriale DNA

Zwar sind die meisten mitochondrialen Proteine inkl@earen Genom kodiert,
aber Mitochondrien beherbergen auch eigene mitabiede DNA, kurz mtDNA zur
Herstellung von Ribonukleinsaure (RNA) und ProtainBie mtDNA des Menschen
ist ringférmig und besteht aus 16 569 Basenpaatk@, 13 Polypeptide der
Atmungskette sowie die mitochondriale Proteinsys¢henterstitzende ribosomale
RNA und Transfer-RNA kodieren (Lin und Beal, 200@®ie in der mtDNA



gespeicherte genetische Information samt Mutatiokann nur mdutterlicherseits
vererbt werden. Es wird geschétzt, dass ca. 1 %gekamten genetischen Information
in der mtDNA gespeichert wird. Die Mutationen irr eietDNA werden als wichtiger
Risikofaktor fur die Entstehung der neurodegenegati Krankheiten angesehen
(Parker et al., 1989; Kato, 2001).

Wie bereits erwahnt, sind Mitochondrien die Hauptbpufur ROS, die entlang
der Atmungskette bei der ATP-Synthese entstehalacheverfligt die mtDNA uber
kein effizientes Reparatursystem und ist aus die§&gomd sehr anfallig fur den
schadlichen Einfluss der freien Radikale. Aufgrurter Abwesenheit von
Reparaturmechanismen ist die Mutationsrate 10-20-f&dher als in der DNA im
Zellkern, was zu Polymorphismus aber auch zu verdelnen Erkrankungen fiihren
kann. Eine der Hypothesen besagt, dass sich Mo&tian der mtDNA durch das
Altern summieren kdonnen und zur Abnahme der phggiethen Funktionen der
Atmungskette und ATP-Produktion in Mitochondrierf@&n sowie zum Entstehen
der altersbedingten neurodegenerativen Krankhégnagen. Diese Hypothese wird
mit Daten aus der Literatur unterstitzt. Pallardale(1998) wiesen nach, dass eine
Verabreichung von Antioxidantien teilweise vor cadiden Schaden in der mtDNA
alter Mause schitzte. In einer anderen experinlent8tudie konnte gezeigt werden,
dass eine Inhibierung des Energiestoffwechsels ttagisgenen Mauserdie das
humaneAPP-Gen uberexprimieren, die Aktivitat und die Konzetibnen vonp-
Sekretase und[Rerhdhte (Velliquette et al., 2005).

1.2.3 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress wird durch ein Missverhaltnis sotien der ROS-Bildung und
endogener Verstoffwechselung der reaktiven Interatedn Mitochondrien erzeugt.
Sein Auftreten wird als eine der Ursachen und aesider Faktor des Zelltodes bei
mehreren Krankheiten angesehen. Es ist gut belags die ROS-Konzentration mit
steigendem Zellalter zunimmt (Sohal et al., 200Rke ROS-Akkumulation bei
gleichzeitiger reduzierter antioxidativer Kapazitéann zur Reaktion der freien
Radikale des Sauerstoffs mit anderen zellularenekiden fihren und deren
Funktion stark beeintrachtigen. Infolgedessen komed# zur Storung der
mitochondrialen Funktionen (Stadtman et al., 19%&s schliel3lich im Zelltod durch
Apoptose oder Nekrose endet.

ROS sind &uRRerst reaktive und zytotoxische Sauddmstbindungen wie



Wasserstoffperoxid (b0,) oder kurzlebige Radikale des Sauerstoffs mit pageen
Elektronen wie Superoxid-Anion ¢Q und Hydroxyl-Radikal (OH und werden
kontinuerlich als unerwiinschte Nebenprodukte beiid&ionsprozessen in der
mitochondrialen Atmungskette gebildet. Intrazeltal8BROS-Bildung ist auch auf
mehrere sowohl endogen in UbermalR gebildete al$m axwgene Substanzen
zuruckzufihren wie z.B. Salsolinol, 6-OHDA (6-Hydyolopamin), 3-HK (3-
Hydroxykynurenin), A, MPTP oder Rotenon (Behl et al., 1994, Galindalet2003,
Li et al., 2003, Wu et al., 2003, Wanpen et alQ80 Bei ROS besteht die Gefahr
einer Oxidation der zellularen Molekile. Insbesardednnen Lipide, Proteine und
Nukleinséduren von Oxidationsprozessen betroffem. sei

Bei der Proteinoxidation kommt es zu Veranderungender Struktur von
Proteinen, so dass diese Stoffe nicht langer irLdge sind, ihre Funktion zu erflllen
(Stadtman, 1992; Forsmark-Andree et al., 1997). Ablsonders empfindlich
gegenuber ROS gelten Thiolgruppen von Cystein-tidiis und Tryptophanresten.
Oxidierte Proteine werden grundsétzlich durch Rstenen erkannt und im weiteren
Verlauf durch intrazellulare Proteasen abgebautnWdie Bildung der oxidativ
veranderten Proteine die Aktivitat der Proteasonmeder Zelle Ubersteigt, kbnnen
solche Proteine akkumulieren und nach Ablagerualg\®ignalwege beeinflussen.

Der Angriff von Radikalen des Sauerstoffs auf Bedtaile der Zellmembranen
fuhrt zu Veradnderungen an zellularen Phospholipidarch Lipidperoxidation. Im
Verlauf einer autokatalytischen Kettenreaktion vBOS mit polyungesattigten
Fettsauren entstehen zunéchst instabile Lipidhygrevoxide, die sich in der
Zellmembran sammeln. Sie besitzen die Fahigkeite diigenschaften der
Zellmembranlipide zu verandern und so werden digofienen Membranen fir
hydrophile Molekile, wie Wasser, durchlassig. Solsath die Lipidhydroxyperoxide
auf beiden Seiten der Doppelmembran befinden, koesr#ur Bildung einer Pore,
durch die vermehrt Calcium-lonen in die Zelle einden, was tiefgreifende
Konsequenzen flr die zellulare Funktion bereiteki(bt al., 2005). Erganzend wurde
gefunden, dass bei é&lteren Patienten mit Alzheiarkrankung im Liquor
Lipidperoxidationsprodukte wie 4-Hydroxynonenal udM@londialdehyd identifiziert
wurden (Pratico, 2002). Das 4-Hydroxynonenal wiigische Eigenschaften auf und
zeichnet sich durch Hemmung der Glykolyse, Synthése Nukleinsduren und
Proteine sowie Induktion der Apoptose aus (Prati@02). Infolge der

Lipidperoxidation kommt es zu Zellmembranschaderinere Stérung des



lonengleichgewichts, der Zellfunktion und der Intég von Organellen, wie
Mikrosomen, Mitochondrien und Lysosomen.

Eine Reaktion von ROS mit DNA kann zur Bildung DNDNA- und DNA-
Protein-Addukten filhren (Croteau und Bohr, 1997in [Zellkern gibt es
wirkungsvolle Reparaturmechanismen, welche die &man der oxydierten DNA
beheben. Somit wird die Expression von Enzymen, Aldauf vieler Signalwege
sowie die Aktivierung mehrerer Transkriptionsfaktoverandert.

Neuronen sind insbesondere anfallig fir eine e@®S-Konzentration oder
den verringerten ATP-Gehalt, weil sie reich an Mitondrien sind und viel ATP
verbrauchen (Scott und Gray, 2000). Dartber hinsiugh neuronalen Membranen
groBe Menge an polyungesattigten Fettsauren eathalie besonders empfindlich
gegenuber Lipidperoxidation sind (Floyd, 1999; 3mét al., 1999). Es wurde
nachgewiesen, dass eine Behandlung m#O,Hin fetalen Neuronen von
Meerschweinchen in einer vermehrten Bildung vop r&sultierte (Ohyagi et al.,
2000).

1.3 Apoptose

Damit die intrazellulare Homoostase im menschlich@rganismus erhalten
bleibt, muss das Gleichgewicht zwischen Proliferatund Elimination von Zellen
garantiert werden. Wenn einer dieser Prozesse dUfddrolle gerat, kann das ein
Zeichen fur einen pathologischen Zustand sein.

Grundsétzlich unterscheidet man zwei Formen ddkodes, die Apoptose
und die Nekrose. Unter dem Begriff Apoptose vetstetan den so genannten
programmierten Selbstmord einer Zelle. Bei dem &szhandelt es sich um eine
selektive Eliminierung einzelner geschadigter, nfanktionstichtiger oder potentiell
gefahrlicher Zellen aus dem Organismus. Die Apaptearde zuerst von Kerr et al.
im Jahre 1972 als ein aktives und physiologischulreges Verfahren beschrieben,
das durch mehrere morphologische und biochemisckeriisse im Zellkern, im
Zytoplasma und in unterschiedlichen Organellen @r delle gekennzeichnet ist
(Wyllie et al.,, 1992; Green und Reed, 1998). Dieopipse kann z.B. durch
Ultraviolettstrahlung (UV) oder Einsatz von Chenertipeutika ausgeldst werden.
Charakteristisch fir einen apoptotischen Zelltod &ne Verringerung des

Zellvolumens ohne Erzeugung einer Entziindungs@aKirends et al., 1990; Kerr
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et al., 1994). Dieses Suizid-Programm kann ohné&arimhation stattfinden, well

hierbei die Zellmembranintegritat erhalten blefdmit ist der programmierte Zelltod
schonend fur die Zellen in der unmittelbaren UmgghwWeiterhin ist die Apoptose
durch Kondensation des Chromatins im Zellkern gekeithnet. Danach wird die
nukleare DNA in gleichmalige Fragmente durch sperie Endonukleasen zerteilt.
Abschliel3end sind in der Zelle aus zerkleinerteiib&standteilen und Teilen des
Zellkerns bestehende apoptotische Kérperchen zhdobten, die von Makrophagen
oder dendritischen Zellen erkannt und phagozytentden (Kerr et al., 1994). Bis
zum Schluss bleibt die Zellmembran mit Zellkompdeen intakt, so dass
inflammatorische Signalwege nicht ausgeltst werden.

Die Nekrose, auch passiver Zelltod genannt, wirgedan als ein pathologischer
Prozess angesehen, weil er durch physikalische oHlemische Faktoren wie
mechanische Verletzungen, Strahlung oder Vergiangpervorgerufen wird. Im
Unterschied zur Apoptose ist die Nekrose ein umnctirdrter Prozess. Aul3erdem
zeigt Nekrose einen anderen morphologischen VedsufApoptose und wird durch
frihe Schwellung der Zellen aufgrund eines Eintigsson Natrium- und Calcium-
lonen und Zerstorung der Zellmembran charaktetig@arzynkiewicz et al., 1997).
Infolge des Austretens der Zellorganellen in die débung kommt es zu einer
inflammatorischen Reaktion des umliegenden Gew@belstein et al., 1991).

Normalerweise ist der Zelltod eine Mischform vopobtose und Nekrose.
Eine geschadigte Zelle begeht nicht ausschlielApbptose. Ergebnisse einer Studie
von Nicotera et al. (1998) zeigten, dass eine FdesZelltodes von der verfligbaren
Energiezufuhr abhangig ist. Bei unzureichender @eeersorgung kommt es
vorwiegend zu Nekrose. Apoptose wird dagegen bsreathendem Energiegehalt
auslost.

Eine erhohte Zellteilungsrate mit verringerter Apse und Resistenz gegen
Apoptose-Induktion hat tiefgreifende pathophysiedobe Folgen und kann an der
Entstehung von Tumoren, Autoimmunerkrankungen umdisihfektionen beteiligt
sein. Bei neurodegenerativen Erkrankungen trittedag eine deutlich erhdhte
Apoptoserate auf, die zum massiven Untergang neieorZellen in bestimmten
Hirnregionen flhrt.

Der Ablauf des programmierten Zelltodes und darmaibundene Veranderungen
in der Zelle werden hauptsachlich durch Enzyme eingr Gruppe von Cystein-

Proteasen, den Caspasen reguliert. Caspasen sivikaskadenartig das Suizid-
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Programm, in dem sie bestimmte Proteine gezielltspaMan kann Caspasen
funktionell in zwei Gruppen einteilen, die Initiataund die Effektor-Caspasen. Im
Verlauf des programmierten Selbstmordes kommen Effektor-Caspasen zum
Einsatz, nachdem sie durch Initiator- und andefekiidr-Caspasen aktiviert wurden.
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Abb.1: Apoptose- Auslésung

Intrazellular kann die Apoptose auf zwei untersdhabe Signalwege
ausgelost werden. Der extrinsische Signalweg istlem Zellmembran verbunden und
der intrinsische Signalweg mit den Mitochondriemabhangig von der Apoptoseart
werden die Signalwege durch Anwesenheit von Caspasarakterisiert.

Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird hséghlich durch

spezifische Membranrezeptoren und ihre Ligandermitit. Ein apoptotischer



Zelltod auf extrinsischem Weg erfolgt durch Todesporen, die aul3erhalb der Zelle
auf der Zellmembranoberflache lokalisiert sind. Zwdesrezeptoren werden
Mitglieder der TumornekrosefaktorFamilie (TNFea-Familie) gezahlt, wie TNF-
Rezeptor 1, TNF-Rezeptor 2 oder Fas/CD95/Apdidrdblast associated die aus
extrazellularen, transmembranen und zytoplasmaisddomanen aufgebaut sind
(LeBlanc et al., 2003; Peter, 2003; Locksley et2001). Nachdem ein Todesligand
wie TNF-a oder FasL Kas ligand an einen Todesrezeptor bindet, kommt es zur
Ubertragung eines Signals auf ein AdapterproteiDBAFas-associated protein with
death domai)) das am C-terminalen Ende Death-Doméne besittimihder Death-
Domane des Rezeptors bindet. Am N-terminalen ErdeFRADD-Proteins befindet
sich eine DED death effector doma)n die eine Assoziierung mit der DED von
Procaspasen-8 oder -10 ermoéglicht (Chinnaiyan.etl@b5; Kischkel et al., 1995).
Der aus Todesrezeptor, FADD und Procaspase-8 leestelKomplex DISCdegath
inducing signaling complgxaktiviert Caspase-8 und setzt eine Kaskade dektef-
Caspasen wie Caspase-3 in Gang, die zum Zelltad. fiDkr extrinsische Signalweg
kann sich mit dem intrinsischem Signalweg durch-Bidtein Bcl-2 interacting
domain death agonid®rotein) verbinden, das durch Caspase-8 zu tBith¢ated
Bid) gespalten wird. Das Spaltprodukt wird im weitek&rlauf zum Mitochondrium
transloziert, wo tBid die Freisetzung von Cytochranbegtnstigt und somit den
intrinsischen Weg der Apoptose aktiviert (Li et 4098).

Der intrinsische Signalweg der Apoptose wird Ubestetschiedliche Signalwege,
wie Anstieg der ROS-Konzentration, Einfluss der diah-lonen im Zytosol,
zytotoxische Substanzen oder DNA-Schadigungen iaktiyDaniel, 2000; Ockner,
2001). Im Unterschied zum extrinsischen Signalwégl der intrinsische Signalweg
Uber die Mitochondrien vermittelt. Daran ist dientte der Bcl-2 ProteineB-cell
lymphoma ZProteine) beteiligt. Zu den Mitgliedern der BcFamilie gehort u.a.
neben Bax Bcl-2 associated X proteirauch Bid, das sich im Zytoplasma befindet
und mit Hilfe der Caspase-8 zum proapoptotisched ¢Rspalten werden kann. Die
Expression von Bax und Bid mit VDAC, einem spanrsaiipangigen Anionenkanal,
beginstigt die Bildung einer Pore in der auRerembtan des Mitochondriums und
die Freisetzung des Cytochroms c in das Zytosale Edffnung der Pore verursacht
einen Verlust des Elektrolytgleichgewichts an datoathondrialen Membran und
damit eine Reduktion des mitochondrialen Membrammidls sowie eine

Reduzierung des ATP-Gehaltes. Uber diese Pore Kaytochrom ¢ aus dem
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Mitochondrium ins Zytosol gelangen. Wenn sich Chitom c im Zytoplasma
befindet, ist es in der Lage, an APAFdpéptotic protease activating factoj-ind
Procaspase-9 zu binden (Kroemer, 2003). Der emksten Komplex, Apoptosom,
fuhrt zur Aktivierung der Caspase-3, die anschinel3echarakteristische
Apoptoseprozesse wie Kondensation des Chromatims Alsbau der DNA im
Zellkern initiiert (Enari et al., 1998). Alternatikbnnen aktivierte Mitochondrien
einen Faktor namens AlRgoptosis-inducing factdrfreisetzen, der in den Zellkern
transportiert wird und Apoptoseprozesse wie Chrow@bndensation und DNA-
Fragmentierung initiiert (Susin et al., 1996).

Das intrinsische Suizid-Programm wird durch caP46teine reguliert. Darunter
haben einige einen Einfluss erst im weiteren Vérldes Zelltodes. Am besten
untersucht sind die Mitglieder der Bcl-2-Familiecl, Bcl-xL (B-cell lymphoma xI
(long isoforn)), Bcl-w (Bcl-2-like-2 protei, Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequence
1) gelten als antiapoptotische Proteine, wobei Hdd @cl-2-antagonist of cell
death), Bak @Bcl-2 homologous antagonist/killer protginBax, Noxa BH3 only
protein) die Apoptose initieren (Borner, 2003; Lucken-fmmhiande et al., 2005).
Protein p35 hemmt die Aktivitat der Caspase-1 \hadvohingegen Produkte des p53-
Gens die Freisetzung von Cytochrom c vermittelnni¥l et al., 1991). Ebenfalls
entscheidend fur die Freisetzung von Cytochromt das Verhaltnis von Bcl-2 zu
Bax.

Im Jahre 2000 wurde ein neuer Ablauf des programemeZelltodes Uber das
endoplasmatische Retikulum (ER) dargestellt. Degesannte ,endoplasmatische
Retikulum stressiduzierter Weg"“ wird durch Stéruey Calcium-lonen-Homoostase,
Ischamie und Ablagerungen falsch gefalteter Pretemfie nicht korrekt entsorgt
werden, ausgel6st. Infolgedessen kommt es zur iktimg der im ER anwesenden
Caspase-12. Caspase-12 spaltet im nachsten StieriRrocaspase-9 zu Caspase-9,
welche die Effektor-Caspase-3 initiiert und zum l@el fuhrt. Auf diesem Weg
verlauft die Apoptose, die durchfAverursacht wird (Nakagawa et al., 2000). ER ist

verantwortlich fur die Faltung unterschiedlicheoteine.

1.4 Endogene Neurotoxine
Im menschlichen Korper kdnnen unter bestimmten qutisiologischen
Bedingungen groBe Mengen Metaboliten entstehen, #ahadigungen des

Hirngewebes und den Nervenzellenuntergang henemrddonnen. Eine Gruppe
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Substanzen, die neurotoxische Eigenschaften besitaed in humanen Zellen
hergestellt werden, bezeichnet man endogene Nedtmeto

In den meisten Fallen kann die Zelle die schaaiganFaktoren ohne weitere
Folgen beseitigen. Wenn jedoch die Schadigungen NEsensystems zu stark
ausgepragt sind, zeigen sie sich als neurodegemekatinkheiten. In diesem Kapitel
werden Stoffwechselprodukte des Kynureninwegs uraks ddopamin-Derivat

Salsolinol ausfuhrlicher charakterisiert.

1.4.1 Metaboliten des Kynureninwegs

Die physiologische Funktion des Kynureninwegs Westen Abbau der
Aminosaure L-Tryptophan Zu NAD (oxidierte Form von
Nicotinamidadenindinukleotid), das u.a. zur Eneggwinnung benotigt wird. Im
Verlauf des Wegs entstehen bei Menschen in Makggrha Mikrogliazellen
(Guillemin, 2003; Guillemin, 2003a) und teilweise Astrozyten (Guillemin, 2001a)
Kynurenine, die unterschiedliche sowohl physiologes als auch pathologische
Effekte in humanen Nervenzellen hervorrufen. Dienkion des Kynureninwegs
spielt eine wichtige Rolle bei solchen Korperfuokien wie Schiaf,
Thermoregulation oder Verhalten (Stone, 1993; Qurz996).

N COOH
o E\ICOOH X
= =
HO OH N~ ~COOH
NH, O NH, OH
3-Hydroxykynurenin Quinolinsaure Kynureninséure

Abb.2: Strukturformeln der Kynurenine

Zahlreiche Forschungsergebnisse zeigen, dass Skbhmgen entlang des
Kynureninwegs das zentrale Nervensystem (ZNS) uasl Idhmunsystem negativ
beeinflussen kdonnen (Heyes et al., 1992; Pembatal., 1997; Ryu et al., 2004,
Guillemin et al., 2005; Guillemin et al., 2005af #wurde nachgewiesen, dass sogar
kleine Veranderungen im Kynureninweg von Bedeutbegder Entwicklung einer
Vielzahl neurodegenerativer Krankheiten sind. Ein nsiteg von

Tryptophanabbauprodukten wurde bei Parkinson- (@gatval., 1992), Alzheimer-
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(Baran et al., 1999; Widner et al.,, 2000), HuntimgKrankheit (Pearson und
Reynolds, 1992), AIDS-Demenadquired immune deficiency syndrobemenz)
(Achim et al., 1993; Heyes et al., 2001) und andel®generativen Erkrankungen des
ZNS beobachtet. Es wird vermutet, dass dieser Wegezies Ziel in der Behandlung
von neurodegenerativen Erkrankungen sein kdnnte.

Im ZNS wird L-Tryptophan im ersten Schritt mit Hilfder Indolamin-2,3-
Dioxygenase zu L-Kynurenin verstoffwechselt. Unpérysiologischen Bedingungen
wird L-Kynurenin zu neuroprotektiver KynureninsagkéYNA) gespalten. Wenn die
Aktivitat von Indolamin-2,3-Dioxygenase durch vdrsdene Faktoren induziert
wird, wird der Abbau von L-Tryptophan verstarktfdigedessen wird L-Kynurenin
durch Kynureninaminotransferase in gré3eren Mermgemeurotoxischen 3-HK, 3-
Hydroxyanthranilsdure und weiter zu Quinolinsau@&JIN) umgewandelt (Guidetti,
1997). Einige Faktoren konnten identifiziert werdemelche die Aktivitat von
Indolamin-2,3-Dioxygenase beeinflussen. Die Aké#vit von Indolamin-2,3-
Dioxygenase kann durch proinflammmatorische Zytekwie z.B. Interferon-
(Pemberton et al., 1997; Guillemin et al., 2001;méaa et al., 2009), TNé&-
(Pemberton et al., 1997; Robinson et al., 2003¥rleukin-B (IL-1p) (Zunszain et
al., 2012), aber auch durchBA.4> (Guillemin et al., 2003) erhdéht werden. Einen
inhibitorischen Einfluss auf die IDO-Aktivitdt weais antiinflammatorische Zytokine
wie IL-4 (Musso et al., 1994; MacKenzie et al., 9B9L-10 (MacKenzie et al., 1999)
und Stickstoffmonoxid (ausgenommen Mikrogliazelleffhomas et al., 1994;
Alberati-Giani und Cesura, 1998) auf. Durch gestegyAktivitat von Indolamin-2,3-
Dioxygenase kommt es zum Anstieg an Konzentratiomen neurotoxischen
Zwischenmetaboliten, QUIN, 3-HK, KYNA und 3-Hydraxythranilséure.

Die toxischen Effekte der Kynurenine wurden bish@cht ausreichend
untersucht. QUIN scheint jedoch das wichtigste Abbauprodukt des
Stoffwechelvorgangs zu sein. Die Neurotoxizitdt VQWIN wurde in mehreren
Untersuchungen bestéatigt. In einer der ersten Streligte sich QUIN vor allem als
NMDA-Agonist an der Glutamat-Bindungsstelle des épars und somit als ein
Exzitotoxin (Stone und Perkins, 1981). Exzitotoxinésen eine chronische
Exzitotoxizitat aus, bei dem Glutamat-Rezeptordrade Neuronen durch lang
anhaltende Ubererregung geschadigt werden (Schvedret., 1984). In einer von
Kerr et al. (1995) durchgefiihrten Studie zeigtd €@JIN in unphysiologisch hohen

Konzentrationen als toxisch in kultivierten humanfxialen Gehirnzellen. Die
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toxische Wirkung von QUIN ist auf eine Schwachurey dntioxidativen Abwehr
Uber die Abnahme des GSH-Gehaltes und steigertddgpxidation zurtickzufihren
(Behan et al., 1999; Leipnitz et al., 2005). Guille et al. (2005) beschrieben vier
Mechanismen, wodurch QUIN zum akuten Zelltod oder zhronischen und
progressiven Dysfunktion der neuronalen Zelle fihann:
1) durch die Aktivierung des NMDA-Rezeptor-vermité@ Einflusses von
Calcium-lonen (Kerr et al., 1995);
2) durch die Verstarkung der Glutamat-Freisetzumg Neuronen und die
Inhibierung der Aufnahme von Glutamat in Astrozyf@avares et al., 2000);
3) durch die Erh6hung der Lipidperoxidationsrate@éRund Santamaria, 1991);
4) durch die Verstarkung der Exzitotoxizitat oder don anderen Exzitotoxinen
induzierte Energiemangel.

L L-Tryptophan
Aktivierung:

INF-y, TNF-qa,
IL-1B, AP,
P AR Indolamin-2,3-

Inhibierung: Dioxygenase

IL-4,IL-10,NO

A\

L-Kynurenin

Kynureninaminotransferase
Kynurenin-3-Hydroxylase \
v

3=-Hydroxykynurenin Kynureninsiure

Kynureninase

3-Hydroxyanthranilsiaure —> K@S

3-Hydroxyanthranilsiure -Oxygenase

v 7

Quinolinsiure

Quinolinsdure-Phosphoribosyl-Transferase

NAD+

Abb.3: Kynurenin-Metabolismus

Pathologische Effekte, die bei dem erhéhten QUINGH manifestiert werden, wie

die Exzitotoxizitat, oxidativer Stress und die Idperoxidation lassen die
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Schlussfolgerung zu, dass der KynureninmetabolitINQUAn der Alzheimer-
Pathologie beteiligt sein kann (Ramassamy et &99;1 Butterfield et al., 2002).
Zudem wurde es nachgewiesen, dass der QUIN-GemalZNS mit dem Alter
ansteigt (Moroni et al., 1984). Von Bedeutung isttadas Ergebnis von Harkany et
al. (2000), die feststellten, dassp Adie Folgen der Exzitotoxizitat verstarkt.
Gleichzeitige Anwesenheit von QUIN und3Adésen eine neurotoxische Glutamat-
Freisetzung aus. Dariiber hinaus konnte gezeigtemerdass die Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren die Produktion vorA.4; fordert (Lesne et al., 2005).

Ein weiteres Kynurenin KYNA, deren Konzentration @ehirn physiologisch
im nanomolaren Bereich liegt (Moroni et al., 1988ixd hauptséchlich in Astrozyten
durch die Kynurenintransaminase aus L-Kynurenindpeeert (Guillemin et al.,
2001a). KYNA ist im Gegenteil zu QUIN ein Antaganan der Bindungsstelle des
NMDA-Rezeptors fur Glycin (Guidetti et al., 1994udem erwies sich KYNA ab
millimolaren Konzentrationen als ein Antagonistder Glutamat-Bindungstelle des
NMDA-Rezeptors (Stone et al., 2002) und als ein AvRezeptor-Antagonistof
Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsaure) Pr¢scott et al., 2006).
AulRerdem wurde in einer Untersuchung von Rassoulpbwal. (2005) beobachtet,
dass KYNA in nanomolaren Konzentrationen den egthal&iren Dopamin-Gehalt im
Striatum von wachen Ratten Uber Verringerung detaBhat-Freisetzung reduzieren
kann. In einer Untersuchung von Lugo-Huitron et(2011) erwies sich KYNA als
Antioxidans bei durch -Blitropropionsaure ausgeldster Lipidperoxidation in
Kleinhirn- und Vorderhirn-Homogenaten. Aufgrund derfgefiihrten Eigenschaften
gilt KYNA daher als teilweise schitzend vor QUINndu Glutamat-induzierter
Exzitotoxizitat und Konvulsionen (Perkins und Stoh®82; Forster et al., 1984). Die
ausgeubten Effekte sind aber abhéngig von der gleafién Menge. Es wurde
nachgewiesen, dass KYNA eine Doppelfunktion hat ubei niedrigen
Konzentrationen als Antagonist mit hoher Affinitat der Bindungsstelle des
NMDA-Rezeptors fur Strychnin sowie zuAmMPA-Rezeptor (Prescott et al., 2006)
und Kainat-Rezeptor (Kessler et al., 1989) bindwet somit als Neurotoxin betrachtet
werden kann. Beim Vergleich der QUIN und KYNA-Kont&tionen fallt auf, dass
der Gehalt an QUIN im Liquor und Gehirn bis zu 1&aIMdher als KYNA ist (Heyes
et al., 1992; Heyes et al. 1993). Zudem konnteZesammenhang zwischen Morbus
Alzheimer und einer Abnahme des KYNA-Gehaltes imtBlzw. Serum festgestellt
werden (Hartai et al., 2007). Aufgrund der antagtschen Effekte von KYNA auf
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den nikotinergem.7-Acetylcholinrezeptor wird jedoch der erhdhte KYMpiegel im
Liguor mit Schizophrenie verbunden (Erhardt et 2001; Hilmas et al., 2007¢.-7-
Rezeptoren kommen in Hirnregionen vor, die wiclitigkognitive Fahigkeiten sind
wie Grg3hirnrinde und Hippocampug®ie hier dargestellten Daten weisen darauf hin,
dass KYNA eine neuromodulierende Rolle im ZNS lz¢siind, abhangig von der
Konzentration, einen inhibierenden oder aktivieesn&ffekt ausiiben kann.

3-HK, das metabolisch vor QUIN gebildet wird, tralgei mikromolaren
Konzentrationen auch wesentlich zum neuronalentitlbei. Die neurotoxische
Wirkung von 3-HK beruht auf einer intrazellularen kikkimulation von
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff-Superoxid (Eastmad Guilarte, 1990). 3-HK
unterliegt der Autooxidation (Ishii et al., 199Bki der abrupt der Anstieg des ROS-
Spiegels auftritt und es damit zum oxidativen Stlesmmt. Infolgedessen kommt es
zum Untergang neuronaler Zellen Uber Apoptose (Nake et al., 1996; Okuda et
al., 1996; Okuda et al., 1998). Einen Nachweisdiérneurotoxische Wirkung liefert
eine Studie von Lapin, in der durch eine intracerebntrikulare Injektion von 3-HK
Konvulsionen ausgeldost wurden (Lapin, 1980; Lapi®81). Ein interessantes
Ergebnis wurde in einer Studie von Leipnitz et &007) dargestellt, wo
Eigenschaften von 3-HK bei Konzentrationen unter0 &M in Ratten-C6-
Gliomazellen undim zerebralen Kortexder Ratte getestet wurden. In dieser
Untersuchung wurde gezeigt, dass eine einstindigeamilung mit 3-HK bei
mikromolaren Konzentrationen vor Lipidperoxidatisohitzt und sogar schadliche
freie Radikale abfangt. Unter pathologischen Bedmggn kann 3-HK von
physiologischen nanomolaren Konzentrationen auf ronilolare erhoht werden
(Okuda et al., 1998). Die dargestellten Daten and_deratur weisen auf einen engen
Zusammenhang zwischen dem Kynureninweg und neueoéegtiven Krankheiten
hin.

1.4.2 Salsolinol

Salsolinol (1-Methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetratrgisochinolin) zahlt zur
weit verbreiteten Gruppe der Isochinolin-Alkaloide; denen auch MPTP und sein
Derivat MPP+ sowie Morphin gehdren. Salsolinol &b Tetrahydroisochinolin-
Derivat, das endogen in geringen Mengen auch invéyesystem von Saugetieren
gebildet wird (Sjoquist und Magnuson, 1980; Sjogeisal., 1981). Zudem wurde
Salsolinol in Pflanzenprodukten wie Kakaobohnerg@ii und Kissinger, 1976) und
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Bananen gefunden (Riggin et al., 197®).vivo kann die Salsolinol-Bildung durch
eine nicht-enzymatische Pict8penglerKondensation von Dopamin mit Aldehyden
zu (R)-Salsolinol und (S)-Salsolinol, eine nichizgmatische Kondensation von
Dopamin mit Pyruvat zu (R)-Salsolinol und eine ditselektive Bildung von (R)-

Salsolinol aus Dopamin und Acetaldehyd durch dasyin(R)-Salsolinol-Synthase
erfolgen (Naoi et al., 1996). Zur Bildung von (Rgkslinol kommt es Uberwiegend
bei Menschen, worauf die Befunde von Sjoquist (198B2) hinweisen. In der Natur
kommt hauptsachlich (S)-Salsolinol vor, welches iyen wirksam ist als das
Enantiomer mit (R)-Konfiguration (Duncan et al. 819 Rommelspacher et al., 1985).

HO HO

NH
HO

S-Salsolinol R-Salsolinol

Abb.4: Strukturformeln der Salsolinol-Enantiomere

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu MPTP/MPRteht Salsolinol im
Verdacht, eine wichtige Rolle bei der Degeneratien dopaminergen Nervenzellen
bei der Parkinson-Krankheit zu spielen. Ein erh6l8ealsolinol-Spiegel wurde im
Gehirn bei Parkinson-Patienten und auch bei Alkoiggbrauchenden nachgewiesen.
(Sjoquist et al., 1980; Moser und Kompf, 1992; Aetkicz-Michaluk et al., 1997).
Antkiewicz-Michaluk et al. (1997) assoziierten dgstiegenen Salsolinol-Gehalt im
Liquor der Parkinson-Kranken mit einer Demenz. Ranzentration des Salsolinols
im Urin steigt direkt nach Alkoholkonsum und nimmit der Verstoffwechselung des
Alkohols wieder ab (Collins et al., 1979). Es wpdstuliert, dass Salsolinol und
andere Tetraisochinolinderivate eine koérperliched upsychische Abhangigkeit
hervorrufen. Darauf weisen Ergebnisse einer StuoieXie et al. (2012) hin, die von
einer Wirkung des Salsolinols aufopioid Rezeptoren in dopaminergen Zellen einer
Ratte berichteten.

Zahlreichein vitro Experimente zeigten, dass Salsolinol und seinviaenN-
Methyl-Salsolinol Apoptose in dopaminergen Zellerslasten (Willets et al., 1996;
Akao et al., 1999; Storch et al., 2000; Naoi et 2002; Wanpen et al., 2004). Der
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genaue molekulare Wirkmechanismus von Salsolinblnisch nicht vollstandig
aufgeklart. Es ist jedoch gut belegt, dass Salgbtire Funktion der mitochondrialen
Atmungskette hauptsachlich desketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes und der
Komplexe | und Il inhibiert (Moser und Kompf, 199®icNaught et al., 1995;
McNaught et al., 1995a; Morikawa et al., 1998), wasAbnahme des ATP-Gehaltes
und somit Energieverlust in der dopaminergen Zélilert (Storch et al., 2000).
AulRerdem wird die Aktivitat von Tyrosinhydroxylasgem Schltisselenzym bei der
Dopaminbiosynthese und der Monoaminoxidase beeimigi (Yamada, 1971;
Bembenek et al., 1983). Man nimmt an, dass die atexische Wirkung von
Salsolinol  hauptsachlich auf einer vermehrter Bilglu von reaktiven
Sauerstoffverbindungen und dadurch bedingten axelatStress beruht. Auf die
Erhohung der ROS-Bildung in durch Salsolinol gedaltén dopaminergen Zellen
weisen Ergebnisse von Wanpen et al. (2004), Kial.€2001), Jung und Surh (2001)
hin. Dartber hinaus wurde vor kurzem davon bericloi@ss Salsolinol Eigenschaften
eines Proteasom-Inhibitors besitzt (Nagasawa et2@ll1) und aus diesem Grund
auch auf diese Weise an der Anreicherung der zyigitben ROS beteiligt sein kann
(Papa et al., 2007). Die Entstehung von oxidativetness wird auch durch
Verminderung der endogenen Schutzmechanismen voisoli@al gefordert.
Salsolinol kann eine Reduktion der Konzentrationn v&SH in SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen induzieren (Wanpen et al., 2008)ch die Aktivitat von
Superoxiddismutase wurde wahrend der Behandlung B8wlsolinol stark
beeintrachtigt (Kang, 2007).

1.5 Behandlungsstrategien

Derzeit gibt es keine effektive Behandlungsmethdigie neurodegenerative
Krankheiten. Man kann entweder die Symptome durclsgheich des bestehenden
cholinergen Defizits bei Morbus Alzheimer oder d#spaminergen Defizits bei
Morbus Parkinson behandeln oder das Voranschréégekrankheiten verlangsamen.
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien pit@nzlichen Extrakten oder
Substanzen pflanzlicher Herkunft durchgefiihrt, dien neuroprotektiven
Eigenschaften berichteten. Hohe Interesse und Hoffnflir die Therapie der
neurodegenerativen Krankheiten wecken besondeenzbithe Polyphenole wie

Flavonoide.
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Auf Grundlage der bisher dargestellten Beobactgnongverden einige
Angriffspunkte als mogliche Therapieansatze odeav@&mtionsmalRnahmen von
neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert. Alspgdeanzepte fir Neuroprotektion
wurden eine Reduktion des oxidativen Stresses @ndSdhutz der mitochondrialen

Funktionen vorgeschlagen.

1.5.1 Einsatz von Radikalfangern

Im Verlauf der meisten neurodegenerativen Krartkheiritt wahrend mehrer
pathophysiologischer Prozesse oxidativer Stress Bsfist gut in der Literatur
dokumentiert, dass die durch oxidativen Stressrgaahten Veranderungen mit dem
Absterben der neuronalen Zellen assoziiert sind. Was pathologische
Ungleichgewicht zwischen antioxidativem Schutz uether ROS-Bildung zu
reduzieren und somit neuronale Funktion zu erhakhen mehrere Mdglichkeiten
zur Verfigung. Man nimmt an, dass oxidativer Strags zwei Weisen reduziert
werden kann. Das ist einerseits durch AbfangerRd2$s und andererseits durch eine
Verbesserung der geschadigten antioxidativen Abwehr

Eine der Behandlungsmethoden basiert auf der Emaalon Antioxidantien,
also Stoffe, die direkt mit den freien Radikalemagieren und die den Ablauf von
Kettenreaktionen und deren oxidativen Folgen ble@a koénnen. Zu solchen
antioxidativen Substanzen gehéren Vitamin C, Vitand und Natriumpyruvat.
Natriumpyruvat, ein endogenes Energiesubstratiesigh als Neuroprotektant durch
Verminderung der ROS-Generierung und Entgiftung destochondrialen
Membranpotentials (Wang et al., 2007). In andergreementellen Studien lieferte
Natriumpyruvat zusatzlich einen Schutz vdi-AAlvarez et al., 2003) und 6-OHDA-
induzierter Toxizitat (Fernandez-Gomez et al., 3006tamin C und E tragen zur
Stabilisierung von Superoxidanionen und Hydroxykatén bei. Vitamin E
verhindert als fettlosliches Vitamin zudem der Hiperoxidation der Zellmembrane.
DarUber hinaus sind auch naturliche Radikalfangskabnt. Flavonoide sind weit
verbreitete, in Pflanzen vorkommende, Polyphenoled ubesitzen wichtige
Eigenschaften fur die menschliche Gesundheit. dimekte antioxidative Wirkung ist
seit mehreren Jahren bekannt (Chen et al., 1990abdhaet al., 1996; Rice-Evans et
al., 1996) und beruht wahrscheinlich auf der Abgatre Wasserstoffatomen aus den
phenolischen OH-Gruppen, welche die freien Radikadéangen (McPhail et al.,

2003). lhre antioxidative Wirksamkeit hangt mit ehrStruktur zusammen (Rice-
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Evans et al.,, 1996). Zu den effektivsten Radika&in unter Flavonoiden zahlen
Quercetin und sein Glykosid Rutin (Pietta, 2008igs et al., 2001).

1.5.2 Neuroprotektion durch Einfluss auf mitochondrale Funktionen

Die Ergebnisse neuerer experimenteller Studiesemedarauf hin, dass eine
Neuroprotektion durch direkte Beeinflussung derdeltondrien und ihre Funktionen
erreicht werden kann.

Durch Erh6hung der intrazellularen GSH-Konzentratiokann die
Empfindlichkeit der Neuronen gegen Faktoren, dierioxidativen Stress ausldsen
erniedrigt werden. Exogen verabreichtes GSH wiidMenschen durch Dipeptidasen
im Magen-Darm-Trakt hydrolysiert. Intravends vembintes GSH wird auch schnell
eliminiert mit einer Plasmahalbwertszeit von 7 Mew (Aebi et al., 1991).
Dokumentiert ist jedoch die hohe Bioverfugbarkeibnv Glutathionester wie
Ethylglutathion oder Methylglutathion, die durchrésterung der Carboxygruppe des
Glycylrestes synthetisiert wurden (Anderson et &P85) und im menschlichen
Organismus zu GSH hydrolysiert werden. Im Jahre22@@rden Flavonoide als
Substanzen identifiziert, die den intrazellularé®HsGehalt erh6hen (Myhrstad et al.,
2002).

Eine weitere Mdglichkeit zur Neuroprotektion gedear ROS besteht in der
Erhéhung der mitochondrialen antioxidativen Sup@ldismutase- und Katalase-
Aktivitat. Auch hier wurde diese Fahigkeit fur pildiche Polyphenole beschrieben.
Scutellarin  war in der Lage, durch Ischamie indueie Abnahme der
Superoxiddismutase- und Katalase-Aktivitat in  Hellen von Ratten
wiederherzustellen (Guo et al., 2011). Fisetin, fiBatin, Butein und Butin,
Bestandteile des methanolischen ExtraktesRiuss vernicficifluaStokes schitzten
hippokampale HT22-Zellen der Maus vor Glutamat-zider Toxizitat, in dem sie
die GSH-Konzentration sowie Superoxiddismutase- Kathlase-Aktivitat erhdhten
(Cho et al., 2012).

Einen Schutz gegen die pathogene Aktivierung deDRMRezeptoren und so
vermittelte ROS-Produktion sowie den Verlust deurnealen Zellen, kann das
Abschalten von NMDA-Rezeptoren bedeuten. Wenn NMBe&zeptoren dauerhaft
erregt sind, kann es zum Einstrom von Calcium-loned Stérungen verschiedener
Signalwege kommen, die mit dem Tod neuronaler Aellerbunden sind. Memantine

ist zurzeit der einzige zugelassene Wirkstoff fike @ehandlung moderater bis
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schwerer Form der Alzheimer-Krankheit, der den NMR@Azeptor blockiert, so dass
die Ubertragung von Nervensignalen tber den NMDAdRéor normalisiert wird.
Kawakami et al. (2011) berichteten, dass Isolitigenin Eigenschaften einen
NMDA-Antagonisten besitzt. Eine Glutamat-vermittelNeurotoxizitat kann auch
durch Bindung von Hyperosid an den NMDA-Rezeptdrkckiert werden (Zhang et
al., 2010).

Ein indirekter Schutz vor den Folgen des oxidati&resses kann durch eine
Hemmung der entzindlichen Prozesse im Hirngeweheicbt werden. Im
Hirngewebe der Patienten mit einer neurodegeneratiErkrankung laufen
offensichtlich chronische lokale Entziindungsvorgéa). Ein Zeichen dafir ist die
Aktivierung der Mikroglia. Eine Inflammation im Geh wird von einer Stérung der
Blut-Hirn-Schranke begleitet, was das Eindringeneruriinschter Zellen des
Immunsystems sowie Substanzen wie Xenobiotika bsgjin Bei der Aktivierung
von Mikroglia und Astrozyten werden proinflammasamiie Substanzen wie TN#-
IL-18, Prostaglandine, Chemokine, ROS und Stickstoffmmhdreigesetzt (Aloisi,
2001). Fur die Generierung von ROS bei Mikroglia ukstrozyten, den Gliazellen,
ist die NADPH-Oxidase verantwortlich (Sankarapaetial., 1998; Abramov und
Duchan, 2005), deren Aktivitat in Gliazellen z.Burch A3 erhéht wird (Abramov
und Duchan, 2005). In einer Studie von Sun et2807) ergab sich, dass NADPH-
Oxidase auch in anderen Zellen exprimiert ist. Brezymaktivitat wurde auch in
Neuronen nachgewiesen. Versuche, in denen die kibeétat der NADPH-Oxidase
in Astrozyten oder mesencephalischen dopaminergdierzmittels Inhibitoren wie
Apocynin,  Diphenyleniodonium und 4-(2-Aminoethy#zensulfonylfluorid
reduziert wurde, zeigten, dass auf diese WeisePdmeluktion von ROS und der
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials wvethit werden konnten
(Abramov und Duchan, 2005; Anantharam et al., 2@i et al., 2012). Somit stellt
die Inhibierung der NADPH-Oxidase einen interessanAngriffspunkt bei der
Therapie von Patienten mit neurodegenerativen Kramén dar. Als Inhibitor der
NADPH-Oxidase wurde beispielsweise im Jahre 201Gvemtrol identifiziert
(Zhang et al., 2010a).

Da neurodegenerative Krankheiten durch eine erhd®poptoserate
gekennzeichnet sind, ist es auch von Vorteil, eim@en UbermaR ausgeldsten
programmierten Zelltod zu blockieren. Eine Ernigdrig der Apoptoserate kann z.B.

durch Expression von Bcl-2 oder Unterdrickung vax Bowie durch Hemmung der
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Caspasen-Aktivitat erreicht werden. Die antiapaptbie Wirkung wurde auch bei
zahlreichen Flavonoiden nachgewiesen. In einer iabhung von Li et al. (2012)
zeigte Resveratrol einen neuroprotektiven Effeleés\ratrol war in der Lage, die
durch Ischdmie induzierten Gehirnschédden bei Ratéehindern, in dem der Bcl-2-
Gehalt erhoht wurde. Das Flavonoid Hyperosid reslteidie durch B-ausgeloste
Apoptose in primaren kortikalen Neuronen der Raittdem es die Aktivitat der
Caspase-3 und -9 verminderte (Zeng et al., 201l)chAflir Puerarin, ein
Phytodstrogen auBueraria lobataWilldenow, wurde eine antiapoptotische Wirkung
gegen A-Toxizitat in PC12-Zellen beschrieben (Xing et @011). Isoliquiritigenin,
ein Bestandteil au&lycyrrhiza uralensig-isch. lieferte einen Schutz vor 6-OHDA-

induzierter Apoptose (Hwang et al., 2012).

1.6 Zielsetzung

Viele Daten weisen darauf hin, dass endogen gebildeubstanzen wie
Metaboliten des Kynureninwegs QUIN, 3-HK und KYNAwvde Salsolinol an der
Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungerligetein kdnnen und dass sie
zum oxidativen Stress, zu Fehlfunktionen der Mitoddrien und zum Zelltod fuhren.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, @mvitro Zellmodell zu entwickeln,
welches neuronale Eigenschaften besitzt und sicHJmtersuchung des QUIN-, 3-
HK- und KYNA-vermittelten Zelltodes eignet. Um opiale Zellkulturbedingungen
zu erhalten, sollte eine Differenzierung mit versdenen Differenzierungsfaktoren
sowie Modulierung der Stoffwechselvorgéange durcliénng der Zusammensetzung
vom Zellkulturmedium durchgefihrt werden. Zur Bestiung des Zelltodes sollten
der MTT-Test und die Messung des ATP-Gehaltes Initmes ATP-Lumineszenz-
Assays genutzt werden, um den Einfluss der Neunmeoruf die mitochondriale
Funktion zu untersuchen.

In dem Zellmodell sollten die schiutzenden Effekt®n v pflanzlichen
Polyphenolen, Pflanzenextrakten und anderen Naftest auf den durch endogen
gebildete Neurotoxine induzierten Zelltod untergugberden. AufRerdem sollten
experimentelle Hinweise auf Mechanismen zur Beessiling der Apoptose durch
Bestimmung der Aktivitdt der Caspasen-3/7 und deonZentration des

antiapoptotischen Bcl-2-Proteins untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Allgemeine Hinweise

Alle Puffer und Losungen wurden, falls nicht andemsgegeben, unter
Verwendung von frisch demineralisiertem Wasser seigé. Die fur die Zellkultur
und die molekularbiologischen Methoden verwendéaterialien waren entweder
vom Hersteller steril verpackte Einmalartikel odex wurden vor ihrer Verwendung
in einem Autoklaven bei 121°C 20 min dampfstedisi Sofern bei einigen der
folgenden Methoden und Inkubationsschritte keinmgeratur angegeben ist, wurde
bei RT gearbeitet.

2.2 Chemikalien

* bovines Serumalbumin (BSA); Carl Roth, Karlsruheu3chland

* Dimethylsulfoxid (DMSO); Merck, Darmstadt, Deutsahtl

* 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoinbromid (MTT); Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland

» Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA); Sigma-Aldri§kginheim,
Deutschland

« Ethanol absolut; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Glycerol; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Isopropanol; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Methanol; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Natriumazid; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

» Natriumchlorid; Merck, Darmstadt, Deutschland

» Paraformaldehyd; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)-DulbeccoguahdBiochrom AG,
Berlin, Deutschland

* Phosphorséaure 85 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

» Schwefelsaure 95-98 %; Merck, Darmstadt, Deutschlan

e Triton-X-100 10 %:; Perbio Science, Bonn, Deutsctilan
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2.3 Puffer und weitere Losungen
2.3.1L6sungen der Testsubstanzen

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die in denssay bendtigten
Konzentrationen durch Verdinnung mit Zellkulturmedi hergestellt. In den
Kontrollexperimenten wurden entsprechende Losunsimiengen eingesetzt.
Flavonoide sowie Rosmarinsdure wurden mit einem8tiaonzentration von 500 yuM
in DMSO gel6st und als Stammldsung bei -20°C au#ifetv All-trans-Retinsaure
(RA) wurde in absolutem Ethanol geldst und alspM Losung bei 4°C gelagert.
TNF-a. wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.3.2 Losungen fur Immunfluoreszenz

Puffer
0,01 M PBS-Dulbecco, unsteril
1% BSA
0,09 % Natriumazid
Fixierldsung
4% Paraformaldehyd
in PBS-Dulbecco, unsteril

Triton-X-100-L6sung
0,2% Triton-X-100

in Puffer

Blockierlosung
5% BSA

in PBS-Dulbecco, unsteril

2.4 Verbrauchsmaterialien

2.4.1 Untersuchungsmaterialien
» 3-HK; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
* 6-OHDA; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
* Amentoflavon; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* Apigenin; Roth, Karlsruhe, Deutschland
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* Chrysin; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

* Epigallocatechingallat (EGCG); Sigma-Aldrich, Stesmm, Deutschland

* D-(+)-Galaktose; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutseid

» Isorhamnetin; Roth, Karlsruhe, Deutschland

» Kampferol; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* KYNA,; Serva Entwicklungslabor Heidelberg, Deutscida

* GSH; Lancaster Synthesis, Eastgate, England

* Luteolin; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

* Luteolin-7-O-Glucosid; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* Myricetin; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

* Naringenin; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* Natriumpyruvat; Biochrom AG, Berlin, Deutschland

* Quercetin; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

* QUIN; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

* RA; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

* Rosmarinsaure; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* Rutin; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* (%) Salsolinol; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsaida

» Saponarin; wurde freundlicherweise von Frau May&oVYa aus dem Institut
fur Pharmakognosie der Medizinischen UniversitaBniia in Bulgarien
erhalten

» Sinensetin; Roth, Karlsruhe, Deutschland

* TNF-o; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

2.4.2 Zellkultur

» Casy®Clean Losung; Scharfe System GmbH, Reutlingentschland, Roche
diagnostics

» Casy®ton Losung; Scharfe System GmbH, Reutlingeut§zhland, Roche
diagnostics

» Casy®cups; Scharfe System GmbH, Reutlingen, DelaisdhRoche
diagnostics

« Cellstar® Filter Top Zellkulturflaschen (25 én¥5 cnf), steril; Greiner bio-

one Frickenhausen, Deutschland
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Cellstar® Pipetten (2 ml; 5 ml; 10 ml; 25 ml), steGreiner bio-one
Frickenhausen, Deutschland

Deckglaser (AL); Menzel-Glaser, VWR Internatioridlm, Deutschland
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM); Biochrom@A Berlin,
Deutschland

DMEM mit Natriumpyruvat; Biochrom AG, Berlin, Deutsland
Einmal-Injektionskanilen Gr. 1, Sterican; B. Bradalsungen AG,
Melsungen, Deutschland

fetales Kalberserum (FBS); Biochrom AG, Berlin, Bsahland
Kryoréhrchen 2 ml, steril; Greiner bio-one Frickanken, Deutschland
L-Alanyl-L-Glutamin; Biochrom AG, Berlin, Deutschia

Nalgene Cryo 1° Freezing Container; Nalge Nunaatgonal,
GroR3britannien

Objekttrager; Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutsuihl
Omnifix-Einmalspritzen 1 ml/ 2ml; B. Braun MelsungAG, Melsungen,
Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas; Carl Roth, Karlsruhetdsbailand
PBS-Dulbecco-Puffer; Biochrom AG, Berlin, Deutscida

Pipettenspitzen (0,1-1d; 100-5000ul); Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen (10-1Q4d; 100-1000ul); VWR, Darmstadt, Deutschland
Plastikreaktionsgefal3e (1,5 ml; 2 ml); Greiner biee Frickenhausen,
Deutschland

Spritzenvorsatzfilter DMSO-Safe Acrodisc®; VWR, Detadt, Deutschland
Spritzenvorsatzfilter fir wassrige Medien Whatmas@®yil; VWR,
Darmstadt, Deutschland

Trypsin/EDTA-L6sung 0,05 %/ 0,02 % in PBS ohné'Tialg®) (w/v);
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Zellkultur-Microplatten (96-Well), steril; Greindxio-one Frickenhausen,
Deutschland

Zellkultur-Microplatten-Weil3  (96-Well),  steril;,  Gireer  bio-one,
Frickenhausen, Deutschland

Zellkultur-Multiwell-Platten (24-Well), steril; Giaer bio-one, Frickenhausen,

Deutschland
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o Zellkultur-Multiwell-Platten (6-Well), steril; Greier bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

» Zellschaber; Greiner bio-One, Frickenhausen, Délasd

» Zentrifugenrdhrchen (15 ml; 50 ml), steril; Grein@p-one, Frickenhausen,

Deutschland

2.4.3 Pflanzenmaterial
Das Pflanzenmaterial wurde tber die angegebenehe@Quezogen:
* Apium graveolenk. — Apii folium— Galke, Gittelde, Deutschland
* Cynara cardunculus ssp. flavescéf&l. — Lipophiler Extrakt- Lichtwer AG,
Berlin, Deutschland

» Euphrasia officinalid.. — Euphrasiae herbaGalke, Gittelde, Deutschland

2.4.4 Flavonoid-Nanokristalle

Die Flavonoid-Nanokristalle wurden freundlicherveelsei Herrn Prof. Dr. R.
Mdaller von Herrn Run Chen in der Abteilung Pharmaizehe Technologie des
Institutes fur Pharmazie der Freien UniversitatliBenergestellt. Die Konzentration
an Rutin betrug 2 % und an Quercetin 2 %; 0,2 %@0& %. Quercetin- und Rutin-
Nanokristalle wurden in einer Losung (Compound-Rdrenung): Poloxamer 188 0,2
%, Kochsalzlosung (0,9 %) 95,3 %, Glycerol (85 % % suspendiert, bei 4°C
gelagert und innerhalb einer Woche verbraucht.Kalstrolle diente folgende Lésung
Poloxamer 188 0,2 %, Kochsalzlésung (0,9 %) 97,&%gcerol (85 %) 2,5 %.

2.4.5 Antikorper

2.4.5.1 Antikdrper fur Immunfluoreszenzfarbung

* Primarantikdrper: monoklonal Maus anti-Mikrotubalssoziiertes Protein 2
(MAP-2) (1:200 in Blockierlosung); Acris Antibodies, Hiddeusen,
Deutschland

» Sekundarantikorper: Fluoresceinisothiocyanat-(FfZ@&pe-Anti-Maus (1:50

in Blockierlosung); Abnova Corporation, Taipei, Wan

2.5 Gerate
* Alpha 2-4 Gefriertrockungsanlage; Osterode, Deldsch
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* Analysenwaage BP211D; Sartorius AG, Goéttingen, Behland

» Auflichtfluoreszenzsystem; Olympus, Hamburg, Dehised

* Auflichtmikroskop, TMS-F; Nikon, Japan

* Auswertungssoftware, ACT-1; Nikon, Japan

* Brutschrank Mini Galaxy A; Nunc, Wiesbaden, DeutanHd

» CASY®1 Cell Counter + Analyser System, Modell TT&harfe System
GmbH, Reutlingen, Deutschland

* Fluoreszenzmikroskop BX41; Olympus, Japan

» Gasbrenner Schitt Flamy S; Schutt GmbH, GoéttinBenitschland

* Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)-Anldgewlett Packard
Series 1) 1090 Liquid Chromatograph Séule YMC-Pack C-18, 2300 mm,
3 um; Japan

» Mikroplattenreader Tecan Spectra Fluor; Tecan, iGstd

« Mikroplattenreader Tecan Infinite F200; Tecan, @sieh

» Nikon Digitalkamera DXM1200 fiir Fluoreszenzmikropke; Nikon, Japan

* pH-Meter 766 Calimatic; Knick, Berlin, Deutschland

» Prazisionsheizplatte PZ28-1; Harry Gestigkeit GmbHsseldorf,
Deutschland

* Rundschuttler, SLT Shaker; EImech GmbH, Celle, Beutand

» Schuttelgerat (Vortex Genie 2 ); Scientific Indiesr New York, USA

» SpeedVac Concentrator; ThermoScientific, USA

» Sterilbank Hera safe; Heraeus-Christ, Hanau, Dalssd

» Tischzentrifuge 200R; Hettich Zentrifuger, Deutscid

» Tischzentrifuge Medifuge 200S; Heraeus Instrum@ntgH, Hanau,
Deutschland

» Ultraschallgerat Sonifer 250; Branson Danbury, USA

* Vakuumpumpe Vacusafe; Integra Biosciences, Schweiz

» Varioklav® Dampfsterilisator; H+P Labortechnik, Obehleilheim,
Deutschland

* Werkbank Clean Air CLF 360; Woerden, Niederlande

2.6 Herstellung der Pflanzenextrakte

10 g gepulverte getrocknete Drogen wurden in eigéfiml-Erlenmeyerkolben
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mit 250 ml Lésungsmittel versetzt. Als Losungsnhitiér den Augentrost-Extrakt
dienten Wasser und Methanol (100 %). Fur den SelEextrakt wurden drei

unterschiedliche Losungsmittel verwendet Methan®l 9%, Methanol 100 % und
Ethylacetat 100 %. Der Kolben wurde fir 24 StundenRT im Dunkeln gehalten.
Danach wurde die Mischung fur 15 Minuten in einertirddchallbad behandelt.
Anschliel3end wurde der Extrakt durch einen Falliemfabfiltriert und das Filtrat am
Rotavapor zur Trockne eingeengt. Der Rickstand evuitter sterilen Bedingungen
in wenig Zellkulturmedium oder DMSO aufgel6st. @naltene Losung wurde durch
einen 0,2um Membranfilter filtriert und zum Zellkulturmediumugegeben. Die

Extrakte wurden bei 4°C aufbewahrt und innerhatieeiWVoche aufgebraucht.

2.7 Zellbiologische Methoden

Die Arbeit mit Zellen erfolgte in einem Zellkultatbor. Medien und Lésungen
wurden bei —20°C bzw. 4°C aufbewahrt und vor Getitaauf 37°C vorgewarmt. Es
wurde stets unter einer Sterilbank gearbeitet wndantoklavierte Materialien oder
sterile Einmalware genutzt. Um die Wahrscheinlichkér eine Kontamination zu
verringen, wurden immer Einmalhandschuhe und Latietkgetragen und die

Arbeitsflache desinfiziert.

2.7.1 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten zwei humanen Nelasiomzelllinien SK-
N-SH und SH-SY5Y wurden von der Deutschen Sammbmy Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DSMZ) erworperach der Kultivierung
aliquotiert und bei -196°C in flussigem Stickstgélagert.

2.7.2 Kultivieren und Passagieren von SK-N-SH- un8H-SY5Y-Zellen

Die Zelllinie SK-N-SH wurde von J. Heikkila, Unikgaty of Turku, Turku,
Finnland aus dem Knochenmarksmetastasen (Neuroiriaskeines vierjahrigen
Madchens gewonnen. Die Zelllinie SH-SY5Y ist eikdonale Sublinie der
Neuroblastomelllinie SK-N-SH, die von Biedler im Jahre 1973 isoliert rde
(Biedler et al., 1973). Als Zellkulturmedium fbeide Neuroblastomzelllinien wurde
DMEM mit 15 %igem FBS verwendet. Die Zellen wurdanZellkulturflaschen mit

einer Bodenfliche von 75 ¢émin 15 ml im Brutschrank unter 95 %
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Wasserdampfsattigung und einem 5 %igem,-G®@halt bei 37°C als Monolayer
kultiviert.

Zum Passagieren wurde zuerst das alte Medium abgfesdie Zellen mit
PBS-LOsung gewaschen und dann mit 3 ml Trypsin-ER®8ung fur 5 Minuten im
Brutschrank inkubiert, was zum vollstdndigen Abldsker adharenten Zellen vom
Untergrund fuhrte. Durch intermittierendes Klopfen gegen den
Zellkulturflaschenboden wurden sie von der Zellutflasche abgespilt. Um die
proteolytische Wirkung des Trypsins zu inhibieramrden zu der Zellsuspension 6
ml Zellkulturmedium zugegeben, da die enthaltenemu@proteine die restliche
Enzymaktivitat abfangen. Die Zellen wurden dannctumehrfaches Auf- und
Abpipettieren suspendiert. Die bendtigte Menge elted wurde je nach Bedarf nach
Zellzahlbestimmung entweder in eine entsprechenad-Mate ausgesat oder zum
Weiterkultivieren in neue 75 dm Zellkulturflaschen, in denen 13 ml
Zellkulturmedium vorgelegt worden war, resusperididach 24 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel und Weiterkultivierung bis zu einemiluenz von 90 %. Die SK-N-
SH-Zellen wurden in einer Zelldichte von 3x1Pellen/Zellkulturflasche passagiert,
die SH-SY5Y-Zellen in einer Dichte von 3,5%H/Ellen/Zellkulturflasche.

Fur die Durchfihrung von Toxizitatversuchen wurdia Zellen eine Stunde
vor der jeweiligen Behandlung mit serumarmen Zdllkunedium (DMEM mit 1
%igem FBS) inkubiert. Danach erfolgte entweder @mstiindige Vorinkubation mit

Naturstoffen oder eine Zugabe von jeweiligen Neaxioten.

2.7.3 Zellzahlbestimmung

Fur Zellzahlbestimmungen wurde eine ZellsuspensidnCASY®ton (Schéarfe
System GmbH, Reutlingen) 1:100 verdinnt. Die Bestimg der Zellzahl wurde
mittels CASY®1 Cell Counter + Analyser System, MIbderTC (Scharfe System)
durchgeflhrt.

2.7.4 Auftauen von SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen

Die Zellen wurden aus flissigem Stickstoff entnommand bei 37°C im
Wasserbad so schnell wie moglich aufgetaut. Das frigimedium
(Zellkulturmedium, 10 % FBS, 10 % DMSO) mit den idasuspendierten Zellen
wurde in ein 15 ml Zentrifugeréhrchen mit 10 ml Med Uberfihrt und die Zellen

wurden resuspendiert. Nach schonender Zentrifugg®60 x g, 5 min) wurde das
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DMSO-haltige Einfriermedium abgesaugt und das 2#i#p mit 10 ml Medium mit

20 %igem FBS resuspendiert und in zwei 75 &@allkulturflaschen zu bereits sich
darin befindlichem Medium pipettiert. Die Zellen sen bis zur Konfluenz im
Brutschrank bei 37°C und 5 % G®ultiviert.

2.7.5 Einfrieren von SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen

Die Zellen wurden trypsiniert und in frischem Meagiuesuspendiert. Nach
dem Abzentrifugieren (200 x g, 5 min) und Absauges Uberstandes wurde das
Zellpellet in 1 ml Einfriermedium (siehe Abschriztf7.4) resuspendiert. Die erhaltene
Zellsuspension wurde in Kryoréhrchen tberfuhrt tamgsam tGber Nacht im Nalgene
Cryo Freezing Container in Isopropanol auf —80°@edddihlt. Die Lagerung erfolgte
nach 24 h in flissigem Stickstoff bei -196°C.

2.7.6 Differenzierung von SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zeéin
2.7.6.1 Differenzierung mit all-trans-Retinsdure

Eine der Methoden zur Kultivierung der SK-N-SH- uBtH-SY5Y-Zellen
wurde von Sidell et al. (1982), Pahlman et al. @)98nd Trillo-Pazos et al. (2000)

Ubernommen. Um die Differenzierung beider humaneurbblastomzelllinien zu

neuronalen Zellen anzuregen, wurde dem Zellkultdioma RA beigeflgt. 24
Stunden nachdem die Zellen nach 2.7.2 kultivientdsn, wurden die Zellen mit RA
in einer Konzentration von 10M behandelt. Unter diesen Bedingungen wurden die
Zellen innerhalb von 7 Tagen differenziert.

Fur die Durchfuhrung des MTT-Tests erfolgte dief@#nzierung der Zellen
in 96-Well-Platten. Die Zellen wurden wie in 2./ h&schrieben resuspendiert und in
einer Zelldichte von 5xTei SK-N-SH-Zellen und 3xfei SH-SY5Y-Zellerpro
Well ausgeséat. Nach 24 Stunden wurde dem Zellknkdium RA (10 uM)
zugesetzt. Das Zellkulturmedium mit RA wurde alkeidTage gewechselt bis die

Zellen nach 7 Tagen ausdifferenziert waren.

2.7.6.2 Differenzierung mit Tumornekrosefaktor-

Die beiden Zelllinien wurden wie unter 2.7.2 ausgamd am nachsten Tag
fur 24 Stunden mit TN 500 U/ml als Differenzierungsfaktor versetzt. Qe et
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al. (1997) beschrieben, dass unter dem EinflussTMdR-0 Neuroblastomzelllinien

neuronale Eigenschaften entwickeln.

2.7.7 Induzierung einer Stoffwechselumstellung vorGlykolyse auf oxidative
Phosphorylierung

Marroquin et al. (2007) beschrieben ein Zellmodelldem als Energiequelle
fur Tumorzellen Galaktose statt Ublicherweise Gheoverwendet wurde. Unter
diesen Bedingungen sollte die Empfindlichkeit deumbrzellen gegeniber
mitochondrialen Noxen steigen. Als Zellkulturmedidim SH-SY5Y-Zellen diente
DMEM, dem 10 mM Galaktose, 4 mM L-Glutamin-L-Alaniand 15 % FBS
zugesetzt wurde. Um die Zellen an neue Bedingurmengewthnen und eine
Stoffwechselumstellung zu induzieren, wurden sie dem Testeinsatz mindestens

bis zur zehnten Passage kultiviert.

2.8 Zellkultur-Assays

2.8.1 MTT-Test
2.8.1.1 Prinzip des MTT-Tests
Der Nachweis der Toxizitat von Substanzen auf dedlerd erfolgte mittels

MTT-Tests. Beim MTT-Test handelt es sich um einelokmetrischen Test, der auf
der Reduktion des gelben wasserloslichen Tetranglilzes MTT durch
membrangebundene, mitochondriale Succinat-Dehydesgn in Zellen beruht. In
vitalen  Zellen entstehen als Produkt blau—violetteavasserunldsliche
Formazankristalle, die in einem weiteren Schritt lultisiert und
spektrophotometrisch vermessen werden kénnen. Dé&bendige Zellen mit einem
aktiven Stoffwechsel und solche, die sich in démiphase der Apoptose befinden, in
der Lage sind, MTT umzuwandeln, wird die gemess&iosorption als Mal3 fur die
Anzahl und metabolische Aktivitat der Zellen andpese(Mosmann, 1983).

2.8.1.2 Durchfuhrung des MTT-Tests

Um Zytotoxizitat oder schitzende Wirkung einer Sabs zu testen, wurden
die SK-N-SH-Zellen in eine 96 Well-Platte in eirgelldichte von 5x16 pro Well
und die SH-SY5Y-Zellen in einer Zelldichte von 8%4fo in einem Volumen von

200 pl ausgesat. Das Vorgehen mit differenzierteslled wurde in 2.7.6.1

beschrieben. Nach 24 Stunden wurde das Zellkultdiume abgenommen und durch
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200 pl Zellkulturmedium mit nur 1 %igem FBS ersefdach weiteren 2 Stunden
wurde das Zellkulturmedium wiederum abgenommen. Wdshstes wurde zu den
Zellen ein Zellkulturmedium mit 1 %igem FBS zugegepwelches zuséatzlich die
potentiell zytotoxische Substanz in verschiedenamazéntrationen enthielt. Um

protektive Eigenschaften der ausgewdahlten Natdestofi untersuchen, wurde die
zytotoxische Substanz entweder nach einer Stunde mach 24 Stunden nach der
Zugabe der potenziellen schitzenden Substanz Zogegélach einer festgelegten
Inkubationszeit von 24 oder 48 Stunden wurde dék@euriberstand aus den Wells
durch Umdrehen der Platten entfernt. Im weiterehri@cwurde die 96-Well-Platte

auf einem saugfahigen Papiertuch vorsichtig ausgéklDanach wurde in jedes Well
mit einer Multikanalpipette 20 pl MTT-Losung (5 mg/in PBS-Dulbecco) zugesetzt
und die Zellen nach dem 5-minutigen Schitteln im Beutschrank gestellt. Innerhalb
der néchsten zwei Stunden bildeten sich intraZellolikroskopisch gut erkennbare
lila Farbstoffkristalle. Es wurde nach der Inkubagzeit wiederum das Medium mit
MTT entfernt und dann zur Solubilisierung der Fozanakristalle aus den Zellen 100
pl DMSO pro Well zugegeben. AnschlieRend wurde Rlegte fur 15 Minuten auf

dem Schiittler geschuttelt. Die Absorption des getbdn Formazans in jedem Well
wurde mit Hilfe eines MikrotiterplattenphotometergTecan) bei einer

Testwellenlange von 580 nm und einer Referenzwiéihgye von 620 nm bestimmt.
Die Werte unbehandelter Zellen entsprachen dab@i%0 Fir jede Konzentration

wurden drei bis sechs Parallelproben angesetztSitinerung der Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse wurde jeder Versuch mindestens dfewaderholt.

2.8.2 ATP-Lumineszenz-Assay
2.8.2.1 Prinzip des ATP-Lumineszenz-Assays

Als Methode zur Bestimmung der ATP-KonzentratiomerZellen wurde das
CellTiter-Glo Lumineszenz Viability Assay (Promegaingesetzt. Das Prinzip des
CellTiter-Glo Lumineszenz Viability Assays (ATP-Lumeszenz-Assays) beruht auf
der Messung der Lichtemission, welche bei der yasghen und ATP-abhangigen
Oxidation von Luciferin durch Luciferase entstehtDas gemessene
Lumineszenzsignal ist direkt proportional zu demPAGehalt der Zellen und gibt

Auskunft Gber die Funktion und Leistungsfahigkest tMitochondrien.

2.8.2.2 Durchfihrung des ATP-Lumineszenz-Assays
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Der Vorgang mit Zellen erfolgte wie im 2.8.1.2 btleseben mit dem
Unterschied, dass die Zellen in wei3en 96-WelltBlatusgesat wurden. Der ATP-
Lumineszenz-Assay wurde gemall der vom Herstell¢getreferten Anweisungen
durchgefuhrt. Vor und wahrend der Messung wurdeveidie 96-Well-Platte vor
dem Licht geschitzt auf 22°C temperiert. Nachdem ZBllen mit entsprechenden
Substanzen inkubiert wurden, wurde das Zellkultalioma verworfen und die Zellen
wurden mit frischem Zellkulturmedium 50 pl pro Wekrsetzt. Dann erfolgte die
Zugabe von jeweils 50 ul CellTiter-Glo Reagenz, was Lyse der Zellen flhrte.
Nachdem die Zellen 30 Minuten inkubiert wurdenpkgyte die Lumineszenzmessung
am Mikrotiterplatten-Luminometer (Tecan). Die Angaller Messwerte erfolgte in

RLU (relative luminescence unjts

2.8.3 Caspase-3/7-Homogenous Assay

2.8.3.1Prinzip des Caspase-3/7-Assays

Zu Uberprifen, ob die zu testenden Substanzen anuts vor Apoptose
beteiligt sind, wurde der Apo-ONE-Homogeneous Css{Bd7-Assay der Firma
Promega verwendet. Bei dem Caspase-3/7-Assay hamdelsich um einen
fluorimetrischem Test, mit dessen Hilfe Enzymaltéivi der Caspase-3 und -7
gemessen werden kann. Die Caspasen-3 und -7 gehtwenFamilie der
Cysteinproteasen und spielen eine sehr wichtigdeRoéi dem programmierten
Zelltod, indem sie entscheidende Zellproteine siclame In dem Assay wird die
Fluoreszenzintensitat, die nach spezifischer Albspgleines fluoreszenz-markierten
Pentapeptid Z-Asp-Glu-Val-Asp—Rhodamin110 (Z-DEVDRIR) Substrates durch
die Caspasen-3 und -7 zu Rhodamin110 entstehijmmestDie Enzymaktivitat der
Caspasen-3 und -7 wird als Mal3 der Apoptoseratesahgn.

2.8.3.2 Durchfiihrung des Caspase-3/7-Assays

Die Zellen wurden in weil3en 96-Well Platten auétjasnd wie im 2.8.1.2
beschrieben mit verschiedenen Substanzen inkutiiexth der Behandlung wurde
zum Zellkulturmedium das Apo-One-Caspase-3/7-ReagarVerhéltnis eins zu eins
zugegeben. In dem Schritt findet die Zelllyse statis die Freisetzung der Caspasen
ins Zellkulturmedium erméglicht. Nachdem die Zelleme Stunde unter Schutteln
und vor Licht geschitzt inkubiert wurden, erfolgle Fluoreszenzmessung mittels

des Mikrotiterplatten-Fluoreszenzspektrometers ghec  bei einer
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Anregungswellenléange von 499 nm und einer Emissietienlange von 521 nm in
RFU (relative fluorescence unjtsDie Berechnung der Caspase-3/7-Aktivitat ermlgt
in % der ungehandelten Kontrolle.

2.8.4 Bcl-2 ELISA

2.8.4.1 Prinzip des Bcl-2 ELISA

Bcl-2 ist ein antiapoptotisches Protein, das vdlena auf der inneren

Mitochondrienmemban lokalisiert ist. Die Uberexgies von Bcl-2 verhindert den
Zusammenbruch desnitochondrialen Membranpotentials, die Freisetzungpn

Cytochrom c¢ und die Aktivierung der Caspaséiilr die Messung der Bcl-2-
Konzentration wurde der Bcl-2 ELISA Kit von Abnoyaaipei, Taiwan) verwendet.
ELISA (enzyme-linked immunosorbent ags&t ein Assay, womit man einzelne
Proteine, wie Bcl-2, nachweisen und quantitatitio@aen kann. Die Berechnung der

Bcl-2 Konzentration erfolgte in ng/ml im Uberstand.

2.8.4.2 Durchfiihrung des Bcl-2 ELISA
Die SH-SY5Y-Zellen wurden in 24-Well-Platen in einZelldichte von 10

pro Well ausgesat und am nachsten Tag mit ausgemaBlubstanzen 24 Stunden
inkubiert. Danach erfolgte die Lyse der Zellen d#utugabe von Lysispuffer, was
nach einer Stunde Behandlung zur Freisetzung vii2 Bihrte. Im weiteren Schritt
wurden die Proben in eine von den Herstellern dés Kereits mit einem
monoklonalen anti-Bcl-2-Antikdrper-beschichtete \8@{l-Mikrotiterplatte gegeben.
Nach Inkubation der Proben in vorbeschichteten $Velurde ein mit Biotin-
konjugierter anti-Bcl-2-Antikorper hinzugeflgt ued erfolgte eine Bindung mit Bcl-
2 Protein fur 2 Stunden im Schiittler bei RT. Nactifé&nung des ungebundenen
Antikdrpers durch dreimaliges Waschen (PBS mit beési Tween 20) wurde eine
Streptavidin-HRP-LAsung, in der das Enzym Peroxdekemisch gebunden ist,
zugegeben und erneut erfolgte eine Inkubation fitinden im Schittler bei RT.
Anschliel3end wurden die Wells erneut drei Mal gehaa und das Enzymsubstrat
(Tetramethylbenzidin) zugegeben, das von dem EnRgmoxidase umgesetzt wird
und einen Farbumschlag bewirkt. Nach 10 Minutemkem®ine intensive dunkelblaue
Farbung beobachtet werden und die Reaktion wurdehdZugabe von 1M
Phosphorsaure gestoppt. Die Messung erfolgte mitidks Mikrotiterplatten-
Spektrophotometers (Tecan) bei 450 nm. Anhand debiftensitat errechnete sich
mit Hilfe der Kalibriergleichung die zugrunde liegke Konzentration des Bcl-2-
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Proteins.

2.9 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzmessung ist eine Methode, weeltle Visualisierung
der spezifischen Bindung des Antikdrpers an seitigkn, was Ublicherweise ein
Protein ist, innerhalb der Zelle ermoglicht. Fiie dmmunfluoreszenzversuche
wurden Deckglaschen, die vor dem Aussaen mit 50efochwefelsdure entfettet
wurden, mit Ethanol gewaschen und zum Sterilisiatageflammt wurden, in 6-Well-
Platten vorgelegt und die benétigte Menge an SKEN-6nd SH-SY5Y-Zellen auf
die Glasoberflache gebracht. Die Zellen adharierdeh den Deckglaschen im
Brutschrank Uber die ndchsten drei Stunden. DieNSBH- und SH-SY5Y-Zellen
wurden dann bis zum gewulnschten Zeitpunkt mit derschiedenen Medien mit
entsprechenden Differenzierungsfaktoren inkubieMds nachstes wurden die
differenzierten Zellen nach zweimaligem Wasche® jglinuten mit PBS-Dulbecco
mit 1 ml Fixierlésung (siehe 2.3.2) fir 15 Minuteai RT fixiert. Das Verfahren dient
zur Stabilisierung der Zellproteine durch Vernetzew Abtdten der Zellen, um eine
eventuelle Veranderung zu verhindern. Nach dregeali Waschen je 5 Minuten in
PBS-Dulbecco, wurden die fixierten Zellen mit TnitX-100-Losung (siehe 2.3.2)
fur 40 Minuten permeabilisiert, um die Zellmembnariégr Antikérper durchlassig zu
machen. Nach dieser Zeit wurden je 40 ul Blocksriy (siehe 2.3.2)um
unspezifische Antikérperbindestelleru blockieren,auf ein Deckglaschen gegeben
und bei RT unter sanftem Schutteln fir eine Stum#tebiert. Danach wurden die
Zellen erneut dreimal mit PBS-Dulbecco gewaschels #achstes wurde 50l
Primarantikdrper: MAP-2 (1:200) fur Gber Nacht BEéC auf den Zellen belassen.
Nach erneutem zweimaligen Waschen mit PBS-Dulbectmgte die Inkubation mit
50 pl Sekundarantikérper: FITC-Ziege-Anti-Maus (1:50) 60 Minuten bei RT im
Dunkeln, um den primaren Antikorper sichtbar zu hesc Nach drei weiteren
Waschschritten wurden die Deckglaschen auf Obpayttr mit Hilfe von ca. 4@l
Glycerol in PBS-Dulbecco, pH 8,4 befestigt. AnseBknd wurden die Objekttrager
mit praparierten Zellen unter dem Fluoreszenzmhopen im Dunkeln betrachtet.
Die Praparate wurden lichtgeschuitzt bei 4°C getadgie Betrachtung erfolgte an
dem Fluoreszenzmikroskopen Olympus BX41 mit einami€ra von Nikon — Digital
Still DXM1200 und einem Objektiv von Olympus (Vedferung 40x). Als
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Lichtquelle diente eine Xenon Lampe mit einer Laigt von 75 W. Die Auswertung
und Bildbearbeitung wurde mit dem Programm ACT-1 Bema Nikon software

(Tokyo, Japan) durchgefuhrt.

2.10 Untersuchungen mittels HPLC
2.10.1 Vorbereitungen der Proben fir die HPLC-Analge

Fur die HPLC-Analyse wurden ausgewahlte Proben Zetikulturmedium
gelést. Weiterhin wurden sie in einem Brutschrank ftunden inkubiert und
anschlieBend in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVaopHilisiert. So erhaltene
Proben wurden in mobiler Phase A gel6st. Die Proberden demnéchst bei 4°C im

Kuhlschrank aufbewahren.

2.10.2 Bedingungen der HPLC-Analyse
Um zu untersuchen, ob eine Inkubation von Saleblund GSH in der
untersuchten Konzentrationen zur Entstehung an&erestanzen fihren kann, wurde

es mittels HPLC nach folgendem Protokoll Gberpriift:

Apparatur: Hewlett Packafkries 1) 1090 Liquid Chromatograph, Japan
Stationare Phase: YMC-Pack C-18, 100 x 3,0 mpm3aule, Japan
Mobile Phase: A: Agua demin. /Methanol /Bftworséaure:

975,5:196(v/v), pH 2

B: Methanol 70%
Gradient: 0-12 min: 100% A, 0% B

12-17 min- 0% A,020 B

17-22 min- 100%0% B
FluRrate: 1,2 ml/min
Aufgabevolumen: 20 ul (in mobiler Phase A)
Detektion: UV-Spektrum 210 nm, 280 n
Temperatur: RT

Die Tetrahydroisochinolinderivaten-Analytik migeHPLC stiitzte sich auf dem

in der Publikation von Siddhuraju und Becker (2006&¥schriebenen Protokoll. Die

HPLC-Konditionen wurden jedoch leicht modifiziert.
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2.11 Statisitische Beurteilung

Fur die Berechnung der Ergebnisse der Assays wudienDaten der
Mehrfachdurchfihrungen als arithmetische Mittelwe#t der Standardabweichung
(SD) von mindestens drei unabhangigen Versuchemedtsllt. Es wurde der
Student’st-Test angewandt, um die statistischen Untersehiemvischen den
behandelten Zellen und den unbehandelten Kontrallebelegen. P < 0,05 wurde

als statistisch signifikantes Ergebnis angenommen.
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3. Ergebnisse

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Bxpente lassen sich in drei
Abschnitte einteilen. Der erste Abschnitt umfasst 8uche nach einem optimalen
Zellkultursystem, das mdoglichst gut ein neurondBswvebe unter pathologischen
Bedingungen bei verschiedenen neurodegenerativankKeiten widerspiegelt. Im
zweiten Abschnitt wurden ausgewahlte Naturstoffieilane neuroprotektive Wirkung
untersucht. Im dritten Abschnitt wurde Uberprift, elehe potentielle
Wirkmechanismen der Substanzen mit nachgewiesemsavhkeit fir die Wirkung

verantwortlich sind.

3.1 Neuronale Differenzierung

Um die neuronalen Eigenschaften in humanen Newtdakelllinien SK-N-
SH und SH-SY5Y zu entwickeln und damit die Reaktorm bestimmte Neurotoxine
zu modulieren, wurden die Zelllinien mit zwei versdenen Faktoren zur neuronalen
Differenzierung angereqgt. Eine der Differenzierungthoden far
Neuroblastomzellen wurde von Obregon et al. (1998@schrieben. Als
Differenzierungsfaktor fur die SK-N-SH-Zellen wurde dieser Studie TNIE-
verwendet. Es wird jedoch berichtet, dass eine ebgfizierung von
Neuroblastomzellen auch durch RA induziert werdemrk (Sidell et al., 1982;
Pahlmann et al., 1984;). In einem parallel laufendéersuch wurde dem
Zellkulturmedium entweder 500 U/ml TNd-oder 10 uM RA zugesetzt. Als
Kontrolle dienten Zellen, zu denen nur Zellkultudnen zugegeben wurde. Der
Differenzierungsvorgang mit TN&- wurde in 2.7.6.2 und mit RA in 2.7.6.1
beschrieben. Der Differenzierungsnachweis wurde tefait Immunfluoreszenz
durchgefuhrt. Als Marker fur neuronale Dendriterit gAP-2. Anhand seiner
Expression kann Uberprift werden, ob eine neuron@ifferenzierung der

verwendeten Zellen erfolgreich stattfand.

3.1.1 Einfluss von all-trans-Retinsaure auf die newnale Differenzierung

Durch Zugabe von 1M RA nach ca. 48 Stunden begannen die beiden
Neuroblastomzelllinien, an mehreren Stellen nenditmliche Auslaufer zu bilden
und die Zellen schienen sich teilweise untereinazde,beriihren” im Vergleich zu

undifferenzierten  Zellen. Eine Differenzierung ktmn mit Hilfe der
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Immunfluoreszenz  nachgewiesen werden. Nach 6 Tagenrde ein
Immunfluoreszenzversuch (wie in 2.9 beschrieben)rcltyefihrt, der eine
Differenzierung zu einem neuronalPhanotypbestatigte. In Abb.5 ist ein deutliches
Fluoreszenzsignal fur MAP-2 (grin) dargestellt. 8okonnten die mit RA-

differenzierten Zellen fiir weitere Versuche genutetden.

Abb.5: Immunfluoreszenzfarbung mit Antikbrpern gegen MAM2SK-N-SH-Zellen (A) und in SH-
SY5Y-Zellen (B), die 6 Tage mit RA (10M) differenziert wurden. Die MAP-2-Immunreaktivitat
(grin gefarbt) konnte nur in den mit RA-behandel#len nachgewiesen werden. Als Kontrolle
dienten undifferenzierten SK-N-SH-Zellen (C) und-SM5Y-Zellen (D). Der Versuch wurde zweimal
mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
3.1.2 Einfluss von Tumornekrosefaktorer auf die neuronale Differenzierung

Die fur diese Arbeit verwendeten Neuroblastomzelleurden auch in einem

Zellkulturmedium, dem als Differenzierungsfaktor N zugesetzt wurde, inkubiert.
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Danach erfolgte eine Immunfluoreszenzanalyse. Digefi@nzierung von SK-N-SH-
und SH-SY5Y-Zellen nach 24-stindiger Behandlung5@@ U/ml TNFe stellte sich
als erfolglos heraus. Beim Betrachten der Zelleshrdem Immunfluoreszenzversuch
war kein Fluoreszenzsignal zu beobachten, so daissHinweis auf die neuronale
Differenzierung der Neuroblastomzellen geliefertraes konnte (Abbildung nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurde diese Differenmigsmethode nicht weiter

verwendet.

3.2 Bestimmung der Zytotoxizitat mittels MTT-Tests

Die Bestimmung der zytotoxischen EigenschaftenTastsubstanzen wurde an
undifferenzierten und mit RA-differenzierten SK-MS und SH-SY5Y-Zellen
entsprechend dem Abschnitt 2.8.1.2 mittels MTT-3 estrchgefluhrt.

Zunachst wurden Wachstumsreihen angesetzt, unodimale Zelldichte auf
den 96-Well-Platten zu ermitteln. Dazu wurden Zellen verschiedenen
Konzentrationen pro Well ausgesat und auf die éfaftir 24 Stunden in 200 pl
Zellkulturmedium vorinkubiert, damit eine Adhasi@nfolgen kann. Anschliel3end
wurde nach weiteren 24 Stunden der MTT-Test durfcingeund somit die optimale
Zelldichte anhand der resultierenden Absorptiontitmest. Es wurde die Zellzahl
8x10YWell fiir undifferenzierte SK-N-SH-Zellen, 3x¥@vell fur differenzierte SK-
N-SH-Zellen, 5x1&Well firr undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen und 2X1@/ell fiir
differenzierte SH-SY5Y-Zellen bestimmit.

In dieser Studie wurde der Einfluss von 6-OHDAHR; QUIN, KYNA und
Salsolinol auf SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen quartitadurch die Messung der
Absorption im MTT-Test untersucht. Es wurden jewelle Mittelwerte und SD aus
drei unabhéangigen Experimenten mit drei parall®eyben ermittelt.

3.2.1 Zytotoxische Wirkung von 6-Hydroxydopamin
3.2.1.1 Einfluss von 6-Hydroxydopamin auf undiffiererte und differenzierte SK-N-
SH- und SH-SY5Y-Zellen

Um Zytotoxizitat von 6-OHDA zu untersuchen, wurdemachst die beiden

undifferenzierten und differenzierten Neuroblasteliinien mit ansteigender 6-
OHDA-Konzentration im Bereich von 13 pM bis 100 jiKubiert.
Es konnte festgestellt werden, dass der durch B®kduzierte Zelluntergang

sowohl in differenzierten als auch undifferenzier8K-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen

44



konzentrationsabhangig war. Dabei zeigte sich, dhsstoxische Effekt von 6-
OHDA, insbesondere auf die undifferenzierte SK-N-Z#len am deutlichsten zu
sehen war.Nach der Differenzierung mit RA und der Behandlung 6-OHDA
zeigten die differenzierten SK-N-SH Zellen einetgigerte Resistenz gegenuber den
undifferenzierten SK-N-SH-Zellen. Jedoch sind dieditferenzierten SH-SY5Y-
Zellen sensitiver gegenuber 6-OHDA als die diffeferten Zellen. In Abb.6 ist die
Dosis-Wirkungs-Kurve von 6-OHDA im MTT-Test fur dastsprechende Zellmodell
aufgefuhrt.
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Abb.6: Zytotoxische Effekte von 6-OHDA in RA-differenzierten und undifferenzierten SK-N-
SH- und SH-SY5Y-Zellen. Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen 6e@HDA 24 h
inkubiert, anschlieBend wurde die Zellvitalitat tei¢ MTT-Tests bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert aus drei voneinander unabhéngigen Vdrsnamit drei parallelen Proben + SD. Signifikant
erniedrigte Zellvitalitat P<0,05) im Vergleich zu undifferenzierten SK-N-SHHEa wurde mit **
gekennzeichnet.

3.2.1.2 Einfluss von 6-Hydroxydopamin auf im GalaktMedium inkubierte SH-
SY5Y-Zellen

Die SH-SY5Y-Zellen wurden nach 2.7.7 im Galaktddedium vor der
Behandlung mit 6-OHDA vorinkubiert. 6-OHDA wurde Konzentrationen von 13

MM bis 100 puM auf Zelltoxizitat untersucht. Es werdestgestellt, dass die
Zelltoxizitat in Zellen, die im Galaktose-Mediumkinbiert wurden, im Vergleich zu
den im Glukose-Medium inkubierten Zellen, reduziemirde. In Abb.7 ist der
Vergleich des Einflusses von 50 uM 6-OHDA auf dedh\talitat in verschiedenen in

der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellmodellerajgt.
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Abb.7: Vergleich der zytotoxischen Effekte von 6-OMBA (50 pM) in im Glukose-Medium
inkubierten RA-differenzierten, undifferenzierten SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen sowie im
Galaktose-Medium inkubierten SH-SY5Y-Zellen. Zellen wurden mit 50uM 6-OHDA 24 h
inkubiert, anschlielend wurde die Zellvitalitat tei¢ MTT-Tests bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert aus drei voneinander unabhéngigen Vdrsnamit drei parallelen Proben + SD. Signifikant
erniedrigte Zellvitalitat P<0,05) im Vergleich zu undifferenzierten SK-N-SHH2a wurde mit **
gekennzeichnet.

3.2.2Zytotoxische Wirkung von Salsolinol
3.2.2.1_Einfluss von Salsolinol auf undifferenzeund differenzierte SK-N-SH- und
SH-SY5Y-Zellen

Der Effekt von Salsolinol auf die Zellproliferatiowurde nach 24 Stunden

Inkubation in Konzentrationen von 10 puM bis 500 pMersucht. Das Zellwachstum
wurde bei der Salsolinol-Behandlung konzentratibhgagig in allen Zellmodellen
reduziert (Abb.8). Bei der Untersuchung der zytolen Eigenschaften des
Salsolinols auf die undifferenzierten SK-N-SH-Zgllergab sich, dass Salsolinol bei
350 uM die Zellvitalitat um die Halfte reduziert@ahrend die Zellproliferation bei
den differenzierten Zellen nur um 20 % abnahm. $ovies Salsolinol eine hohere
Toxizitdt in undifferenzierten SK-N-SH-Zellen aufo dass um die gleiche
Zellproliferationabnahme zu erreichen, niedrigerenkentrationen von Salsolinol
notwendig waren als beim differenzierten Zellmodeilhnliche Beobachtungen
wurden bei undifferenzierten und differenzierten -S¥bY-Neuroblastomzellen

gemacht.
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Abb.8: Zytotoxische Effekte von Salsolinol in RA-diferenzierten und undifferenzierten SK-N-
SH- sowie SH-SY5Y-ZellenZellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen 8atsolinol 24 h
inkubiert, anschlielend wurde die Zellvitalitat tei$ MTT-Tests bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert aus drei voneinander unabhé&ngigen Vdrsnanit drei parallelen Proben + SD. Signifikant
erniedrigte Zellvitalitat P<0,05) im Vergleich zu undifferenzierten SK-N-SHH2a wurde mit **
gekennzeichnet.

3.2.2.2 Einfluss von Salsolinol auf im GalaktosedMm inkubierte SH-SY5Y-Zellen

Die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen wurden, wie in Kapi2.7.7 beschrieben,

vor der Behandlung mit Salsolinol inkubiert. Sailsol wurde in Konzentrationen von
50 uM bis 500 uM auf Zelltoxizitat untersucht. Beifergleich der Salsolinol-
Toxizitat der in Galaktose- und Glukose-Medium iniarten SH-SY5Y-Zellen stellte
sich heraus, dass der zytotoxische Effekt von $atdo(500 uM) bei den im

Glukose-Medium inkubierten Zellen starker war a¢s #en im Galaktose-Medium
inkubierten Zellen. Wie in Abb.9 zu erkennen isetrig die Zellviabilitdt der im
Galaktose-Medium wachsenden SH-SY5Y-Zellen 70 %deeiBehandlung mit 500
MM Salsolinol. Bei den im Glukose-Medium wachsendetien lag die Zellviabilitat

bei 50 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abb.9: Vergleich der zytotoxischen Effekte von Satdinol (500 uM) in im Glukose-inkubierten
RA-differenzierten, undifferenzierten SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen sowie im Galaktose-
Medium inkubierten SH-SY5Y-Zellen. Zellen wurden mit 500uM Salsolinol 24 h inkubiert,
anschlieRend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsI® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei voneinander unabhangigen Versuchen mit dredlleéen Proben = SD. Signifikant erniedrigte
Zellvitalitat (P<0,05) im Vergleich zu undifferenzierten SK-N-SHHEa wurde mit **
gekennzeichnet.

3.2.3Zytotoxische Wirkung von 3-Hydroxykynurenin
3.2.3.1_Einfluss von 3-Hydroxykynurenin auf undéffieierte und differenzierte SK-
N-SH- und SH-SY5Y-Zellen

Fir die undifferenzierten und differenzierten SKSN- und SH-SY5Y-Zellen

wurde 3-HKbis zurKonzentrationvon 500 pM eingesetzt. Eine Inkubation BHHK
fuhrte nach 24 Stunden zu einem signifikan#nstieg des Zelltodes in allen
untersuchten Zellmodellen und war abhangig von Kiemzentration. Es ist jedoch
ersichtlich, dass 3-HK eine hbhere Zytotoxizitét andifferenzierte SK-N-SH-Zellen
besitzt. Bei SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen zeigten sich grdebifferenzen
zwischen der Ig (mittlere inhibitorische Konzentration) von 3-HKBei
undifferenzierten SH-SY5Y-Zellen machte sich bei04QM ein Anstieg des
Zellwachstums bemerkbar. In differenzierten SH-SYZflen setzte beA00 uM
eine starke Hemmung der Zellvitalitat ein.Abb.10 ist der Vergleich des Einflusses
von 400 pM 3-HK auf die Zellvitalitat der in der niegenden Arbeit untersuchten

Zellmodelle gezeigt.
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Abb.10: zZytotoxische Effekte von 3-HK in RA-differenzierten und undifferenzierten SK-N-SH-
sowie SH-SY5Y-ZellenZellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen 344K 24 h inkubiert,
anschlieBend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsi® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei voneinander unabhéngigen Versuchen mit dredlleéen Proben + SD. Signifikant erniedrigte
Zellvitalitat (P<0,05) im Vergleich zu undifferenzierten SK-N-SHHEa wurde mit **
gekennzeichnet.

3.2.3.2 Einfluss von 3-Hydroxykynurenin auf im Ghidae-Medium inkubierte SH-
SY5Y- Zellen

Die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen wurden im Galakibsdium vor der

Behandlung mit 3-HK vorinkubiert. 3-HK wurde in Koentrationen von 50 pM bis
500 puM auf Zelltoxizitat untersucht. Es wurde festgllt, dass die durch 3-HK-
vermittelte Zelltoxizitat in SH-SY5Y-Zellen, die inGalaktose-Medium inkubiert
wurden, reduziert ist, verglichen mit den in Glukddedium kultivierten Zellen. Es
wurde jedoch registriert, dass in der gleichen Kmtmation von 3-HK in den im
Glukose-Medium kultivierten SH-SY5Y-Zellen eine Herng der Zellproliferation

in Hohe von 35 % gemessen wurde.
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Abb.11: Vergleich der zytotoxischen Effekte von 3-K (400 pM) in im Glukose-Medium
inkubierten RA-differenzierten, undifferenzierten SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellen sowie in
Galaktose-Medium inkubierten SH-SY5Y-Zellen.Zellen wurden mit 40QuM 3-HK 24 h inkubiert,
anschlieBend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsi® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei voneinander unabhéngigen Versuchen mit dredlleéen Proben £ SD. Signifikant erniedrigte
Zellvitalitat (P<0,05) im Vergleich zu undifferenzierten SK-N-SHHEa wurde mit **
gekennzeichnet.

3.2.4Einfluss von Quinolinsaure und Kynureninsaure auf de Zellproliferation
Unter den ermittelten optimierten Versuchsbedimggm wurden die
Toxizitatsversuche mit weiteren Metaboliten des lgminwegs QUIN und KYNA,
in undifferenzierten SK-N-SH- und SH-SY5Y-Zellenfferenzierten SK-N-SH- und
SH-SY5Y-Zellen sowie im Galaktose-Medium kultiviemt SH-SY5Y-Zellen
durchgefuhrt.  Die  aufgefihrten  Zellmodelle  wurden inee  seriellen
Konzentrationsreihe des QUIN von 10 uM bis 500 foeziehungsweise der KYNA
von 0,25 puM bis 500 pM exponiert. Nach 24-stindig@tubation wurde die
Zellproliferation mittels MTT-Tests gemessen. Kesignifikanter Abfall des
Zellwachstums war bei den getesteten Konzentratiane beobachten. Ebenfalls
stellte sich das Ersetzen von Glukose durch Gaektds erfolglos heraus und es
wurde damit kein Zelltod erreicht (Daten nicht aftdrt). Da die beiden Metaboliten
keinen Einfluss auf die Zellproliferation der ursiechten Zellmodelle hatten, wurde

auf den Einsatz dieser Substanzen im weiteren Medker Versuche verzichtet.

3.3 Bestimmung der Toxizitat von Neurotransmitter-Metaboliten

mittels ATP-Lumineszenz-Assays

Um die Effekte von Neurotansmitter-Metaboliten G6tDA, 3-HK und
Salsolinol) auf den intrazellularen ATP-Gehalt iH-SY5Y-Neuroblastomzellen zu
messen, wurde der ATP-Lumineszenz-Assay nach 2hggr Behandlung
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durchgefuhrt3-HK wurde in Konzentrationen von 50 uM bis 500 p@AQHDA in
Konzentrationen von 6 puM bis 100 uM und Salsolindkonzentrationen von 10 uM
bis 500 uM untersucht.

Ahnlich wie im MTT-Test ergab sich, dass NeurotaitemMetaboliten einen
dosisabhangigen Einfluss auf SH-SY5Y-Zellen ausikénnen. Neurotansmitter-
Metaboliten waren in der Lage, eine intrazellul&enkung des ATP-Gehaltes in
Neuroblastomzellen hervorzurufen. Nach 24-stindidgekubation mit 6-OHDA
ergab sich bei Konzentrationen von 25 pM bis 100 gibke signifikant erhohte
Abnahme des ATP-Gehaltes der Zellen im Vergleichdea Proben, die ohne 6-
OHDA inkubiert wurden (Abb.12). Ebenfalls zeigtectsieine signifikant hohere
Senkung des ATP-Gehaltes nach der 24-stindigen nBely mit 3-HK bei
Konzentrationen von 250 uM bis 400 uM (Abb.13). dim Gesamtmenge des ATP-
Gehaltes auf 50 % zu reduzieren, wurde eine 3-HKze€atration von 300 pM
bendtigt. Bei der Untersuchung von Salsolinol innKentrationen von 100 uM bis
500 uM nach 24-stindiger Inkubation wurde auch eiggifikante Erniedrigung des
ATP-Gehaltes festgestellt. Salsolinol in einer Kemization von 250 uM war in der
Lage, den ATP-Gehalt der SH-SY5Y-Zelllinie auf 50244 senken. Die Ergebnisse
wurden graphisch in Abb.14 dargestellt. Fir dieteren Versuche wurden solche
Konzentrationen der zytotoxisch wirkenden Substareesgewahlt, die im Bereich

der IGg-Konzentrationen lagen.
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Abb.12: Effekt von 6-OHDA auf undifferenzierte SH-Sr5Y-Zellen. Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von 6-OHDA 24 h inkub&nschlieRend wurde der ATP-Gehalt
mittels ATP-Lumineszenz-Assays bestimmt. Dargdstisff der Mittelwert aus drei voneinander
unabhéngigen Versuchen mit drei parallelen Prob8D+** (P < 0,05)
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Abb.13: Effekt von 3-HK auf undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen. Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von 3-HK 24 h inkub#@schlieend wurde der ATP-Gehalt mittels
ATP-Lumineszenz-Assays bestimmt. Dargestellt istM#telwert aus drei voneinander unabhéngigen
Versuchen mit drei parallelen Proben £+ SD. P*{ 0,05)
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Abb.14: Effekt von Salsolinol auf undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen. Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von Salsolinol 24 lbiekt, anschlie@end wurde der ATP-Gehalt
mittels ATP-Lumineszenz-Assays bestimmt. Dargdstisff der Mittelwert aus drei voneinander
unabhangigen Versuchen mit drei parallelen Prob8®+** (P < 0,05)

3.4 Einfluss von Polyphenolen auf NeurotransmitteMetaboliten-
induzierte Zytotoxizitat

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse der Expemté mit folgenden
Substanzen pflanzlicher Herkunft dargestellt: Am#avon, Apigenin, Chrysin,
EGCG, Isorhamnetin, Kampferol, Luteolin, Luteolif@?Glucosid, Myricetin,
Naringenin, Quercetin, Rosmarinsaure, Rutin, Saponginensetin. Es wurde
untersucht, ob die aufgefuhrten Polyphenole einefiuss auf den Neurotansmitter-
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Metaboliten-vermittelten Zelltod oder auf diese ¥éeinduzierte Senkung des ATP-
Gehaltes auf die SH-SY5Y-Zellen haben. Die Ergedmnigurden mit Hilfe des MTT-
Tests oder des ATP-Lumineszenz-Assays ermittelt.

Zunachst wurden die Neuroblastomzellen 24 Stundenh verschiedenen
Konzentrationen  des  jeweiligen  Polyphenols inkubier um  einen
Konzentrationenbereich zu bestimmen, indem sieekeytotoxische Wirkung haben.
Im Folgenden wurden die Zellen nach Zusatz desgewahlten pflanzlichen
Polyphenols in Konzentrationen bis zu 50 uM einentaliatstest (MTT-Test) oder
ATP-Lumineszenz-Assay KKatrationsbereich

bestimmt wurde, wurde untersucht, ob die ausgesuochtolyphenole nach 24

unterworfen. Nachdem der
Stunden gemeinsamer Behandlung mit Noxen die Féalidjesitzen, zytotoxische
und ATP-Gehalt senkende Effekte von Neurotansmiitetaboliten zu reduzieren
und somit protektiv auf die Zellproliferation unerd ATP-Gehalt von SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen wirken. Die untersuchten Konazgitnen von Polyphenolen, die
fur den Versuch ausgewahlt wurden sowie ihrer HBg#lauf die durch Behandlung
mit Neurotransmitter-Metaboliten-induzierte Zytotntét und Abnahme des ATP-
Gehaltes, wurden in Tab.1 fur den MTT-Test und Zdbr den ATP-Lumineszenz-
Assay zusammengefasst.

Tab.1. Einfluss von Polyphenolen auf die Neurotramsitter-Metaboliten-vermittelte
Zytotoxizitat.
Konz. . L
Substanz (M) Zellproliferation in % zur Kontrolle
3-HK 6-OHDA Salsolinol
Kontrolle
500 tM 75uM 500LM
Kontrolle 0 100 48,6 + 2,3 45,9 + 3,6 49,1+1,8
1 101,2 £ 22 41,8+0, 46,2 + 3, 46,6 + 3,:
ADi . 10 100,6 £ 0, 43,3+ 4, 46,6 £ 3, 459 + 3,
PIgenin —2¢ 87,722 36,926 39,9+2,3 392+15
40 79,2 £5, - - -
5 105,4+2,6 46,7 +5,4 50,2 +2,5 489+1,0
Amento- 10 1044 £2)} 446 + 1, 454 + 2, 51,3+£1,(
flavon 25 100,4+£24 479142 474+ 2,4 52,1+£1,0
50 92,6 £2,: - - -
0,5 99,8+ 3,2 488+ 1, 449+ 2.4 447 +1,5
Chrysin 1 98,2+5,: 51,4 + 3, 46,6 £ 2! 43,1+ 3,
5 93,0 405+ 1t 405+1,2 40,4 +1,3
5 98,6 £4, 46,8+ 1,4 47,6 £ 3¢ 46,8 £ 1¢
EGCG 10 94,1 £ 6,3 40,6 £ 4,6 39,6 £2,0 43,0+ 1,7
25 75,8 £3,8 - - -
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Isorha- 0.t 1029+ 4. 41.4 £ 2.t 434+ 2. 475+ 2.
mnetin 1 102,9+4,0 40,7+1,6 459+1,0 472+1,1
5 81,844 - - -
5 103,1 £ 58 48,5+ 2t 48,7+ 1,4 46,7 £5,4
Kampfe- 10 100,8+1,1 49124 46 £ 3¢ 497 £ 2,
rol 25 98,1+£2,6 415+1,8 41,2 +3; 495+ 2/
50 118,5+ 3, 439+ 1, 43,6 + 3,9 50,2+4,9
1 105,6 £ 6,7 49,7 + 3,2 445 + 2.t 47,4 £ 2.t
3 106,0 £ 2,7 458+ 2,3 454 + 4 51,1 £5¢
Luteolin 6 103,4 £ 60,9+1 63+3,1 50,6 + 1,_8
13 102,3+£3,4 69,1 +5,1** 74,3 +9,4* 50,7 £1,
25 105,6 + 3, 72,5 +3,2% 68,7 +4,7* 454 + 2.
50 87,1+33 - - -
Luteolin- 5 99 + 2,2! 47 £ 3] 49,6 £2,7 46,5+ 2!
7.0- 10 101,1+2,3 49,2 + 3, 52,2+29 458+ 2,5
Glucosid 25 1049+2, 50,5+2,7 47,2 £ 2.t 50,8 + 3,.
50 96,4+24 49,3+2,8 52,3+3,0 48,7 £ 4,2
Myrice- 5 101,35, 454 £ 2, 475+ 2! 46,3+ 1,
tin 10 97,2+4} 43,4 + 2t 46,143,€ 46,9+ 1
25 86,2+ 3,7 - - -
1 99,7 £ 3¢ 441 +1,3 479+ 1! 49,1+ 1t
Naringe- 5 102,0+1,6 444 + 2.7 51,7+24 46,0 + 4,6
nin 10 99,6 +2,8 42,4 +2.4 515+1,2 470+1,6
25 102,7 £ 5, 44,4 + 3.t 48,6 £ 5, 457 4
50 94,7+ 3,4 40,2 + 2,3 455+ 5,7 39,9+3,8
5 98,3 £ 3, 50,4 £ 3¢ 447 £ 1,6 532+1,8
Rosma- 10 100,3+ 3,4 46,1 + 3,8 475+ 1t 486 £ 1,
rinsaure 25 98,7 £ 3,7 470+29 42,3+ 1, 488+1,
50 103,6 £ 3,1 46,8 £ 3,! 441 +1,5 51,6 +1,8
5 100,1 £+ 3,. 4901 488+ 1, 455+ 1,
Querce- 10 94,0+ 0,5 432 %2, 412+1,1 40,6 £0,8
tin 20 86,8 £ 1,¢ 33,8+1,3 32,7+£2, 29,3+2,.
50 68,5+ 6,7 - - -
5 1025+2,2 48,7+ 4,1 50,8 + 3,5 4477 + 4.5
Rutin 10 103,1 £ 2, 48,3+ 1t 504 £ 4,1 4727,
25 99,9+27 47,6 + 3,8 49,6 + 3,5 46,0+ 7,7
5 101,8£5,5 46,9+ 2,2 47,8 £ 2t 48,5 + 2.t
Sapona- 10 103,8 £ 5, 441 + 2! 48,5+ 2,6 47,1x2,0
rin 25 97,6 £5,2 43,6 £2,9 47,1 2.t 495+ 2/
50 9255 - - -
Sinense- 5 97,6 +5,2 46,7 £ 1,7 46,2 £ 2.t 49,8 + 3,:
tin 10 100,6 £ 5, 47,2 £ 3t 47,3+1,6 48,7+ 1,5
20 99,5+5,3 448 +2,9 46,5+ 2, 46,6 £ 4,

SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen Yolyphenolen fir 1 h

vorinkubiert,

dann wurde der Zelltod mit Neurotnaitter-Metaboliten fir 24 h ausgeldst,
anschlielRend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsI® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus

drei voneinander unabhangigen Versuchen mit drilleéen Proben £ SD. *K < 0,05)
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Tab.2: Einfluss von Polyphenolen auf die Neurotransitter-Metaboliten-vermittelte Abnahme
des ATP-Gehaltes.

Substanz TSICE Gesamtmenge des ATP in % zur Kontrolle
3-HK 6-OHDA Salsolinol
Kontrolle
300 M 50uM 250/M
Kontrolle 0 100 459+ 45 43,4+20 43,6 +1,8
1 100,7 + 1, 438 +1; 40,3 +2,¢ 48,2 + 4.t
Apigenin 10 101,1+1, 45,3 + 3, 395+2¢ 452 + 4.
25 83,8 +5,6 32,2+47 30,9+5,1 35,3+3,8
40 74,17, - - R
5 100,2 +1,3 44,6 + 3,7 43,2+3,1 46,0 + 3,0
Amento- 10 98,6 £ 3,¢ 419+7, 40,9 + 3¢ 432 +1
flavon 25 99,4+24 450+5,2 46,2 +4,9 42,1 +5,0
50 85,6 + 6, - - -
0,5 101,8+1,9 458 + 4. 40,8 + 3,5 43,7+2,5
Chrysin 1 98,5 + 5, 41,5+ 2, 415+3; 43,7 +5,
5 90,2 + 43,9 + 2.¢ 446 +59 45,9 +6,8
EGCG 5 97,1+5. 39,8+4,6 427 +4, 449 £ 2¢
10 93,8 +5,7 36,7+ 3,9 38,1+5,2 38,1+7,2
Isorha- 0,5 100,1 + 3,1 448 +1; 46,4 +£ 3, 49,1 +4}!
mnetin 1 98,9 + 3,6 42,9 +6,0 443 +4,7 44,1 +5,2
5 83,0+5,8 - - -
5 105,2 + 6,; 41,1+6; 451+5,1 43,4+5,9
Kampfe- 10 102,2+4,1 45,5+ 3,8 43,34, 46,1 +7,t
rol 25 99,9+ 3,9 459+28 46,9 + 7,( 46,6 + 3,:
50 11697, 48,1 + 3! 450+ 4,7 47,0+6,0
1 107,1+5,5 479+4.8 48,9 + 4.( 48,2+ 3,€
3 1125+4,9 50,2+1,7 39,9+4¢ 41,6 +4,:
Luteolin 6 116,6 + 3, 66,1 + 4,8* 59,0 + 3,9** 443+ 4,7
13 1055+ 3,4 68,9 + 5,8** 64,3 + 4,0* 48,4 £ 6,(
25 91,4 + 3,( 60,0 + 1,( 52,3+4( 458 + 3,:
. 5 98,2 + 3¢ 44,0 + 5,8 42,8 + 3¢ 454 + 4!
Luteolin-
7.0- 10 100,6 +1,9 46,9 £ 5.t 43,8 +5,4 42,2+59
Glucosid 25 98,9+ 4, 458+1,8 45,3 + 3¢ 46,7 + 2.t
50 948 + 3,6 470+3,4 49,1+5,4 45,2 +5,3
Myrice- 5 98,1 + 4t 44,8 + 3.t 42,8 + 3¢ 47,0 + 3¢
tin 10 95,0+6,¢ 43,2 + 49 48,3 +4,( 44,7 + 2.t
25 83,6 +5,3 - - -
1 98,9 + 1¢ 43,8+ 3,2 449 +6,( 447 £ 6,¢
Naringe- 5 100,0 + 2,6 43,1+4,0 49,2 +4,7 46,3 + 3,8
nin 10 98,3+1,8 47,3+5,1 50,1+8,2 43,1 +5,3
25 101,2 + 3, 48,4 + 2, 48,2 £5,( 46,3+ 3,:
50 90,6 +5,8 39,0+5,1 40,5+7,3 38,8+2,8
5 99,2 +2¢ 47,1+ 2, 47,2 +5,6 43,2 + 3,8
Rosma- 10 103,1+5,0 44,7+ 2,8 45,0 + 3¢ 46,8 + 3,:
rinsaure 25 99,8+2,0 44,1 +5,2 43,0+5,: 42,1+ 2.
50 101,8 £ 4,1 43,1+ 2/ 43,8 +3,9 448 +4,8
Querce- 5 102,9 + 3, 51,92/ 53,3+3,: 50,4+1;
tin 10 97,3+1,9 47,6 £1,( 40,1+2,4 42, 7+1,9
20 86,1 +2! 459+1,3 35,8 +3,; 354 +3,;
5 97,6+1,8 45,7+ 2,3 452 +2,5 48,2+29
Rutin 10 99,1 +2,: 47,8 +2.t 38,5+3,: 47,8447
25 92,3+4,2 455+2,6 42,3+3,3 41,7 +6,1
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5 103,1+25 48,1+4,0 48.8 +5. 43.6+1.!
Sapona- 10 100,6 + 2, 47,5+ 4, 44,6 + 3,2 41,8 +5,2
rn 25 96,8 +4,8 42,8 £ 3,9 40,3 £ 4,( 38,4+4)
50 90,9 +6,1 - - -
Sinense- 5 102,7 £ 4,2 40,7+ 3,1 43,1+ 2! 39,86,
tin 10 98,2+1, 44,3 £ 2, 40,3 + 3,6 40,9 + 3,0
20 999+24 440+ 1,5 428 + 1, 44,1 + 4,

SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen Yolyphenolen fir 1 h

vorinkubiert, dann wurde der Zelltod mit Neurotraitser-Metaboliten fir 24 h ausgelost,
anschlieRend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsI® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei voneinander unabhangigen Versuchen mit drilleéen Proben £ SD. *K < 0,05)

3.4.1 Einfluss von Polyphenolen auf die Neurotransitter-vermittelte Abnahme
der Zellproliferation

Die Ergebnisse aus dem MTT-Test mit verschieddpelyphenolen zeigten,
dass Luteolin in den Konzentrationen vomuM bis 13uM das einzige Polyphenol
war, das gegen die durch 6-OHDA- und 3-HK-vermi¢telAbnahme der
Zellproliferation wirkte. Luteolin bei einer Konzeation von 6 uM konnte die
Toxizitat von 6-OHDA (75uM) und 3-HK (500uM) auf SH-SY5Y-Zellen aufheben
und erhdhte somit die Zellproliferation. Ein sigkaéint schitzender Effekt von
Luteolin ergab sich bei einer Konzentration von {Bl, wo die gemessene
Zellproliferation um 30 % hoher war im Vergleich der unbehandelten Kontrolle.
Eine protektive Wirkung von Luteolin gegenibeO6IDA- und 3-HK-induziertem
Zelltod in SH-SY5Y-Zellen wurde in Abb.15 dargestellt. Deit Salsolinol (50Q.M)
induzierte Zelluntergang konnte Uberraschenderwdigeh Luteolin in keiner der
untersuchten Konzentrationen reduziert werden.

Um feststellen zu kdénnen, ob die Polyphenole Besiuchen um in die Zelle
einzudringen, um den protektiven Effekt zu entfalterurde noch ein zuséatzlicher
Versuch durchgefuihrt, indem ein Polyphenol 24 Sémndor der Zugabe von einer
toxisch wirkenden Substanz der Zellkultur zugesetztde. Die Vorinkubation der
SH-SY5Y-Zellen mit den ausgewahlten Polyphenolewvanablen Konzentrationen
hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss aief Beduktion der Zytotoxizitat von
Neurotransmitter-Metaboliten. Ferner konnte diggktive Wirkung von Luteolin bei
keiner der untersuchten Konzentrationsstuffen leei\dbrinkubation der SH-SY5Y-

Zellen festgestellt werden (Daten nicht aufgefihrt)
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Abb.15: Einfluss von Luteolin auf die 6-OHDA- und 3HK-vermittelte Zytotoxizitat. SH-SY5Y-
Zellen wurden mit den angegebenen Konzentratiomenlbwteolin fir 1 h vorinkubiert und dann der
Zelltod mit 6-OHDA oder 3-HK fir 24 h ausgel6stsahlieBend wurde die Zellvitalitat mittels MTT-
Tests bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert ausi voneinander unabhangigen Versuchen mit drei
parallelen Proben + SD. *H(< 0,05)

3.4.2 Einfluss von Polyphenolen auf die Neurotransitter-Metaboliten-
vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes

Die im ATP-Lumineszenz-Assay erhaltenen Ergebnibsstétigten, dass
Luteolin als einziges Flavonoid in der Lage wag dbxizitat von 6-OHDA (5@M)
und 3-HK 300uM zu unterdriicken. Fir Luteolin bei einer Konzetira ab 6uM
ergab sich ahnlich wie im MTT-Test, dass die mDADA vermittelte Abnahme des
ATP-Gehaltes reduziert werden konnte. Jedoch konfite Luteolin in
Konzentrationen geringer als 8V keine signifikante Wirkung festgestellt werden.
Eine Koinkubation mit Luteolin (@M) und 6-OHDA (50uM) fihrte zum Anstieg
des ATP-Gehaltes. Eine Zugabe von Luteolin in eidenzentration von 13M
verstarkte sogar die schitzende Wirkung. Die Abrealdes ATP-Gehaltes, die durch
3-HK in einer Konzentration von 3QM ausgel6st wurde, konnte auch durch Zusatz
von Luteolin in einer Konzentration von @ und 13 uM signifikant reduziert
werden. Bei 3iM Luteolin war kein schitzender Effekt gegenltber\im 6-OHDA
und 3-HK-ausgeltésten Abnahme des ATP-Gehaltes mbdohten. Luteolin konnte
in keiner der untersuchten Konzentrationen, ebknfalie im MTT-Test, die
toxischen Effekte von Salsolinol vermindern.

Es konnte auch beobachtet werden, dass selbstugjab2 von Luteolin in
verschiedenen Konzentrationen einen Anstieg descimiindrialen ATP-Gehaltes im

Vergleich zu unbehandelten SH-SY5Y-Zellen bewirkElr Luteolin in
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Konzentrationen von 3 bis M wurde der ATP-Gehalt von 113 % und 117 %
gemessen. Jedoch normalisierte sich der ATP-Getwih der Behandlung mit
Luteolin in einer Konzentration von 18Vi. Auch in diesem Experiment war die
Wirkung von anderen untersuchten Polyphenolen @&ufAd P-Konzentration nicht
auffindbar. Die erfolgreiche Wirkung von Luteolinufa6-OHDA- und 3-HK-
vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes in SH-SY5Y4dblastomzellen wurde in
Abb.16 dargestellt.
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Abb.16: Einfluss von Luteolin auf die 3-HK- und 6-CHDA-vermittelte Abnahme des ATP-
Gehaltes. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationem huteolin fir 1 h
vorinkubiert und dann der Zelltod mit 3-HK oder &4DA fiir 24 h ausgeldst, anschlieRend wurde der
ATP-Gehalt mittels ATP-Lumineszenz-Assays bestimiDargestellt ist der Mittelwert aus drei
voneinander unabhangigen Versuchen mit drei péealleroben + SD. ** < 0,05)

3.5 Einfluss von weiteren Stoffen auf die Neurotrasmitter-
Metaboliten-induzierte Zytotoxizitat

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Expmarte
zusammengefasst, die den Einfluss von ausgewahdtersiologischen Stoffen
darstellen: GSH und Natriumpyruvat auf die protektiWirkung gegen die
Neurotansmitter-Metaboliten-vermittelte—Zellprotd@tionsenkung und die Abnahme
des ATP-Gehaltes. Die Einflisse von Natriumpyruwrad GSH auf die Reduktion der
Zytotoxizitdt von Neurotransmitter-Metaboliten ward in unterschiedlichen

Konzentrationen bis zu 10QM fir 24 Stunden auf SH-SY5Y-Neuroblastomzellen
untersucht.
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3.5.1 Einfluss von Natriumpyruvat auf die Neurotrarsmitter-Metaboliten-
vermittelte Abnahme der Zellproliferation

Zunachst wurde geprift, ob die vom Korper selbsidprierte Substanz
Natriumpyruvat einen Einfluss auf die Zellprolifecam austbt. DeMTT-Testzeigte
keine Erh6hung der Zelltodrate nach 24 Stunden iBbhag mit Natriumpyruvat bis
einer Konzentration voh000uM.

Es konnte gezeigt werden, dass Natriumpyruvat in ldege war, die
Zytotoxizitdt von  Neurotransmitter-Metaboliten  kemtrationsabhangig zu
reduzieren. Die Abb. 17 zeigt, dass Natriumpyrumaden Konzentrationen 1QM,
500 uM und 1000uM einen signifikant Schutz vor Neurotransmitter-&lsliten-
induziertem Zelltod liefert. Der schitzende Effgkih Natriumpyruvat war deutlicher
zu sehen nach der Behandlung von SH-SY5Y-Zellenr6r@HDA und 3-HK als mit
Salsolinol. Fur Natriumpyruvat in einer Konzentoativon 50uM war kein Einfluss

auf die durch Neurotransmitter-Metaboliten-verntigt&ytotoxizitat zu beobachten.
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Abb.17: Einfluss von Natriumpyruvat auf die Neurotransmitter-Metaboliten vermittelte
Zytotoxizitdt. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentratioren Natriumpyruvat
fur 1 h vorinkubiert und dann der Zelltod mit Newemsmitter-Metaboliten fur 24 h ausgel6st,
anschlielRend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsI® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei voneinander unabhéngigen Versuchen mit dreilleéen Proben + SD. *K < 0,05)

3.5.2 Einfluss von Natriumpyruvat auf die Neurotrarsmitter-Metaboliten-
vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes

Zunachst wurde getestet, ob Natriumpyruvat selbeter Lage ist, den ATP-
Gehalt in SH-SY5Y-Zellen zu modulieren. Mittedd P-Lumineszenz-Assaysurde
auf Anderungen des ATP-Gehaltes gepriift.
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Die Ergebnisse, die mittels des ATP-Luminzenz-Assaymittelt wurden,
zeigten, dass die Behandlung mit Natriumpyruvagiabr Konzentration von 1QM
ebenfalls zur Minderung der Toxizitdt von Neurogmaitter-Metaboliten fuhrte.
Natriumpyruvat inhibierte signifikant in den Konzetionen von 10QM, 500 uM
und 1000 uM die toxischen Effekte von 6-OHDA (5@M) gegenuber der
unbehandelten Kontrolle. Der ATP-Gehalt stieg digant bei Verwendung von 100
uM Natriumpyruvat in Anwesenheit von 3-HK (30@M). Hingegen hatte
Natriumpyruvat (50uM) keinen Einfluss auf die 3-HK-vermittelte Abnahndes
ATP-Gehaltes in SH-SY5Y-Zellen. Interessantweisértiél eine Steigerung der
Natriumpyruvat-Konzentration nicht zu einer entspenden Erhohung des ATP-
Gehaltes. Bereits eine Konzentration von (8@ Natriumpyruvat reichte aus, um
einen leichten Schutz gegen Salsolinol hervorzauf&ine Steigerung der
Konzentration von Natriumpyruvat bewirkte weiter&tlickgang der Salsolinol-
Toxizitat. Ab einer Konzentration von 5@/ scheint Natriumpyruvat eine maximale
Wirkung erreicht zu haberkine DosisWirkungsBeziehung fur Neurotransmitter-

Metaboliten in Anwesenheit von Natriumpyruvsitin Abb.18 dargestellt.
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Abb.18: Einfluss von Natriumpyruvat auf die Neurotransmitter-Metaboliten-vermittelte

Abnahme des ATP-GehaltesSH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentratioren v
Natriumpyruvat fir 1 h vorinkubiert und dann dedl@oel mit Neurotransmitter-Metaboliten fur 24 h
ausgelost, anschlieRend wurde der ATP-Gehalt mittAlTP-Lumineszenz-Assays bestimmt.

Dargestellt ist der Mittelwert aus drei voneinandeabhangigen Versuchen mit drei parallelen Proben
+ SD. ** (P < 0,05)
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3.5.3 Einfluss von Glutathion auf die Neurotransmiter-Metaboliten-vermittelte
Abnahme der Zellproliferation

Zuerst wurde geprift, ob GSH selber in den auspkeréa Konzentrationen eine
statistisch relevante Wirkung auf das Proliferatiarhalten der SH-SY5Y-Zellen
zeigt. Bei den Versuchsansatzen wurden GSH-Koratgortien von 0; 50; 100; 250;
500; 750; 1000 pM eingesetzt. In den aufgefuhrtemzéntrationen konnte kein
Einfluss auf die Zellvitalitat beobachtet werden.

Interessanterweise verstarkte sich die SenkungZd#proliferation nach 24
Stunden gemeinsamer Behandlung von Salsolinol 50 und GSH im
Konzentrationsbereich  100-250 uM  (Abb.19). Salsdlin inhibierte die
Formazanbildung in einer Konzentration von 500 pignisikant gegentber der
unbehandelten Kontrolle, wahrend nach der Zugabe G8&H (100-250 uM) der
toxischen Effekt noch deutlicher in Erscheinung.tlen Gegensatz zu niedrigen
GSH-Konzentrationen (100-250 uM) machte sich beiS#dsolinol-Behandlung (500
KM) und GSH von 750 bis 500 uM ein Anstieg der @elliferation bemerkbar.
Unter Verwendung von 6-OHDA (75 puM) und 3-HK (50Muwurde getestet, ob
GSH den zytotoxischen Effekt von Neurotransmittestdboliten und damit die
MTT-Umsetzung beeinflussen kann. Es ergab sichs dés Behandlung mit 3-HK
oder 6-OHDA in Anwesenheit von GSH keine verstarkixizitat gegeniber den
Einzelsubstanzen bei keiner der untersuchten Kdrag@men verursachte. Ferner
setzte ab einer GSH-Konzentration von 280 eine starke Hemmung der Toxizitat
ein. Die Koinkubation von 3-HK oder 6-OHDA mit GSHl einer Konzentration von
1000 puM verhinderte signifikant den Abfall des #elthstums. Im MTT-Test zeigte
sich, dass GSH konzentrationsabhangig vor 3-HK-@s@HDA-induziertem Zelltod

schuitzte.
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Abb.19: Einfluss von GSH auf die Neurotransmitter-Metaboliten-vermittelte Zytotoxizitat. SH-
SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentmatiovon GSH fur 1 h vorinkubiert und dann
der Zelltod mit Neurotransmitter-Metaboliten fiir Bdausgeldst, anschlieRend wurde die Zellvitalitat
mittels MTT-Tests bestimmt. Dargestellt ist der telivert aus drei voneinander unabh&ngigen
Versuchen mit drei parallelen Proben + SD. P*{ 0,05)

3.5.4 Einfluss von Glutathion auf die Neurotransmiter-Metaboliten-vermittelte
Abnahme des ATP-Gehaltes

Eine Behandlung mit verschiedenen Konzentratiomam GSH 0Q; 50; 100;
250; 500; 750; 1000 pMkonnte den ATP-Gehalt in SH-SY5Y-Zellen nicht
beeinflussen und die Gesamtmenge an ATP blieb @ndert. Der durch 3-HK in
einer Konzentration von 30QM reduzierte ATP-Gehalt konnte wahrend der
Behandlung mit GSH beginnend mit 25 erhoht werden. Signifikant nahm der
ATP-Gehalt nach der Inkubation mit GSH in einer Kentration von 100@M in
Anwesenheit von 3-HK (30@M) zu. Eine ahnliche Beobachtung wurde bei der
Inkubation mit 50 uM 6-OHDA gemacht. Der Zusatz von GSH in einer
Konzentration von 25QM hob den ATP-Gehalt arfowohl bei der 3-HK- als auch
bei der 6-OHDA-Behandlung wurde der ATP-Gehalt dUBSH auf vergleichbarem
Niveau wieder hergestellt. Der Effekt von versckigeh Konzentrationen von GSH
auf den ATP-Gehalt in 3-HK- und 6-OHDA-behandel@H-SY5Y-Zellenwird in
Abb.20 gezeigt.Ahnlich wie im MTT-Test war deutlich zu erkennedass die
Inkubation mit Salsolinol (25QM) und GSH in Konzentrationen zwischen 100-250
uM eine deutliche Abnahme an ATP-Gehalt verursacWeiterhin bewirkte eine
Steigerung der GSH-Konzentration auf 1Q0@ eine deutliche Erhéhung des ATP-
Gehaltes in den Salsolinol-induzierten SH-SY5Y-&elauf 72 % der Kontrolle.
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Abb.20: Einfluss von 100uM GSH auf die Salsolinol vermittelte Abnahme des AP-Gehaltes.
SH-SY5Y-Zellen wurden mit GSH 100M fur 1 h vorinkubiert und dann der Zelltod mit Salinol fur
24 h ausgel6st, anschlielend wurde der ATP-Gehatelsn ATP-Lumineszenz-Assays bestimmt.

Dargestellt ist der Mittelwert aus drei voneinandeabhéngigen Versuchen mit drei parallelen Proben
+ SD. ** (P < 0,05)

3.5.5 Einfluss von Glutathion auf die Salsolinol-wenittelte Abnahme der
Zellproliferation

Aus den in Abschnitten 3.5.3 und 3.5.4 dargestelisgebnissen geht hervor,
dass GSH in der Lage ist, die Salsolinol induzigyetoxizitat zu verstarken. Als
nachstes sollte untersucht werden, ob eine Zugalbe GSH (100uM) auch bei
niedrigeren Konzentrationen von Salsolinol zur Yamlsung der zytotoxischen
Effekte fuhrt. Aus diesem Grund wurden die SH-SYZdlen mit Salsolinol im
Konzentrationsbereich voniM bis 250uM in Anwesenheit von GSH (1QdM) und
ohne Zugabe von GSH behandelt. Nach 24-stindig&ubhtion wurde die
Zellproliferation mittels MTT-Tests gemessen undhatzh eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung ermittelt (Abb.21). Es konnte beobacwiden, dass das Exponieren der
Zellen gegenuber niedrigeren Konzentrationen volsaBaol mit Zusatz von GSH
(100 uM) zum deutlichen Abfall des Zellwachstums fuhrei Bteigenden Salsolinol-
Konzentrationen in Anwesenheit von GSH (30M) zeigte sich ein kontinuierlicher
Abfall der Zellproliferation. Eine signifikante ztbxische Wirkung in SH-SY5Y-

Zellen war schon bei Salsolinol in einer Konzemdratvon 100uM zu beobachten.
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Abb.21: Einfluss von GSH (100uM) auf Salsolinol vermittelte Zytotoxizitat. SH-SY5Y-Zellen
wurden mit GSH (10@M) fiir 1 h vorinkubiert und dann der Zelltod mitlSainol fir 24 h ausgeldst,
anschlieBend wurde die Zellvitalitat mittels MTTsi® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert aus
drei voneinander unabhangigen Versuchen mit drgilleten Proben = SD. **K < 0,05)

3.5.6 Einfluss von Glutathion auf die Salsolinol-wenittelte Abnahme des ATP-
Gehaltes

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Salsolinol im Konzentaatsbereich von M
bis 250 uM in Anwesenheit von GSH (1040M) und in Abwesenheit von GSH
behandelt. Nach 24-stindiger Inkubation wurde desamntmenge an ATP mittels
ATP-Lumineszenz-Assays gemessen und danach eines-Drkungs-Beziehung
ermittelt (Abb.22). Beim ATP-Lumineszenz-Assay drgsich, dass auch niedrige
Konzentrationen von Salsolinol in Anwesenheit voisH5 (100 uM) verstarkte
Effekte auf den ATP-Gehalt in SH-SY5Y-Zellen ausiibeEine deutliche
zytotoxische Wirkung setzte schon beil@ Salsolinol in Anwesenheit von 1Q0M
GSH ein.
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Abb.22: Einfluss von GSH auf die Salsolinol-vermittlte Abnahme des ATP-GehaltesSH-SY5Y-
Zellen wurden mit den angegebenen Konzentratiormn GSH fir 1 h vorinkubiert und dann der
Zelltod mit Salsolinol fir 24 h ausgelost, ansdbdied wurde der ATP-Gehalt mittels ATP-
Lumineszenz-Assays bestimmt. Dargestellt ist dettelivert aus drei voneinander unabhangigen
Versuchen mit drei parallelen Proben + SD. P*{ 0,05)

3.6 Einfluss von Pflanzenextrakten auf die Neurotrasmitter-
Metaboliten-induzierte Zytotoxizitat

In diesem Abschnitt werden Ergebnisse der Experienemt ausgewahlten
Pflanzenextrakten auf die Zellproliferation zusamgefasst. Fur die Versuche
wurden solche Pflanzen ausgewahlt, denen entwadeader Volksmedizin eine
positive Wirkung auf ZNS oder auf Gedachtnis zugesben wird oder solche, die
Luteolin enthalten (Adams et al., 2007). Dazu wardeH-SY5Y-Zellen fur 24
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von Péaextrakten, die entsprechend
dem Abschnitt 2.6 hergestellt wurden, inkubiert uadf mdgliche toxische
Wirkungen Uberprift. Von den Augentrostkraut-Extesk wurden Konzentrationen
von 5-1000 pg/ml, vom Artischockenextrakt Konzettraen von 1-500 pg/ml

verwendet. Der Sellerieblatter-Extrakt wurde im Kentrationsbereich 5-500 pug/mi
untersucht.

3.6.1 Einfluss von Pflanzenextrakten auf die Neuroansmitter-Metaboliten-
vermittelte Abnahme der Zellproliferation

Das Zelliberleben wurde mit dem MTT-Test ausgesterAufgrund der
Verwendung von DMSO als Losungsmittel fur die eidraén Pflanzenxtrakte wurde

die Absorption fir DMSO-behandelte Zellen als negakontrolle gemessen, der
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Mittelwert davon berechnet und als 100 % festgeléginer der Extrakte hatte einen
toxischen Einfluss im untersuchten Konzentrationsiolh auf die Zellproliferation in
SH-SY5Y-Zellen. Die Zellen wurden 24 Stunden mitspnechenden Extrakten in
Anwesenheit von 3-HK (500 pM), 6-OHDA (75 uM) odgalsolinol (500 puM)
inkubiert und im Anschluss wurde die MTT-Reduktgemessen. Es ergab sich, dass
die Toxizitat, welche durch 3-HK (500 uM), 6-OHDAS uM) oder Salsolinol (250
KM) in Neuroblastomzellen induziert wurde, durchnka Extrakt in keiner der
untersuchten Konzentrationen aufgehoben werdent&@baten nicht aufgefuhrt).

3.6.2 Einfluss von Pflanzenextrakten auf die Neuroansmitter-Metaboliten-
vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes

Der ATP-Gehalt wurde mit dem ATP-Luminzeszenz-Aisaasgewertet. Als
negative Kontrolle wurde die Lumineszenz fir DMS€héndelte Zellen vermessen,
der Mittelwert davon berechnet und als 100 % fdstfie Keiner der Extrakte hatte
einen toxischen Einfluss auf den ATP-Gehalt im tsutehten Konzentrationsbereich
in SH-SY5Y-Zellen aufgewiesen. Als nachstes wurden Zellen 24 Stunden mit
entsprechenden Extrakten in Anwesenheit von 3-HBO (3M), 6-OHDA (50 uM)
oder Salsolinol (250 uM) inkubiert und im Anschlwggrde der ATP-Lumineszenz-
Assay durchgefuhrt. Es ergab sich, dass die Té@tjaielche durch 3-HK (300 puM),
6-OHDA (50 uM) oder Salsolinol (250 uM) in Neuroftemzellen induziert wurde,
durch keinen Extrakt in keiner der untersuchten 2émrationen verringert werden

konnte (Daten nicht aufgefthrt).

3.7 Einfluss von Flavonoid-Nanokristallen auf die Murotransmitter-

Metaboliten-induzierte Zytotoxizitat

Um eine Verbesserung der Zufuhr von FlavonoidediéenZellen zu schaffen,
wurden in dieser Arbeit auch Experimente mit FladdANanokristallen
durchgefuhrt. Der Grund dafiir ist die Tatsache,sdaster Verwendung der
Nanotechnologie es mdglich ist, eine erhdhte Lhkkdt, Stabilitdt und eine kleinere
Partikelgréf3e von Flavonoiden zu bekommen. In Viawehen stellte sich heraus,
dass eine Untersuchung auf Zellproliferation msttdITT-Tests unmdoglich ist.
Vermutlich stdrten die untersuchten Flavonoid-Naistélle bei der Bestimmung mit
dem MTT-Test. Aus diesem Grund wurde ausschliefliehEinfluss auf den ATP-
Gehalt mittels ATP-Lumineszenz-Assays durchgefuhrt.

66



3.7.1 Einfluss von Flavonoid-Nanokristallen auf die Neurotransmitter-
Metaboliten-vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes

Fur die folgenden Versuche wurden zwei Flavonousgawéhlt, die laut der
Literatur einen signifikanten Zellschutz liefern.s Bvurden Nanokristalle mit
verschiedenen PartikelgroRéergestellt. Fir Rutin betrug ein Partikeldurchreess
1500 nm. Fur Quercetin betrug ein Partikeldurchere4$00 nm; 602 nm; 489nm;
275 nm; 217 nm und 172 nm. Nanokristalle von Rutimden in einer Konzentration
von 2 % hergestellt. Nanokristalle von Querectimdemn dagegen in Konzentrationen
von 0,02 %; 0,2 % und 2 % hergestellt. Beide Naistdlie wurden zu SH-SY5Y-
Zellen in folgenden Volumen zugesetzt: 1 pl, 20501ul, 100 pl.

Zunachst wurden die Nanokristal4 Stunden inkubiert. Danach wurde
anhand des ATP-Luminzeszenz-Tests uberpruft, ob Mamokristalle in den
untersuchten Konzentrationen zytotoxische Effekivaisen. Auch die Compound-
Formulierung, deren Zusammensetzung im AbschritdZeschrieben wurde, in der
die Nanokristalle suspendiert wurden, wurde aubtoptische Effekte untersucht. Es
ergab sich, dass der Abfall des ATP-Gehaltes sdi@n100 pl der Compound-
Formulierung (ca. 10 %) auftrat.

Rutin-Nanokristalle (2 %), die mit Zellkulturmediu verdinnt wurden,
wiesen in keiner der untersuchten Konzentrationieenezytotoxischen Effekt auf
Neuroblastomzellen auf. Eine Senkung des ATP-Gehaltat nur bei 100 pl der
Nanokristalle von Rutin auf (ca. 11 %). Die Ergedsei wurden in Tab.3 dargestellt.
Die Nanokristalle von Quercetin (2 %, Partikeldungsser 1500 nm) zeigten sich als
toxischer im Vergleich zu Nanokristallen von Rutidyie Nanokristalle von Quercetin
(2 %) mit Partikeldurchmesser 602 nm; 489 nm; 215 217 nm und 172 nm zeigten
sich als nicht weniger zytotoxisch (Tab.4). Weitenvurden verdinnte Nanokristalle
von Quercetin untersucht. Nach 24-stiindiger Inkobatzeigte sich, dass die
verdinnten Nanokristalle von Quercetin (0,2 %; ®/82keine signifikante Zunahme
des ATP-Gehaltes bewirkten.

Als nachstes wurde untersucht, ob Nanokristalle @urercetin und Rutin
einen Schutz vor Neurotransmitter-Metaboliten-indtem Zelltod liefern kénnen.
Keine der Nanokristalle konnte in den getestetenzg€atrationen eine Senkung des
ATP-Gehaltes durch Zugabe von Neurotransmitter-bdieen aufheben.
Bemerkenswert ist jedoch die Tatsache, dass digefgellte Abnahme des ATP-

Gehaltes mit der Partikelgrol3e zusammenhéangte.
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Tab.3: Einfluss von Rutin-Nanokrostallen auf die Nerotransmitter-Metaboliten-vermittelte
Abnahme des ATP-Gehaltes.

Partikel- Vv
GrolRRe Konz. Gesamtmenge des ATP in % zur Kontrolle
[ul]
[nm]
3-HK 6-OHDA Salsolinol
Kontrolle
300 1M 504M 250LM
Kontrolle 0 0 100 475+ 3,7 46,3+5,7 44.8 + 3,0}
1 0 100,0 + 3,1 - - -
comp.- | 2° 0 98,1£5,0 - - -
Form. 50 0 101,4+1.2 - i -
100 0 87,9+3,1 - - -
05 | 80UM | 103,1+25| 456+28 42,1+4,9 45,7+ 44
1 |016mM| 100,7+1,5 443+ 54 41,4+ 4,9 41,2 + 5,1
1500 20 | 3,3mM | 1015+5,6 453+ 4,3 442 +1,9 44,1 + 3,0
50 | 82mM | 949463 431+45 431+4,0 42,4 +54
100 | 16,4mM| 842471 | 294+6,1% | 31,0+0,3* | 27,5+2,7*

SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentratioram Rutin-Nanokristallen fir 1 h
vorinkubiert und dann die Abnahme des ATP-Gehathiis Neurotransmitter-Metaboliten fur 24 h
ausgelost, anschlieBRend wurde der ATP-Gehalt mittAlTP-Lumineszenz-Assays bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei voneinandeabhéngigen Versuchen mit drei parallelen Proben
+ SD. V-Zugegebene Menge von Compound-Formulieruignz.-Rutin-Konzentration; Comp.-
Form.-Compound-Formulierung. *P(< 0,05)

Tab.4: Einfluss von Quercetin-Nanokrostallen auf d&¢ Neurotransmitter-Metaboliten-vermittelte
Abnahme des ATP-Gehaltes.

Partikel- Vv
GroRRe Konz. Gesamtmenge des ATP in % zur Kontrolle
rmi [ml]
3-HK 6-OHDA Salsolinol
Kontrolle
300 M 50 £M 250 LM
Kontrolle 0 0 100 475+ 3,7 46,3+5,7 44.8 + 3,0}
1 0 100,0 +3,1 - - -
comp.- | 20 0 98,1+5,0 - - -
Form. 50 0 101,4+1,.2 - - -
100 0 87,9+3,1 - - -
1 M 101,3+3,2 49,3+3,9 43,1+5,8 52,1+ 2,1
20 6QM 99,2+2,1 472 +2,6 43,9+ 6,6 43,7 + 5,4
183 50 15Q:M 95,3+0,9 46,8 +2,3 42,7+6,1 458+ 24
100 | 30GM | 623+6,3** | 4,6+1,6% 38,6+7,5 46,1+ 4,3
1 3uM 100,0 + 3,2 50,0 + 2,3 38,1+6,2 45,7 + 0,9
183
20 60:M 96,2+ 1,0 48,9+1,9 38,9+8,8 45,4 + 7.8
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50 15mM | 925427 | 27,9+4,9% 456+9,9 454+15
100 3mM 69,3 + 8,4 499+1,1 41,7+7.2 29,4 + 6,7
1 |03mM 99,5+ 4,1 43,4+45 63,7 +4,6| 23,8+29*
20 6mM 915+1,4 | 290+89* | 538+11,9 | 11,9+6,9*
172 50 15mM | 755+56 | 10,0+6,2** | 39,6+20,2 | 7,13 +1,5
100 | 30mM 99+21 0 2,9+ 3,1% 0
1 0.3mM | 959+57 48,0+ 4,3 47,8+5,3| 24,4 +2,6%
20 6mM 94,1+3,3 46,1+5,4 452 +8,3| 152 +1,7*
217 50 15mM | 850432 386+23 | 17,7+2,7* | 59+0,9*
100 | 30mM | 69,1+7,1 31,4+1,0 | 6,7+1,8* 6,6 + 3,1**
1 M 99,7+1,6 50,0 + 3,6 38,1+4,3 47,1+ 34
20 6QuM 99,5+5,3 47,2 +3,1 52,8+2,9 44,55+ 6,B
280 50 15@M 94,3+2,1 42,1+5,0 452 +7,2 43,3 +0,3
100 | 30@M 77,7+7,2 33,7+2,1 | 20,4+3,8* 329+15
1 3uM 99,7+1,6 34,1+3,0 41,8+2,6 54,7 + 8,2
20 60@M 98,2+0,4 47,1+3,0 43,8 +6,0 43,3 + 4.5
286 50 | 15mM | 961+0,8 54,2459 50,7 + 5,8 47,5 + 3,6
100 3mM 91,1+1,9 52,6 + 7,0 44,3 +8,7 44,0 + 1,4
1 0,3mM | 100,7 +5,2 63,1+4,9 451+2,0| 31,3+1,9%
20 6mM 90,3 +8,2 47,3+5,3 40,9 +3,3| 20,9 +1,3*
213 50 15mM | 92,7+45 424+1,6 | 411+25 13,2 £ 1,3*
100 | 30mM | g0,1+9,1 43748 | 29,6+24% | 34+24%
1 M 99,625 49,6 +5,8 41,8+28 58,1+5,9
20 6QuM 97,7+1,6 45,0+2,4 36,6+1,6 46,53 +6,p
426 50 15@M 89,1+4,3 40,6 +4,1 38,1+1,0 46,3 + 2,3
100 | 30@M 82,1+2,0 37,4+0,8 38,0+1,2 37,6 1,1
1 3uM 98,4+1,5 48,6 2,4 42,7 +3,9 48,5+ 1,1
20 60@M 97,227 48,6 +0,7 42,6 £3,0 43,1 + 4,3
426 50 15mM | 102,2+1,7 49,1+2,1 47,6 £3,9 51,4 + 7,6
100 3mM 88,6 +7,3 37,4+45 38,9 + 3,4 43,2 + 6,2
1 0.3mM | 993+3,6 61,1+4,9 42,6 +1,9 34,3429
20 6mM 87,5+5,5 55,1 + 8,0 40,7+1,4| 13,5 +1,3*
489 50 15mM | 87,6 +6,6 42,717 | 235+3,1% | 55422
100 | 30mM | g46+2,1 43639 | 232+22% | 13+0,1*
1 |03mMm 96,4 + 1,0 55,3+ 9,6 438 +3,1 32,6 + 54
20 6mM 80,9+4,5 440+7,5 44,7 +3,8| 26,6 + 11,5
002 50 15mM | 81,3+4,4 453 +8,3 423+28| 10,3 +6,7*
100 | 30mM | g21+23 35,1+2,8 43,3+26| 6,4+4,0%
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05 | 0,15mM| 100,1+1,0 435+3,1 39,4+26 48,7+ 14
1 |03mM 932+1/4 447 1,7 39,6 +5,3 38,4 +11,p
1500 20 6mM 748+2,1 357+72 31,9+6,6| 30,8+7,6%
50 15mM | 675+09 | 257+2,8* | 356+11,4 | 29,8+8,1*
100 | 30mM | 60,8+2,3 | 26,1+3,1* | 27,035 | 24,9+0,8*

SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen KonzentratiomenQuercetin-Nanokristallen fir 1 h
vorinkubiert und dann die Abnahme des ATP-Gehathis Neurotransmitter-Metaboliten fur 24 h
ausgeldst, anschlieRend wurde der ATP-Gehalt mittAlTP-Lumineszenz-Assays bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei voneinandeabhéngigen Versuchen mit drei parallelen Proben
+ SD. V-Zugegebene Menge von Compound-Formulierlayz. —Quercetin-Konzentration; Comp.-
Form.-Compound-Formulierung. *P(< 0,05)

3.8 Untersuchung von Luteolin in Kombination mit Nariumpyruvat
auf die Zellproliferation

3.8.1 Einfluss von Luteolin in Kombination mit Natriumpyruvat auf die
Neurotransmitter-Metabolite-vermittelte Abnahme der Zellproliferation

Im Zusammenhang mit oben beschriebenen Ergebniggeden Natriumpyruvat
und Luteolin fir die nachsten Versuche gewahltséke herausgefunden werden, ob
sich die beiden Substanzen in ihrer Wirkung gegggsanterstitzen. Fir diese
Untersuchungen wurde Natriumpyruvat in den Konzagiainen 10QuM und 500uM
und Luteolin in den Konzentrationen 3M und 6 uM auf SH-SY5Y-Zellen
untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass eine Koinkubationlwdgraolin und Natriumpyruvat
in Anwesenheit von 3-HK (500 uM), 6-OHDA (75 uM)adSalsolinol (500 pM)
den schitzenden Effekt erhdhte (Abb.23). Die Vedusg von 3-HK (500uM)
fuhrte zur signifikanten Abnahme der Vitalitdt. Diagabe von Luteolin (M) und
Natriumpyruvat (100uM) bewirkte einen Zellproliferationanstieg zu 89 %obei
Natriumpyruvat allein 77 % des Zellwachstums beteirlBei der Verwendung von
hoheren Konzentrationen von Natriumpyruvat (500) und Luteolin (6uM) wurde
die Zellviabilitdt behandelter SH-SY5Y-Zellen noriseert.
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Abb.23: Einfluss von Luteolin in Kombination mit Natriumpyruvat auf die 3-HK- und 6-OHDA-
vermittelte Zytotoxizitdt. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen v
Luteolin und Natriumpyruvat fir 1 h vorinkubiertdidann der Zelltod mit 3-HK oder 6-OHDA fir 24
h ausgeldst, anschlieRend wurde die Zellvitalitittets MTT-Tests bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert aus drei voneinander unabhangigen Vdrenamit drei parallelen Proben + SD. L-Luteolin;
Pyr-Natriumpyruvat. ** P < 0,05)

3.8.2 Einfluss von Luteolin in Kombination mit Natriumpyruvat auf die
Neurotransmitter-Metaboliten-vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes

Mittels ATP-Lumineszenz-Assays wurde getestet, iole &oinkubation von
Natriumpyruvat und Luteolin in verschiedenen Korrzaionen die toxischen Effekte
von 6-OHDA (50uM ) und 3-HK (300uM) auf den ATP-Gehalt reduzieren kann.
Dazu wurden die Zellen fur 24 Stunden mit versohmessh Konzentrationen an
Natriumpyruvat und Luteolin koinkubiert und im Aigss wurde der ATP-Gehalt
gemessen. Es ergab sich, dass die 24-stiindige @ahgnvon 6uM Luteolin mit
100 uM Natriumpyruvat die ATP-Konzentration in Anweseitheon 6-OHDA (50
uM) und 3-HK (300uM) erhohte (Abb.24). Ferner normalisiertep Luteolin und
500 uM Natriumpyruvat den ATP-Gehalt in SH-SY5Y-Zellenfdast 100 % der
unbehandelten Kontrolle. Somit wurde die Toxizitadn 3-HK und 6-OHDA

vollstandig inhibiert.
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Abb.24: Einfluss von Luteolin in Kombination mit Natriumpyruvat auf die 3-HK- und 6-OHDA-
vermittelte Abnahme des ATP-Gehaltes. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen
Konzentrationen von Luteolin und Natriumpyruvat fiih vorinkubiert und dann der Zelltod mit 3-HK
oder 6-OHDA fiir 24 h ausgeldst, anschlieBend wutde ATP-Gehalt mittels ATP-Lumineszenz-
Assays bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert dusi voneinander unabhangigen Versuchen mit drei
parallelen Proben + SD. L-Luteolin; Pyr-Natriumpyat. ** (P < 0,05)

3.9 Untersuchungen zu den Wirkmechanismen der untsuchten
Naturstoffen

Es stellte sich nun die Frage, welche Wirkmechaearsmden protektiven
Effekten von Naturstoffen gegen Neurotransmittetddeliten-induzierter
Zytotoxizitat und den toxischen Effekten von GSHdu8alsolinol in SH-SY5Y-
Zellen zugrunde liegen. Fur die weiteren Versucherden Substanzen oder
Kombinationen ausgewahlt, die vor dem Zelltod setait und den ATP-Gehalt
erhohten wie Luteolin, Natriumpyruvat, GSH, Luteolin Kombination mit
Natriumpyruvat oder solche, die den Zelltod veidgir und den ATP-Gehalt
erniedrigten wie Salsolinol in Kombination mit GSHm die Wirkmechanismen
aufzuklaren, wurden in der vorliegenden Arbeit vhisdene Parameter der

mitochondrialen Funktion untersucht.

3.9.1 Einfluss ausgewéahlter Substanzen auf die Casge-3/7-Aktivitat
3.9.1.1 Einfluss von Neurotransmitter-Metaboliteri die Caspase-3/7-Aktivitat

Die Caspasen-3 und -7 sind als Effektorcaspasenegitrales Element fir die
Vermittlung von Apoptose. Deshalb sollte mittels s@ase-3/7-Assays Uberprift
werden, ob die ausgewdahlten Substanzen die eriAitatat der Caspasen in SH-
SY5Y-Zellen reduzieren koénnen und somit vor dem gpomierten Zelltod
schutzen.
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Zuerst musste herausgefunden werden, welchen E@nftlie Neurotoxine
selbst auf die Caspase-3/7-Aktivitdt haben, ob/Agieptose auslosen und welche
Konzentrationen optimal sind, um sie in Kombinatioit Naturstoffen untersuchen
zu konnen. 6-OHDA wurde im Konzentrationsbereicm v@5 uM bis 75 pM
untersucht; 3-HK von 5@M bis 350 uM; Salsolinol von 50uM bis 500 uM. Bei
einer Konzentration von 50M konnte 6-OHDA die Caspase-3/7-Aktivitat auf 276 %
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen erhohdob(25). Fur 3-HK ergab sich,
dass bei einer Konzentration von 1404 die Caspase-3/7-Aktivitat auf 211 % erhoht
wurde (Abb.26). Weiterhin konnte Salsolinol (L) die Caspase-3/7-Aktivitat auf
366 % erhohen (Abb.27). Die im Caspase-3/7-Assagesietzten Konzentrationen
von Neurotransmitter-Metaboliten sind niedriger b dem MTT-Test und ATP-
Lumineszenz-Assay, was auf hohe EmpfindlichkeitAgsays hinweist.
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Abb.25: Effekt von 6-OHDA auf die Caspase-3/7-Aktiitat. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von 6-OHDA fir 24 lulbidet, anschlielend wurde die Caspase-3/7-
Aktivitat mittels Caspase-3/7-Assays bestimmt. [@atgllt ist der Mittelwert aus drei voneinander
unabhangigen Versuchen mit drei parallelen Prob8b+** (P < 0,05)
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Abb.26: Effekt von 3-HK auf die Caspase-3/7-Aktivifit. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von 3-HK fiir 24 h iabanschlielend wurde die Caspase-3/7-
Aktivitat mittels Caspase-3/7-Assays bestimmt. [Ratgllt ist der Mittelwert aus drei voneinander
unabhangigen Versuchen mit drei parallelen Prob8D+** (P < 0,05)
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Abb.27: Effekt von Salsolinol auf die Caspase-3/74ivitat. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von Salsolinol fiir 2akbbiert, anschlielend wurde die Caspase-3/7-
Aktivitat mittels Caspase-3/7-Assays bestimmt. [@atgllt ist der Mittelwert aus drei voneinander
unabhangigen Versuchen mit drei parallelen Prob8®+** (P < 0,05)
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3.9.1.2 Einfluss von Luteolin und Natriumpyruvat die Caspase-3/7-Aktivitat

Luteolin wurde in Konzentrationen von 3V bis 13 uM getestet, wahrend
Natriumpyruvat in Konzentrationen von 1060M bis 1000 uM und GSH in
Konzentrationen von uM bis 1000 uM eingesetzt wurden. Abb.28 zeigt, dass
Luteolin schon ab einer Konzentration vonuBl in der Lage war, die durch 6-
OHDA- (50 uM) und 3-HK- (100uM) induzierte Zunahme der Caspase-3/7-Aktivitat
signifikant zu reduzieren, was sich nach 24 SturSielmandlung in SH-SY5Y-Zellen
ergab. Eine Behandlung mit héheren KonzentratiormenLuteolin zeigte einen noch
besseren Schutz vor Apoptose bei 3-HK-behandekeS'85Y-Zellen, dagegen nicht
bei 6-OHDA-Behandlung.

In einer Konzentration von 48M konnte Luteolin die durch 3-HK-induzierte
Caspase-3/7-Aktivitdit um 135 % reduzieren. Interesscheint auch die Tatsache,
dass wahrend Luteolin-Behandlung in Abwesenheit Mearotoxinen die Caspase-
3/7-Aktivitdt um ca. 20 % reduziert werden konnteVergleich zur Kontrolle. Auch
nach Natriumpyruvat-Behandlung konnte man eine Ygoptose schitzende
Wirkung beobachten. Die Zugabe von Natriumpyruvd0(uM) bewirkte bereits
eine signifikante Abnahme an Caspase-3/7-Aktivitiie durch Neurotransmitter-
Metaboliten induziert wurde. Eine weitere Erhéhudgr Konzentration von
Natriumpyruvat verstarkte die Reduktion der CasfgeAktivitat. Fur
Natriumpyruvat in einer Konzentration von 500 wurde eine Senkung der
Caspase-3/7-Aktivitat um 150 % nach 6-OHDA-, um59% nach 3-HK- und um
186 % nach Salsolinol-Behandlung beobachtet.
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Abb.28: Einfluss von Luteolin auf die 3-HK- und 6-CHDA-vermittelte Erhéhung der Caspase-
3/7-Aktivitat. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konz#atran von Luteolin fir 1 h
vorinkubiert und dann der Zelltod mit 3-HK oder &DA flir 24 h ausgeldst, anschlielend wurde die
Caspase-3/7-Aktivitat mittels Caspase-3/7-Assay&timent. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei
voneinander unabhangigen Versuchen mit drei psealleroben + SD. **P < 0,05)
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Abb.29: Einfluss von Natriumpyruvat auf die Neurotransmitter-Metaboliten-vermittelte
Erhéhung der Caspase-3/7-Aktivitdt. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen
Konzentrationen von Natriumpyruvat fir 1 h vorinienb und dann der Zelltod mit Neurotransmitter-
Metaboliten fir 24 h ausgeltst, anschlieBend wudide Caspase-3/7-Aktivitat mittels Caspase-3/7-
Assays bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert dusi voneinander unabhéngigen Versuchen mit drei
parallelen Proben + SD. *H(< 0,05)
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3.9.1.3 Einfluss von Luteolin in Kombination mittilampyruvat und Glutathion in

Kombination mit Salsolinol auf die Caspase-3/7- ikt
Fur den Versuch wurden SH-SY5Y-Zellen gleichzeitigt Luteolin und

Natriumpyruvat in folgenden Konzentration unterdudi®0 pM Natriumpyruvat + 3
uM Luteolin; 100uM Natriumpyruvat + uM Luteolin; 500uM Natriumpyruvat + 3
uM Luteolin; 500uM Natriumpyruvat + uM Luteolin. Zu den Zellen wurden auch,
aulRer Naturstoffen, zwei Neurotoxine zugegebenK3(H0 uM) und 6-OHDA (50
uM). Es ergab sich, dass eine 24-stindige Koinkahatvon Luteolin und
Natriumpyruvat die Caspase-3/7-Aktivitat in Neuribmzellen, die mit 3-HK (100
uM) und 6-OHDA (50 uM) behandelt wurden, normalisierte und vor Apoptose
schitzte. Ein signifikanter Schutz vor dem Zellugémg konnte schon bei einer
Zugabe von 10QuM Natriumpyruvat und 3uM Luteolin beobachtet werden, was
durch einen synergischen antiapoptotischen Effekt uteolin und Natriumpyruvat
erklart werden kann. Die Wirkung von Luteolin unétNumpyruvat gegen 3-HK-
und 6-OHDA-induzierte Apoptose in SH-SY5Y-Zellenngde in Abb.30 dargestellt.
Eine parallele Zugabe von Salsolinol und GSH zuSStpY-Zellen bewirkte
einen Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat. Salsoliadlein war in der Lage, die
Caspase-3/7-Aktivitat bis zu 366 % zu erhdhen, e@thrSalsolinol in Anwesenheit
von GSH (100uM) eine Erh6hung der Caspase-3/7-Aktivitat auf 444bewirkte.
GSH in einer Konzentration von 25M in Anwesenheit von Salsolinol in einer
Konzentration von 10@M stellte sich als noch toxischer heraus, da diehn24
Stunden vermessene Aktivierung der Caspase-3/4atel % lag. Es wurde ahnlich
wie in vorherigen Assays beobachtet, dass die lkdh&onzentrationen von GSH
nicht zum Zelltod fuhrten, wie es bei niedrigeremnKentrationen zu beobachten war,
sondern vor dem Zelltod schitzten. Nachdem GSHem Klonzentrationen 500M
und 1000puM mit Salsolinol (100uM) kombiniert wurde, zeigte sich, dass die
Caspase-3/7-Aktivitdt um 214 % und um 272 % abnamd die Kontrollwerte

erreicht wurden.
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Abb.30: Einfluss von Luteolin und Natriumpyruvat auf die 3-HK- und 6-OHDA-vermittelte
Erhéhung der Caspase-3/7-Aktivitat. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen
Konzentrationen von Luteolin und Natriumpyruvat flirh vorinkubiert und dann der Zelltod mit
Salsolinol fir 24 h ausgeldst, anschlieend wuride Ghaspase-3/7-Aktivitdt mittels Caspase-3/7-
Assays bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert dusi voneinander unabhangigen Versuchen mit drei
parallelen Proben + SD. L-Luteolin; Pyr-Natriumpyat. ** (P < 0,05)
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Abb.31: Einfluss von GSH auf die Salsolinol-vermittlte Erhéhung der Caspase-3/7-Aktivitat.
SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzeatr@an von GSH fur 1 h vorinkubiert und
dann der Zelltod mit Salsolinol fur 24 h ausgeltmischlielend wurde die Caspase-3/7-Aktivitét
mittels Caspase-3/7-Assays bestimmt. Dargestelit der Mittelwert aus drei voneinander
unabhéngigen Versuchen mit drei parallelen Prob8D+** (P < 0,05)

3.9.2 Einfluss ausgewahlter Substanzen auf die Exgssion von Bcl-2

Proteine der Bcl-2-Familie sind in Mitochondrieskéalisiert und in der Lage,
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den Ablauf von Apoptose zu hemmen. Bcl-2 kann d&setzung von Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien regulieren und damit die Aps@ blockieren. AuRerdem
wird Bcl-2 eine neuroprotektive Wirkung zugescheebAufgrund dessen wurde ein
zusatzlicher Versuch durchgefuhrt, bei dem die Mengn Bcl-2 in
Neuroblastomazellen nach 24 Stunden BehandlungTestsubstanzen gemessen
wurde. Die Bestimmung des Bcl-2-Proteins in den rielastomzellen erfolgte
mittels Bcl-2 ELISA.

3.9.2.1 Einfluss von Neurotransmitter-Metaboliteri die Expression von Bcl-2
Die SH-SY5Y-Zellen wurden mit steigenden Konzetiraen an 3-HK (50-350
uM), 6-OHDA (25-75uM) und Salsolinol (50-500 pM) fir 24 Stunden inkerbiund

Apoptose-spezifische Verdnderungen des Bcl-2-Gehalturden untersucht. Eine

apoptoseinduzierende Wirkung von Neurotransmittetaidoliten zeigte sich &hnlich
wie bei Caspase-3/7-Assay bei den Konzentratio®&ul fur 3-HK, 50 uM fur 6-
OHDA und 100 uM fur Salsolinol. Die Bcl-2-Konzerticmen nach der Behandlung
mit den aufgefuhrten Neurotoxinen betrugen5@®H7 ng/ml, 5,% 0,6 ng/ml bzw. 5,9
+ 1,0 ng/ml, als Vergleich der unbehandelten Koferdl1,4+ 0,7 ng/ml.

3.9.2.2 Einfluss von Luteolin und Natriumpyruvat di¢ Expression von Bcl-2

Zunachst wurde der Einfluss von Einzelsubstanzésstgt. Es konnte gezeigt
werden, dass Luteolin in einer Konzentration voruM die Bcl-2-Konzentration auf
20,8 ng/ml deutlich erhdhte im Vergleich zur Kotigd11,4 ng/ml). Luteolin in den
Konzentrationen 3 pM und 6 pM bewirkte nur einehé Anderung des Bcl-2-
Gehaltes um 1 ng/ml. Als nachstes wurde die Komagoh von Bcl-2 nach 24-
stundiger Inkubation der Zellen mit 3-HK (100 pMhdu 6-OHDA (50 puM) in
Anwesenheit von Luteolin (3-13 uM) gemessen. Egteesich bei 3-HK und 6-
OHDA eine konzentrationsabhangige Zunahme der B¢b@zentration nach
Luteolin-Behandlung. (Abb.32). Eine Zugabe von llite in einer Konzentration
von 13 uM nach 24 Stunden Behandlung mit 3-HK bieeieinen deutlichen Anstieg
der Bcl-2-Menge auf 14,8 ng/ml. Derselbe Einfluss \Luteolin auf die Bcl-2-
Konzentration wurde bei 6-OHDA-Behandlung beobachikgir Luteolin in einer
Konzentration von 13 uM in Anwesenheit von 6-OHCZ0 (UM) wurde der Bcl-2-
Gehalt in Hohe von 14,9 ng/ml gemessen. Jede dé¢erauchten Luteolin-
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Konzentrationen war in der Lage, einen Schutz \emn gorogrammierten Zelltod bei
Behandlung mit 3-HK und 6-OHDA zu liefern.

Wenn Natriumpyruvat im Konzentrationsbereich v@®9-1000 uM zu SH-
SY5Y-Zellen zugegeben wurde, wurde keine signifikanderung von Bcl-2-
Menge beobachtet. Eine Zugabe von Natriumpyruvattmur normalisierte die Bcl-
2-Konzentration, sondern auch erhdhte die Bcl-2-9¢emach Behandlung mit
Neurotransmitter-Metaboliten. Schon ab einer Kotragion von 100 puM konnte
festgestellt werden, dass Natriumpyruvat die mitufdgansmitter-Metaboliten
ausgeloster Toxizitat reduzieren kann. Besondetdlide war die Minderung der
Toxizitat von 3-HK (100 puM) durch Natriumpyruvatatiumpyruvat in Anwesenheit
von 3-HK erhdhte signifikant die Bcl-2-Menge aufdgml. Héhere Konzentrationen
von Natriumpyruvat konnten die Bcl-2-Menge nichtitee erh6hen. Fur 6-OHDA
und Salsolinol ergab sich, dass eine weitere Enhghder Natriumpyruvat-

Konzentrationen besser vor Apoptose schitzte.

.% - N % 99
Luteolin-Konzentration [ pM]

Abb.32: Einfluss von Luteolin auf 3-HK- und 6-OHDA-vermittelte Abnahme der Bcl-2-
Konzentration. SH-SY5Y Zellen wurden mit den angegebenen Konzgatran von Luteolin fur 1 h
vorinkubiert und dann der Zelltod mit 3-HK und 6-OHA fiir 24 h ausgeldst, anschlieRend wurde die
Bcl-2-Konzentration mittels Bcl-2 ELISA bestimmtayestellt ist der Mittelwert aus drei voneinander
unabhangigen Versuchen * SD. # £ 0,05)
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Abb.33: Einfluss von Natriumpyruvat auf die Neurotransmitter-Metaboliten-vermittelte
Abnahme der Bcl-2-Konzentration. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzgatran
von Natriumpyruvat fiir 1 h vorinkubiert und danmr &elltod mit Neurotransmitter-Metaboliten fur 24
h ausgel6st, anschlielend wurde die Bcl-2-Konz#atranittels Bcl-2 ELISA bestimmt. Dargestellt
ist der Mittelwert aus drei voneinander unabhangidersuchen + SD. *F < 0,05)

3.9.2.3 Einfluss von Luteolin in Kombination mittilampyruvat und Glutathion in

Kombination mit Salsolinol auf die Expression vaht-B

Eine Koinkubation von Luteolin und Natriumpyruvaisammen mit 3-HK
(200 uM) und 6-OHDA (50uM) erfolgte in Konzentrationen vonydM bis 13uM fir
Luteolin und in Konzentrationen von 1QM bis 1000uM Natriumpyruvat. GSH
wurde in Konzentrationen von bis 1000uM mit Salsolinol (10QuM) untersucht.
Eine Schutzverstarkung mittels Uberexpression veh2Bfir Neuroblastomzellen
gegenuber den Einzelnsubstanzen Luteolin und Napyouvat konnte nach der
Koinkubation mit beiden Naturstoffen in keiner dertersuchten Konzentrationen in
Anwesenheit von 6-OHDA (100M) oder 3-HK (100uM) festgestellt werden.

Eine Zugabe von GSH in einer Konzentration von 500 bewirkte eine
Erhohung der Bcl-2-Konzentration auf 14,9 ng/mlhveid bei einer Konzentration
von 1000 uM die Bcl-2-Konzentration fast verdoppelt wurde idergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Bei GSH-Konzentrationeteu®s00uM blieb der Bcl-2-
Gehalt in SH-SY5Y-Zellen unverandert. Als nachstegrde getestet, wie eine
gemeinsame Behandlung von unterschiedlichen GSH:mrmationen (100-1000
uM) mit Salsolinol (100uM) die Bcl-2-Konzentration beeinflussen kann. Naaind
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SH-SY5Y-Zellen mit GSH (10QuM) in Anwesenheit von Salsolinol (10aV) 24
Stunden behandelt wurden, wurde eine Konzentrationl,7 ng/ml gemessen, wobei
Salsolinol allein den Gehalt auf 5,9 ng/ml redugeEine noch deutlichere Abnahme
an Bcl-2-Konzentration wurde nach der Koinkubatiston GSH in einer
Konzentration von 25(0M in Anwesenheit von Salsolinol (1Q0/) beobachtet. GSH
ab einer Konzentration von 5Q0M in Anwesenheit von Salsolinol war in der Lage,
die Bcl-2-Konzentration zu normalisieren. Ein bekbarer Schutz vor der Salsolinol-
Toxizitdt war bei einer Konzentration von 100M GSH zu sehen; 15 ng/ml der

Kontrolle-11,4 ng/ml.

B Unbehandelte Zellen @ 3-HK 100 uM @ 6-OHDA 50 M
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Abb.34: Einfluss von Natriumpyruvat auf die 3-HK- und 6-OHDA-vermittelte Abnahme der Bcl-
2-Konzentration. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzeatran von
Natriumpyruvat fur 1 h vorinkubiert und dann defl@oel mit 3-HK, 6-OHDA und Salsolinol fur 24 h
ausgeldst, anschlieend wurde die Bcl-2-Konzeommatiittels Bcl-2 ELISA bestimmt. Dargestellt ist
der Mittelwert aus drei voneinander unabhangigersifeghen + SD. **P < 0,05)
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Abb.35: Einfluss von GSH auf die Salsolinol-vermittlte Abnahme der Bcl-2-Konzentration.SH-
SY5Y-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentnatiovon GSH fiur 1 h vorinkubiert und dann
die Apoptose mit Salsolinol fur 24 h ausgel6st,catis3end wurde die Bcl-2-Konzentration mittels
Bcl-2 ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelvterus drei voneinander unabhéngigen Versuchen +
SD. ** (P < 0,05)

3.10 Bestimmung von Salsolinol und GSH mittels HPL&\nalyse

Um die Hypothese zu priifen, dass die 24-stindig@kGbation von GSH im
Konzentrationsbereich 100-25M und Salsolinol in einer Konzentration von 500
uM zur Bildungneuer Molekuile fiihren kénnte, wurde eine Analyséels HPLC
unter Verwendung von C-18 Saulenmaterial durchgefuhrie Bedingungen der
HPLC-Analyse wurden im Abschnitt 2.10.2 erlaut®te Chromatogramme sind in
Abb.36 dargestellt

Zuerst wurde die Retentionszeit von Salsolinoltibest. Das Peak-Maximum
hatte eine Retentionszeit von 2,4 min. WeiterhirrdeuSalsolinol, wie im 2.10.1
beschrieben, inkubiert und mittels HPLC analysiBd.konnte aul3er dem Peak von
Salsolinol, eine Vielzahl von weiteren Peaks bebteic werden, die den
Bestandteilen des Zellkulturmediums zugeordnet emnirdei 3,95 min; 4,5 min; 7,1
min; 8,6 min. Die aufgefihrten Peaks kamen sowahl Chromatogramm von
Salsolinol im Zellkulturmedium als auch im Chrong@mm von Salsolinol mit GSH
im Zellkulturmedium vor.

Eine HPLC-Analyse von Salsolinol in einer Konzatitn von 500uM, das

mit GSH in einer Konzentration von 1M 24 Stunden im Zellkulturmedium bei
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37°C inkubiert wurde, zeigte einen neuen Peak lmr ggering unterschiedlichen
Retentionszeit von 2,6 min. Da der Peak von Sasblund der Peak von dem
unbekannten Produkt oder Produkten fast die glaicRetentionszeiten bei der
Wellenlange 285 nm aufweisen, kann man schlussfolgiass die beiden Substanzen

eng miteinander verwandt sind.
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Abb.36: HPLC-Analyse von Salsolinol inkubiertem im Zellkudtnedium fir 24 h bei 37° C (A) und
von Salsolinol inkubiertem mit GSH im Zellkulturniach fir 24 h bei 37° C. Die Losungen wurden
mit einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac) lyophilisiartd mittels HPLC (siehe 2.7.1) analysiert. Die
Detektion erfolgte bei 285 nm.
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4. Diskussion

Als Hauptfaktoren fiir neurodegenerative Erkranlkamgverden gegenwaértig
mitochondriale Dysfunktion, oxidativer Stress, 8langel an antioxidativem Schutz
und chronische entzindliche Vorgange diskutiertn&e zeigten wissenschatftliche
Untersuchungen, dassn Organismus endogeproduzierte Substanzen an der
Entstehung zahlreicher neurodegenerativer Kranihelieteiligt sind. Zu solchen
Substanzen gehéren Kynurenine wie QUIN, 3-HK undNRY die im Verlauf des
Kynureninewegs bei Menschen gebildet werden und dl@en genannten
zytotoxischen Effekte in menschlichen Nervenzellearvorrufen konnen. Die
Toxizitat der Metaboliten des Kynureninwegs ist matcht ausreichend untersucht.
Der Grund dafir ist unter anderem die Tatsaches eagkein richtigem vitro Modell
gibt, welches das betroffene Hirngewebe nachahménntk. Als endogenes
Neurotoxin gilt auch Salsolinol, das auf dopamieergigrostriatale Zellen
neurotoxisch wirkt. Salsolinol wird auch nach Allkdkonsum gebildet und steht im
Verdacht, eine wesentliche Rolle bei der Pathogertes Morbus Parkinson zu
spielen.

Es gibt keine Zweifel, dass die Vorbeugung die igmaVidglichkeit ist, das
Risiko flr neurodegenerative Krankheiten zu senkiges kann unter anderem durch
Einnahme von Antioxidantien und damit verbundenéhdBung des Gesamt-
Antioxidantien-Status erreicht werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklunghesin vitro Zellmodells
zur Untersuchung des Einflusses von toxischen Eigaaften der endogen gebildeten
Neurotoxine Salsolinol und Metaboliten des Kynuneregs. Zusatzlich wurden die
Effekte von ausgewahlten Naturstoffen, Pflanzeradtén und Nanokristallen auf den
durch verschiedene Neurotoxine ausgeldsten Zelltodl die Abnahme des ATP-
Gehaltes untersucht. Aul3erdem sollte die Arbeit radiéen, welche

Wirkmechanismen bei der neuroprotektiven Wirkungeptell involviert sind.

4.1 Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen mittels altrans-Retinsdure

und Tumornekrosefaktor-a in neuronale Zellen

Primarzellkulturen wirden als perfektaa vitro Modell flr neuronale
Schéadigung fungieren, wenn sie dia vivo ablaufenden Vorgange korrekt

widerspiegeltenEs bestehen jedoch Schwierigkeiten bei der Gawigrder Zellen
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aus dem Gewebe, ihrer Erhaltung und durch dasdamgdVachstum, die den Einsatz
in Labors begrenzen. Eine gute Alternative zu Prael(en sind Zelllinien, dign
Forschung und Entwicklung eine breite Anwendungddm Die humane
Neuroblastomzelllinie SK-N-SH und ihr dreifach delerter Subklon dienen oft als
Modell fir in vitro Untersuchungen zur Neurotoxizitat. Die SK-N-SHHfgk
besteht hauptsachlich aus neuronalen (N-Typ) urdv&an’'schen Phanotypen (S-
Typ), wahrend die SH-SY5Y-Zelllinie eher homogenusd tGberwiegend die S-Typ-
Zellen enthalt (Biedler et al., 1973). Beiden 4ei#n fehlen typische neuronale
Eigenschaften, wie z.B. die neuronale Morphologerlangsamte Zellproliferation
und Expression von neuronalen Markern. Allerdingarien die Neuroblastomzellen
mit unterschiedlichen Differenzierungsfaktoren, waeB. mit RA zu neuronalen
Zellen differenziert werden (Wainwright et al., 200 Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit aus den Differenzierungsexperiten zeigten, dass ahnlich wie
in anderen Studien ein Zusatz von RA einen hemmenB&ekt auf die
Zellproliferation und einen fordernden Effekt aufie d Differenzierung der
Neuroblastomzellen in Richtung neuronaler Zellert. hauRerdem zeigten die
Neuroblastomzellen nach der Behandlung mit RA einearonalen Phanotyp, was
mittels Immunofluoreszenz-Methode nachgewiesen @rerkonnte und somit die
Ergebnisse friherer Studien bestatigte (Encinas.,e2000; Pizzi et al., 2002). Nach
Behandlung mit TNFx erfolgte jedoch keine Differenzierung. Die Ergedse von
Obregon et al. (1997) konnten nicht verifiziert dem.

4.2 Beeinflussung der Toxizitat von Metaboliten de&ynureniwegs

und anderen Neurotoxinen

In Experimenten wurde die Toxizitdt von Kynuremineund anderen
neurotoxisch wirkenden Substanzen auf verschiedefimmodelle untersucht. In der
Literatur gibt es bisher wenige Informationen zuekfen von Metaboliten des
Kynureninewegs auf verfugbare Zelllinien. Neuerad&in belegen, dass QUIN, 3-
HK und KYNA (in submolaren Konzentrationen) an dartwicklung von einigen
neurologischen Erkrankungen und an der Regulatonunterschiedlichen Wegen im
ZNS beteiligt sein konnten (Stone und Perkins, 198jawa et al., 1992; Nakagami
et al., 1996; Hilmas et al., 2001; Heyes et alQ12@rescott et al., 2006; Rozsa et al.,
2008).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigemedurotoxischen Effekte
von 3-HK auf Neuroblastomzellen (Jeong et al., 2Q@&E et al., 2005). Allerdings
konnte mittels QUIN und KYNA kein Zelltod auf sowlodifferenzierte als auch
undifferenzierte Neuroblastomzellen im Vergleichr Kontrolle induziert werden.
Pizzi et al. (2002) berichteten, dass ein weitdterteil der Differenzierung mit RA
darin bestand, dass die Neuroblastomzellen nachBeé#&andlung mit RA Uber
funktionelle Untereinheiten NR1 und NR2B der NMDA#eptoren verfigen, die
eine grof3e Rolle bei Exzitotoxizitdt spielen (Gesdite und Garthwaite, 1987)
Obwohl durch Untersuchungen anderer Gruppen nachgew werden konnte, dass
QUIN und KYNA bei Zellkultursystemen aus Primareelltoxische Effekte austiben
(Kerr et al., 1995; Rozsa et al., 2008; Brady gtZ809), konnte in den Experimenten
der vorliegenden Arbeit mit Neuroblastomzellen fiie beiden Metaboliten des
Kynureninwegs keine toxische Wirkung in den untehden Konzentrationen
festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung dafsir die Tatsache, dass die
Primarzellen eine heterogene Gruppe von verschesderellen in der Kultur
darstellen und vermutlich auch Mikrogliazellen etén, die hauptsachlich von der
QUIN-induzierten  Toxizitat betroffen sind.  Ferner eprasentieren  die
Neuroblastomzellen eine homogene Population vonsoidichen Zellen, die zwar
Eigenschaften von Neuronen besitzen, aber keineddliazellen enthalten. Deshalb
konnte vermutlich keine neurogene Entziindung irettizverden.

Die Untersuchungen bezuglich der Zytotoxizitat Wo®HDA, Salsolinol und
3-HK gegentber differenzierten Neuroblastomzelleigten, dass diese Substanzen
eine schwachere Toxizitat im Vergleich zu unbehdadeZellen austben. Die in der
vorliegenden Arbeit dargelegten Ergebnisse weisaaraud hin, dass eine
Differenzierung der Neuroblastomzellen mit RA diesi®tenz gegen toxische Stoffe
deutlich erhoht. Unterstitzt wird dies durch dieoBachtungen anderer Studien, dass
unter Verwendung von RA eine Resistenz gegenube&in&n festgestellt werden
konnte (Cheung et al., 2009; Mak et al., 2010).efanderichtete Tieu et al. (1999),
dass eine Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen mit RAr Uberexpression von
antiapoptotischem  Bcl-2-Protein  und  Unterdriickunger d Aktivitdt im
proapoptotischen p53-Gen fuhrt.

Zytotoxizitat kann durch bestimmte Bestandteile Medium, in dem die
Zellen wachsen, beeinflusst werden. Rodriguez-kiedqget al. (2001) berichteten,

dass die im Zellkulturmedium mit Glukose wachsend®mortalisierten Zellen,
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Energie Uber die Glykolyse und nicht tber die ottigaPhosphorylierung gewinnen
(,Crabtree Effec). In der Leberkarzinom-Zelllinie HepG-2 wurde hgewiesen,

dass ein Ersatz von Glukose durch Galaktose inkdlalrmedium eine Erh6hung der
Anfalligkeit gegenluber bestimmten mitochondrialeyxihen bewirkte (Marroquin et
al., 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbettit menschlichen

Neuroblastomzellen SH-SY5Y stehen jedoch im Widerdp dazu. Unter den
beschriebenen Bedingungen zeigten sich die Newstolezellen sogar als weniger
anfallig gegentber Neurotransmitter-Metabolitendimdrter Zytotoxizitat. Somit

mussten hohere Konzentrationen von Toxinen zugesedzrden, um die gleiche
Zytotoxizitat zu erzielen. Weiterhin konnte keingatoxizitat von QUIN und KYNA

bei den Zellen im Galaktose-Medium gezeigt werderes kann dadurch erklart
werden, dass es groRe Unterschiede im Stoffwectisel Leberzellen und der
neuronalen Zellen gibt. Weitere Studien sind notignum die Vorgange zu
verstehen, die wahrend der Behandlung von Neuratellen mit Galaktose
ablaufenFur die weiteren Untersuchungen wurden undiffemtziSH-SY5Y-Zellen

eingesetzt.

4.3 Einfluss von Polyphenolen auf den neuronalen H®d und den
ATP-Gehalt

Polyphenole umfassen eine groRe Gruppe Substanzatenen unter anderem
Flavonoide oder Kaffeesaurederivate gehotren. Flaiden sind polyhydroxylierte
Pflanzeninhaltsstoffe, die hauptsachlich in BlaterBluten und &aul3eren
Pflanzenteilen wie Schale und Haut von Frichten @einise sowie daraus
hergestellten Getranken wie Wein, Tee, Kaffe odéfteSvorkommen (Scalbert,
2002). Zahlreiche Studien zeigten, dass Flavonaid®xidative (Chen et al., 1990;
Manach et al., 1996; Rice-Evans et al., 1996; O#tral., 1997; Rice-Evans, 2001)
und entziindungshemmende (Ferrandiz und Alcaraz])1@9vitro Eigenschaften
besitzen. Seitdem diese Eigenschaften bekannt wgdien Flavonoide als mdgliche
Kandidaten fur Prophylaxe neurodegenerativer Kraitkh angesehen.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedenekstirell unterschiedliche
pflanzliche Polyphenole auf ihre potentielle sceatte Wirkung gegentber
verschiedenen neurotoxisch wirksamen Toxinen wi¢K3-6-OHDA und Salsolinol
in menschlichen SH-SY5Y-Neuroblastomzellen untdnsuc
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Aufgrund dessen, dass im MTT-Test das TetrazolmgMTT) durch
mitochondriale Dehydrogenasen zum violetten Formameduziert wird, ist die
Messung des Formazans kein direkter Hinweis augtayische oder zytoprotektive
Eigenschaften. Beim MTT-Test kann eher von einestiBanung der metabolischen
Aktivitat gesprochen werden (Mosmann, 1983). Eirten@dhme der metabolischen
Aktivitat geht in der Regel mit gehemmter Prolitewa der Zellen einher. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit zusatzlioh &ssay durchgefihrt, in dem
der intrazellulare ATP-Gehalt und somit die Energie jeder Zelle zur Verfigung
steht, gemessen werden kann.

Die Ergebnisse aus dem MTT-Test und ATP-LuminesZssay zeigten, dass
fur die meisten untersuchten polyphenolischen @umasih keine neuroprotektive
Wirkung gegen Neurotransmitter-Metaboliten-induaer Zelltod und der Abnahme
des ATP-Gehaltes nachgewiesen werden konnte. Digoxatative in vitro
Wirksamkeit von Flavonoiden und Phenolsauren wurgdirmals in der Literatur
beschrieben (Chen et al., 1990; Rice Evans etl886; Otero et al., 1997; Pietta,
2000). Ishige et al. (2001) schlugen vor, dass an motektiven Wirkung von
Flavonoiden drei verschiedene Wirkmechanismen lgtaind. Flavonoide kdnnen
mit intrazellularen Antioxidantien wie z.B. Glutathperoxidase interagieren und
maoglicherweise deren antioxidativen Fahigkeit edmhreaktive Sauerstoffspezies
abfangen und unschadlich machen, und earem vermehrtenCalciumionen
EinstromsignifikantschitzenUm neuroprotektive Eigenschaften aufzuweisen, muss
jedoch ein potentieller Neuroprotektant durch deirdembran in die neuronale Zelle
eindringen. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit areidarauf hin, dass die meisten
der untersuchten Polyphenole kaum oder gar nictiieirZelle eindringen kénnen und
somit nicht die Fahigkeit besitzen eine schitzemdezellulare Konzentration zu
erreichen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mih de=fund von Saija et al. (1995),
der einen Zusammenhang zwischen dem Einfluss aofbman-abhangige Prozesse,
wie Peroxidation der Lipidmembran durch freie Ratkk Durchdringen der
Lipidmembran und der chemischen Struktur von Payathen darstellte.

Unter den untersuchten Polyphenolen erwies sichr huteolin als
neuroprotektiv gegen oxidativen Stress, der duréDH®A und 3-HK induziert
wurde. Luteolin konnte in den untersuchten Konzgimnen in SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen den ATP-Gehalt erhohen und vem dZelltod schuitzen.

Interessanterweise ergab sich, dass Luteolin kekfiafluss auf das Zelliberleben
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und den ATP-Gehalt beim Neuroblastomzellen hatie, ndit Salsolinol behandelt
wurden. In der vorliegenden Arbeit wurden verschre@ Neurotoxine zur
Induzierung des oxidativen Stresses gewahlt. Imeiién Studien wurde bereits
belegt, dass Salsolinol zum oxidativen Stress fiimlem es die Bildung von
reaktiven Sauerstoffverbindungefdrdert und den ATP-Gehalt sowie GSH-
Konzentration in SH-SY5Y-Zellen durch Inhibierungerd Aktivitaten der
mitochondrialen Komplexe | und |Il, der Tyrosinhyglytase und der
Monoaminooxidase erniedrigt (Bembenek et al., 1888rch et al., 2000; Wanpen et
al., 2004). In anderen Studien wurde bereits vétsuten Zelltod durch Zugabe von
Antioxidantien wiea-Tocopherol oder durch das wasserl6sliche Vitaminalogon
Trolox C zu reduzieren (Willets et al., 1995). Jeuerwiesen sich lediglich Nikotin,
Donepezil und N-Acetylcystein als wirksam gegen dikbnahme der
Zellproliferation. Ergebnisse dieser Studie deutlamauf hin, dass vermutlich die
Toxizitdt von Salsolinol u.a. auf die Vermittlungurdh Nikotin-Rezeptoren
zurtckzufihren ist (Wanpen et al.,, 2004; Bonda kt 2009). In der hier
durchgefihrten Untersuchung wurde auch 6-OHDA asirbitoxin verwendet, well
der Einsatz von 6-OHDA in Zellmodellen speziellder Parkinsonforschung weit
verbreitet ist und somit als Kontrolle dienen ka®rOHDA ist ein Derivat des
Dopamins, das ahnlich wie Salsolinol die Bildungn\ROS generiert und durch eine
Hemmung des mitochondrialen Komplexes |, der NADFA-thbichinon-Reduktase,
und zusatzlich Komplexes IV (Cytochrome-c-Oxidagejn Zelluntergang fiuhren
kann (Glinka und Youdim, 1995). 3-HK ist ein Besttl des Kynureninwegs, der
zur Neurotoxizitat durch intrazellulare AkkumulatioZon Wasserstoffperoxid fuhrt
(Eastman und Guilarte, 1990). Auf Grundlage einarcBbsicht der veroffentlichen
Publikationen lasst sich schwer erklaren, warumedlim keine neuroprotektive
Wirkung gegenuber Salsolinol induzierten Zelltods@t. Vermutlich sind an dem
von Salsolinol-induzierten Zelltod unterschiedlicBignaltransduktionswege beteiligt
und Luteolin ist nicht in der Lage, die ausgelostgtotoxischen Effekte durch das
Isochinolin-Alkaloid zu beeinflussen. In der vodenden Studie konnte keine
protektive Wirkung gegen die ausgewahlten toxischebstanzen beobachtet werden,
wenn die SH-SY5Y-Zellen mit Luteolin vorbehandefidudanach mit 3-HK oder 6-
OHDA behandelt wurden. Wahrscheinlich wurden die Liateolin enthaltenen

Hydroxylgruppen metabolisiert oder oxidiert. Luteal3’,4’,5,7-Tetrahydroxyflavon)
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ist ein weit verbreitetes Flavonoid-Aglykon, dashimhen Konzentrationen in Sellerie
(Apium graveolend..), Paprika Capsicum annuunh.), Perilla Perilla frutescens
(L.) Britton.) und Artischocke Qynara cardunculus cardunculus ssp. flavescens
Wikl.) zu finden ist und dem zahlreiche vorteilleaftbiologische Aktivitaten
zugeschrieben werden wie antioxidative Effekte (Maet al., 2005; Quisheng et al.,
2005) oder entzindungshemmende Aktivitdten (Kim dodin, 2005; Chen et al.
2007). Luteolin besteht grundséatzlich aus drei Kohtoffringen, zwei aromatischen
Ringen (A und B) und einem heterozyklischen RingD@r Ring A ist mit zwei
phenolischen OH-Gruppen an C-5 und C-7 verbundenRihg B tragt auch zwei
phenolische OH-Gruppen an dem Kohlenstoffatomen @@ C’4. Die enthaltenen

OH-Gruppen erhdhen die Polaritat und tragen dazu dsss Luteolin eine eher

mittelpolare Substanz ist und sich in Ethanol, DM8@ Dimethylformamid auflost.

-
§

Abb. 37: Allgemeine Formel der Flavonoide
(Quelle: http://www.globalspec.com/reference/7042303279/chapter-5-on-line-identification-of-flavonads-by-hplc-

coupled-to-diode-array-detection)

Ferner wurden in der vorliegenden Arbeit Untersugan mit Sinensetin, einem
polymethoxylierten Flavon-Aglykon, das in seineegfischen Struktur dem Luteolin
ahnlich ist, durchgefuhrt. Die Ergebnisse der leeflassten Studie zeigten, dass
Sinensetin keine neuroprotektive Wirksamkeit ben @&perimenten aufwies. Auch
konnte Apigenin und Chrysin, die ebenfalls zur gmo&lavon-Gruppe gehoéren, keine
schitzende Wirkung nachgewiesen werden. Zudem wuadeh fur Cynarosid, ein
Luteolin-7-O-Glykosid keine Toxizitat reduzierend&mngenschaften gefunden. Die
Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, daes Amwesenheit von freien OH-
Gruppen am Kohlenstoffatom 7 und an C-3’' und C4'Ring B eine wichtige Rolle
bei Neuroprotektion spielt. AuRerdem bestatigesali@esultate die Hypothese, dass
Luteolin zuerst in die Zelle eindringen muss, umaroerotektive Eigenschaften gegen
6-OHDA- und 3-HK-induzierten Zelltod entwickeln &énnen. Die Befunde stehen
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in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen,dsien behauptet wurde, dass
die Anwesenheit von ortho-standigen Hydroxylgrupem B-Ring in Position C’'3
und C'4 fur das Abfangen reaktiver Sauerstoffspgerzrerantwortlich ist (Rice-Evans
et al., 1996).

OH O

Apigenin

OH O

Amentoflavon
OMe
OH
OH O OH OH O
Isorhamnetin OH O Luteolin OH
(0] (0]
OH O
Naringenin
OH
OH O
Luteolin-7-O-Glukosid 0
OH O |
Myricetin Glu
OH O
Saponarin

Quercetin

OMe O
Sinensetin

Rutin

Abb. 38: Strukturformeln der untersuchten Flavonoide
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Abb.39: Strukturformeln der untersuchten Polyphenok aus anderen Gruppen

Epicatechingallat, EGCG und Quercetin erwieseh gicVergleichsstudien zur
Wirksamkeit der Flavonoide als am starksten andiattv wirksam (Rice Evans et al.,
1996). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbegine schitzende Wirkung von
EGCG vor einer durch 3-HK-induzierten Neurozytomitét in SH-SY5Y-Zelllinie
gezeigt werden. Somit stehen die hier gewonnenbigee nicht im Einklang mit
den Ergebnissen von Jeong et al. (2004). Bei aégclgdn verwendeten Konzentration
wie bei Jeong et al. (2004) wurden in der vorlietgmArbeit keine zytoprotektiven
Eigenschaften beobachtet. Ferner zeigte sich Qurerce der von Suematsu et al.
(2010) durchgefiuihrten Studie als wirksam gegen dliech Wasserstoffperoxid
verursachten Schaden in der SH-SY5Y-Zelllinie. &r dorliegenden Arbeit konnte
keine Wirksamkeit fir Quercetin in den untersuchkamzentrationen gegen den
durch Neurotransmitter-Metaboliten induzierten @ell festgestellt werden. Dies
konnte dadurch erklart werden, dass eine Zugabe Wasserstoffperoxid die
Zellmembranen zerstort und nicht nur fir Wassels¢obxid, sondern auch fur
Quercetin durchgangig machen kann. Ein weiteremidisa darauf, dass Quercetin
durch die Zellen nicht oder sehr schlecht aufgenemmierden kann, zeigen Studie
von Rivera et al. (2004, 2008), in denen nachgemiesurde, dass wassrige
Quercetin-Losungen im Gehirn-Gewebe sehr niedrigmziéntrationen erreichen,
dagegen liposomales Quercetin bei Rattenfokmlen zerebralen Ischamie-Modell
eine Neuroprotektion vermittelt.

Zahlreiche Untersuchungen belegen neuroprotektiZzgenschaften fur
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Ostrogene. Es konnte gezeigt werden, dass Ostrogadeselektive Ostrogen-
Rezeptor-Regulatoren vor oxidativer Schadigung ld@tutamat, freie Radikale oder
AB schiutzen sowie Aktivitdt des antioxidativen Enzyms Mitochondrien wie
Superoxiddismutase erhdhen kénnen (Green et &6; Behl et al., 1997, Gridley et
al., 1997; Irwin et al., 2012). Aus diesem Grundraeuin der vorliegenden Arbeit
auch Kampferol untersucht, das zur Gruppe der BBytogene gehort. Die
Neurotoxizitat, die in der vorliegenden Arbeit durgugabe von Neurotransmitter-
Metaboliten induziert wurde, konnte mit Kampferdleadings nicht verringert
werden, wie es bei Untersuchungen von Roth et 4l999) bei der
Phaochromozytomzelllinie PC12 der Ratte belegt euiin weiterer Naturstoff in
dieser Studie, die Rosmarinsaure ist ein Depsid #&adfeesure und a-
Hydroxyhydrokaffeesauraler eine hohe antioxidative Eigenschaft besihefg und
Wang, 2001; Liu et al., 1992) und welche in doparger MES23.5-Zelllinie der
Ratte den durch 6-OHDA-induzierten Zelltod reduse(Ren et al., 2009). Die
Resultate der vorliegenden Arbeit korrelieren nichit den Angaben aus der
Literatur, weil fir Rosmarinsaure kein schitzengekt auf die Zytotoxizitat in den
SH-SY5Y-Neuroblastomzellen nachgewiesen werden teonBies konnte damit
erklart werden, dass in den friheren Studien uctiexdliche Zellmodelle und andere
Neurotoxine eingesetzt wurden.

In der Literatur finden sich in scheinbarem EimkjJazu den bisher dargestellten
Ergebnissen auch Hinweise darauf, dass weder eihéhting der antioxidativen
Kapazitat noch eine Neutralisierung der ROS zureigesundheitsférdernden Effekt
beitragt (Cook et al., 2007; Katsiki und Manes, 20&s wurde postuliert, dass eine
Bildung der reaktiven Sauerstoffverbindungen eiralulére Signallibertragung
zwischen Mitochondrien und anderen Kompartimentetluzieren konnte und somit
die Aktivitat der Enzyme der zweiten Phase ankuybeie vor der oxidativen
Schadigung vor ROS schitzen (Guzy und Schumacké6; 20wusu-Ansah et .al
2008). Diese Hypothese konnte teilweise erklarergrum fast alle in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Polyphenole keiS@hutz vor dem neuronalen
Zelltod liefern konnten. Es muss jedoch erwé&hntderr dass sich die Vorteile von
ROS-Bildung nicht unbedingt auf neuronale Zellemi®een mussen, die eine hdhere

Anzahl an Mitochondrien haben als andere Zellen.
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4.4 Einfluss ausgewahlter Pflanzenextrakte auf demeuronalen
Zelltod und den ATP-Gehalt

Eine Uberlegenheit von Pflanzenextrakten gegenBeelsubstanzen besteht
oft darin, dass sie aus verschiedenen Wirkstoffestdnen, die entweder eine
synergistische oder eine vielfaltige Wirkung aufsezi konnen. Das beste Beispiel
daflr ist deiGingko bilobaExtrakt, der viele Bestandteile enthalt, die usdlredlich
zu der neuroprotektiven Wirkung beitragen. In eil8tudie wurde belegt, dass
Ginkgolid und sein Abbauprodukt Bilobalid, ein Seserpene, vor Ischdmie und vor
der durch Glutamat-induzierten Toxizitat durch Redhn des Anstiegs von Calcium-
lonen schiitzen (Zhu et al., 1997; Chandrasekaraal.,e2002). Die Biflavonoide
Amentoflavon, Ginkgetin und Isoginkgetin wirktengeégen als Neuroprotektivum
gegen Zytotoxizitat, die mittels oxidativer Belasfen und A verursacht wurde
(Kang et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt desgAntrostkraut-Extraktes,
(Euphrasiae herbg Sellerieblatter-Extraktes Apii  folium) und liphophilen
Artischocken-Extraktes Qynara cardunculusL. ssp. flavescensWikl.) auf die
Zytotoxizitdt und den ATP-Gehalt untersucht. Die d@er vorliegenden Arbeit
benutzten Loésungsmittel wurden so ausgewahlt, dads eine maoglichst grolRe
Menge an unpolaren Inhaltstoffen sehr gut darint I6der um die in der
Volksheilkunde verwendete Darreichungsform nachmeah

Die Experimente bezlglich der neuroprotektiven Riiigen gegentber
Neurotransmitter-Metaboliten auf SH-SY5Y-Zellengten, dass in den untersuchten
Konzentrationen keine der Extrakte die verursa@ytetoxizitat reduzieren konnte.
Eine mdogliche Erklarung fir die erhaltenen Ergedmisst die Tatsache, dass die
Konzentration an moglichen Wirkstoffen in den Ektean zu niedrig war und somit
konnte keine neuroprotektive Wirkung beobachtetderer Es ware sinnvoll in der
Zukunft aus den Pflanzenextrakten durch Fraktiamgr einzelne organische
Fraktionen, die Luteolin enthalten, zu erhalten sreauf neuroprotektive Wirkung
zu untersuchen. Es ist auch sehr wahrscheinlicBs dhe in der untersuchten
Ausziigen erhaltenen Inhaltstoffe eher entzindumgstende Eigenschaften besitzen
und auf diese Weise neuroprotektive Effekte ausihimten, was aufgrund der

Abwesenheit von Mikrogliazellen und Astrozyten irarwendeten Zellmodell nicht
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aufzuweisen war.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich dierinorliegenden Arbeit
untersuchten Pflanzenextrakte als unwirksam gegenreturonalen Zelltod in der
SH-SY5Y-Zelllinie zeigten.

4.5 Einfluss von Quercetin- und Rutin-Nanokristallen auf den ATP-
Gehalt

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der Ldslichkeitdudamit auch der
Erhohung der Bioverfugbarkeit der schwerl6slichenbssanzen besteht in der
Herstellung von Nanokristallen durch Hochdruckhoeragation. Dabei wird die
Substanz in einer Tensidldsung zum Verhindern dggrégation mit Dricken von bis
zu 1500 bar homogenisiert, somit die Partikelgrdfd®&lanometerbereich liegt.

Dabei zeigten die Ergebnisse der von Teskac e(28l10) durchgeflhrten
Studie, dass eine Resveratrol-Nanosuspension deemoindriale Aktivitat nach UV-
Strahlung normalisieren konnte, wobei Resveratrelbes keinen signifikanten
Einfluss auf Mitochondrien hatte. Deshalb wurdeder vorliegenden Arbeit die
Wirkung von Flavonoid-Nanokristallen auf den ATPHak in der SH-SY5Y-Zellen
untersucht. Es wurden zwei Flavonoide ausgewahlier€gtin, weil es bei Pietta
(2000) die hochste antioxidative Kapazitat bediztv. eine der hochsten Kapazitat
bei Ishige et al. (2001) zeigt sowie sein GlykdRidtin.

Rutin- und Quercetin-Nanokristalle konnten in leginder untersuchten
Konzentrationen und mit keiner Partikelgro3e diercblu Neurotransmitter-
Metaboliten verursachte ATP-Abnahme erhdhen. Dieer@etin-Nanokristalle
erwiesen sich sogar als toxisch. Eine Erh6hunddmrcetin-Konzentration bewirkte
eine Verstarkung des zytotoxischen Effektes. In ld&ratur findet man zahlreiche
Hinweise darauf, dass Quercetin nicht nur antididairkt, sondern auch in héheren
Konzentrationen einen negativen Einfluss auf nealmnZelllinien haben kann
(Metodiewa et al., 1999; Spencer et al., 2003; Bakicz-Gil et al., 2008). In diesen
Studien konnte nachgewiesen werden, dass Quemgetar gewissen Bedienungen
prooxidative (Metodiewa et al., 1999) und zytotockis (Spencer et al., 2003)
Eigenschaften entfaltet. Anhand dieser Daten sdligein der vorliegenden Arbeit
gezeigte Neurotoxizitat der Quercetin-Nanokristalld prooxidative Eigenschaften

von Quercetin zuriickzufuhren sein.
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Auch die Compound-Formulierung, worin die Flavatesuspendiert wurden,
erwies sich als schwach toxisch. Auffallig war jedodie steigende Toxizitat je
kleiner die PartikelgroRe war. Dieses Ergebnis k&mharauf hinweisen, dass die
Flavonoid-Nanokristalle zwar tatsachlich in die I€e¢éindringen, aber nicht in der

Lage sind, als Neuroprotektivum zu wirken.

4.6 Einfluss von Naturstoffen auf den neuronalen 4kod und den
ATP-Gehalt

Der menschliche Korper verfugt Uber unterschiédlic endogene
Abwehrmechanismen gegen freie Radikale z.B. Antiamitien mit niedrigerer
Molarmasse und Proteine mit antioxidativen Eigeafielm, welche die Hirnzellen
gegen Folgen von oxidativem Stress und seinen Aksngen schitzen und das
Redox-Gleichgewicht zwischen freien Radikalen unatidxidantien sowohl in als
auch aulRerhalb der Zelle aufrecht halten. Zu e#elzahl von entgiftenden Stoffen,
die kontinuierlich in den Zellen produziert werdegghéren u.a. GSH und
Natriumpyruvat.

GSH ist ein Tripeptid, das aus drei Aminosaurenstéyn, Glycin und
Glutamat besteht und Uber GlutamatcysteinligaseGintathion-Synthetase gebildet
wird. Die Thiolgruppe von Cystein dient als Elektemdonator fir die Reduktion von
giftigen Wasserstoffperoxid und organischen PemxidDas Produkt der Oxidation
von GSH das Glutathiondisulfid (GSSG), wird wiedaru durch die
Glutathionreduktase reduziert und ist wieder enféhig. Das Gleichgewicht
zwischen dem intrazellularen GSH- und GSSG-Gehadt mit ihnen verbundenen

Enzymen ist von gro3er Bedeutung (Jain et al., 18Quilano et al., 2011).

SH
0
/”\V/A\v/ﬂ\ N. _COOH
HooC™ N ~
NH, 0
Glutathion

Abb. 40: Strukturformel von Glutathion

Eine der grundlegenden GSH-Funktionen als intraZeks Antioxidans

97



besteht in der Neutralisation vom oxidativen Streder durch schadigende freie
Radikale verursacht wird. Die Bedeutung des Norefadies von GSH zeigen die
Untersuchungen von Ebadi et al. (2000) und Mytdinest al. (2002), in denen ein
Zusammenhang zwischen der Abnahme des GSH-Gehaltes vermehrter
Produktion von Superoxid-Radikalen nachgewiesendarerkonnte. Zu weiteren
Folgen der Reduktion des GSH-Gehaltes gehort aigcAldivierung der neuronalen
12-Lipoxygenase, welche die Bildung von Peroxided Einfluss der Calcium-lonen
vermittelt (Heales et al., 1995; Li et al., 199" Endeffekt kommt es zu einer
Stérung der mitochondrialen Funktion, einem Enesgjileist und schlief3lich zum
neuronalen Zelltod (Jain et al., 1991). Zudem egigterschiedene Studien, dass die
GSH-Erschopfung an der Entstehung neurodegeneratixenkheiten beteiligt ist
(Pearce et al., 1997; Do et al., 2000; Sian eR@D4; Yao et al., 2006).

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt von G§kigentber den
endogenen Neurotoxinen 3-HK, 6-OHDA und Salsolinauf SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen untersucht. Die Zytotoxizitdtdudie Abnahme des ATP-
Gehaltes, die mit 6-OHDA und 3-HK induziert wurddésonnten durch Zugabe von
GSH signifikant reduziert werden. Es wurde belatfss die Autooxidation von
Katecholaminen, zu denen auch 6-OHDA gehort, duBddung von reaktiven
Quinonen eine Quelle intrazellularer ROS darstetid somit an pathologischen
Prozessen bei neurodegenerativen Krankheiten wigbhdoParkinson beteiligt ist
(Cohen und Heikkila, 1974; Graham et al., 1978) B&mutete Wirkmechanismus
fur die protektiven Effekte von GSH besteht in Beaktion der Sulfhydrylgruppe des
Cysteins im GSH-Molekil mit Quinonen. Die Ergebgissler vorliegenden
Untersuchung zeigten ebenfalls, dass GSH einent&ebu3-HK-induzierten Zelltod
lieferte. Dies konnte ahnlich wie bei 6-OHDA mit rdéAnwesenheit der
Sulfhydrylgruppe im GSH erklart werden. Interessabiaten lieferten Chiueh und
Rauchala (1999), die von Entstehung eines GlutatKiomplexes mit dem
Stickstoffmonooxid, sogenanntem S-Nitrosoglutathiam Gehirn berichteten. S-
Nitrosoglutathion soll nicht nur 100x starkere aeritlative Eigenschaften besitzen,
sondern auch in der Lage sein, die Aktivitat desgaae-3 zu hemmen und auf diese
Weise vor Apoptose schitzen. Auf Grundlage derdsigen Ergebnisse und einer
umfassendeDurchsicht der Literatur kann man konstatierensdaSH eine wichtige
Rolle in der Entgiftung der Zellen spielt und dasse Senkung des GSH-Spiegels in
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der Zelle eine oxidative Schadigung des Komplexesruirsacht (Chinta et al., 2006;
Chinta et al., 2007).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen @dmay dass es zwischen
der Reduktion von durch 3-HK und 6-OHDA induziertefelltod und dem
mitochondrialen Metabolismus einen Zusammenhangt gund dass die
Verabreichung von GSH in der Lage ist, die Zellem ¥Zytotoxizitdt zu schitzen.
Interessanterweise verstarkten niedrigere Konzeoien von GSH (unter 250M)
in Kombination mit Salsolinol die Zytotoxizitat urfdhrten zur Abnahme des ATP-
Gehaltes, wahrend hoéhere Konzentrationen von G3idr(@50uM) den Zelltod
reduzierten und somit den ATP-Gehalt erhéhten,nasich Behandlung mit 3-HK und
6-OHDA zu sehen war. Mehrere Studien bestatigtea eeurotoxische Wirkung von
Salsolinol (Willets et al., 1996; Akao et al.,, 19%orch et al., 2000; Naoi et al.,
2002; Wanpen et al.,, 2004). In der vorliegenden efrtwurde erstmals eine
Verstarkung der Toxizitat von Salsolinol in Anwekeit von GSH (100-25@M)
gezeigt. Aus den hier aufgefiihrten Ergebnissen pehtor, dass wéahrend der 24-
stiindigen Inkubation von Salsolinol und Konzentmna¢in von GSH unter 25@M bei
physiologischer Temperatur von € und dem pH-Wert von 7 eine oder mehrere
Substanzen gebildet werden, die ein hoheres nedsolees Potential als Salsolinol
besitzen.

Eine mdgliche Erklarung daflur liefert Zhang (2008gr zeigte, dass eine
Oxidation von Salsolinol in Anwesenheit von Cysteinr Bildung neuer und
neurodegenerativer Tetrahydroisoquinolinderivatedii kann. Da im GSH-Molekiil
Cystein enthalten ist und somit GSH als Vorlaufer schwefelhaltigen Aminosaure
dient, scheint es sehr wahrscheinlich zu sein, dassr gewissen pathologischen
Bedingungen, wenn Salsolinol oxidiert wird, nieeérg Konzentrationen von GSH
eine wichtige Rolle bei der Induzierung von Neuxkiadat spielen konnen.

Mehrere Untersuchungen ergaben, dass SalsolinoMarbus Parkinson
beteiligt sein kann (Ohta et al., 1987; Niwa et 4891; Moser und Kompf, 1992;
Ikeda et al., 1993). Im Liquor von Patienten mitrelas Parkinson wurde ein erhéhter
Salsolinol-Spiegel festgestellt, wobei der GSH-§eleerniedrigt war (Moser und
Kompf, 1992; Garrido et al., 2011). Ferner zeiganpen et al. (2004), dass
Salsolinol den GSH- und ATP-Gehalt in SH-SY5Y-Zelleeduzieren kann.
Interessant sind auch die Beobachtungen von Gaetidb (2011), dass Stdérungen im
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physiologischen GSH-Gleichgewicht einen selektiversioser fir die Degeneration
dopaminerger Neuronen darstellen kdnnen. Laut Aatkiz-Michatuk et al. (1997)
war der Salsolinol-Spiegel im Liquor von Patienteih Morbus Parkinson signifikant
erhoht (1,2uM), wahrend eine Studie von Sjoquist et al. (19800 einen erhdhten
Salsolinol-Spiegel in der Ruckenmarkflissigkeit valkoholabhangigen zwischen
60-112 nM hinwies. In der vorliegenden Arbeit wur8alsolinol in wesentlich
hoéheren Konzentrationen eingesetzt als in der Riinkekflissigkeit von Parkinson-
Patienten oder Alkoholikern gefunden wurden. BaeeiKonzentration von 100M
im MTT-Test und im ATP-Lumineszenz-Assay wurde lkeirerh6hung der
Zytotoxizitat in SH-SY5Y-Zellen festgestellt. Digann dadurch erklart werden, dass
in vitro Zellkultur-Modelle weniger empfindlich sind als vivo Bedingungen. Ferner
wurden in der vorliegenden Arbeit Kurzzeit-Versualmed nicht Langzeitversuche
durchgefuhrt.

Zu anderen antioxidativen Schutzfaktoren des K&rpegehdrt u.a.
Natriumpyruvat. Dieses Molekl ist das Endprodu&t &lykolyse, die allen Zellen
zur Energiegewinnung dient. Natriumpyruvat gelaillger einen Symport mit Hin
der inneren Membraim die Mitochondrien (Poole und Halestrap, 1993kit&fhin
besitzt Natriumpyruvat starke antioxidative Eigdreften, die er dero-Keto-
Carboxylat-Struktur verdankt.

Natriumpyruvat

Abb. 41: Strukturformel von Natriumpyruvat

Somit kann es reaktive Sauerstoffverbindungen tirek den Mitochondrien

neutralisieren und das Membranpotential stabiksie(Wang et al., 2007). Eine
weitere Studie berichtete, dass Natriumpyruvat lhextohte NADPH-Bildung zur
Verbesserung des GSH-Redoxstatus beitragt (Mdlket,e2005). Es wurde bereits in
mehreren Zellmodellen nachgewiesen, dass Natriwmpyrden Schutz vor solchen
Neurotoxinen wie A (Alvarez et al., 2003), 6-OHDA (Fernandez-Gomezakf

2006; Wang et al., 2007) und QUIN (Ryu et al., 20bdfert. Ferner erwies sich
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Natriumpyruvat in weiteren Studien als wirksam gedgchamie, indem es den die
Erythropoetin-Bildung férdernden Hypoxie-induzierteFaktor 1le und den

Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Weg aktivierte, detiapoptotische Signale vermittelt
(Lee et al., 2001; Mongan et al. 2001; Ryou et 2012). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigten, dass Natriumpyruvakeri neuroprotektiven Effekt hat
und somit vor dem Zelltod und der Abnahme des AH®Pdhles in SH-SY5Y-

Neuroblastomzellen durch Neurotransmitter-Metabaolit schiitzt. Uber eine
Verbesserung des neuronalen Schutzes mit Natriwmglyrgegen den durch 6-
OHDA-induzierten Zelltod wurde bereits in der Lagur berichtet (Fernandez-Gomez
et al., 2006; Wang et al., 2007), somit steht diasste Arbeit im Einklang mit den
friheren Studien. Allerdings werden die Ergebnsevorliegenden Arbeit tGber die
Reduktion von Neurotoxizitat mittels Natriumpyruvgégen 3-HK und Salsolinol
zum ersten Mal gezeigt. Interessanterweise wurdehdeine exzessive Steigerung
der Konzentration von Natriumpyruvat keine weiteréerbesserung der

neuroprotektiven Eigenschaften gegen Neurotransmriietaboliten erreicht.

4.7. Einfluss einer Kombination von Luteolin und Nariumpyruvat

auf den neuronalen Zelltod und den ATP-Gehalt

Nachdem die Beteiligung von Luteolin und Natriumpsat jeweils separat
gegen durch 3-HK- und 6-OHDA-ausgeldsten Zelltod uie Abnahme des ATP-
Gehaltes in SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen werden tgmurde eine Kombination
der beiden Wirkstoffe untersucht. In der vorliegemd\rbeit konnte gezeigt werden,
dass eine gleichzeitige Behandlung mit Luteolin uNdtriumpyruvat zu einer
signifikanten Verstarkung der neuroprotektiven Bighaften gegen 3-HK- und 6-
OHDA-Neurotoxizitat fuhr. Zusatzlich konnte eineediigere Konzentration von
Luteolin und Natriumpyruvat zugesetzt werden, um dkeichen protektiven Effekt
zu erreichen. Dieses Ergebnis ist ein deutlichele@alaftr, dass Luteolin und
Natriumpyruvat ihre neuroprotektiven Eigenschaftdrer verschiedene molekulare
Mechanismen ausiiben. Die beiden verwendeten Neumet®-OHDA und 3-HK
stellen eine Quelle fir oxidativen Stress dar, Wlar Zellmembranen schéadigen und
im Endeffekt zum Zelltod fuhren kann (Eastman undgil&te, 1990; Glinka und
Youdim, 1995). 6-OHDA besitzt im Unterschied zu Ropn eine zusatzliche
Hydroxylgruppe am Phenyl-Ring und kann aufgrundsdasleichter als Dopamin
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oxidieren und freie Radikale bilden. Es wurde nasfigsen, dass 6-OHDA die
antioxidative Kapazitat der Zelle verringert, inde® den Gehalt von GSH und die
Aktivitat der Superoxiddismutase senkt. Ebenfaltagt 6-OHDA durch eine
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette zum Eweergiust bei (Sachs und
Jonsson, 1975). 3-HK, das bei dem Tryptophan-Kéitahas entsteht, besitzt auch
einen o-aminophenolischen Rest, was zur spontaiéang von Wasserstoffperoxid
fuhrt. Im weiteren Verlauf dient Wasserstoffperoxats Substrat fir die Cu/Fe
abhangige Haber-Weiss-Reaktion, bei der neben Kyttonen auch hochreaktive
Hydroxyl-Radikale freigesetzt werden (Okuda et H096; Vasquez et al., 2000).

Basierend auf den Daten aus der Literatur beziiglexr Wirkmechanismen der
untersuchten Neurotoxine, kann man schlussfolgkss der Schutz vor Zytotoxizitat
durch Vorbeugen der Auswirkungen des oxidativeresStes erreicht werden kann.
Fur Luteolin wurde bisher nachgewiesen, dass daghRbid die Eigenschaften eines
Radikalfangers besitzt (Ishige et al., 2001). Zudeann Luteolin das intrazellulare
Redoxstatus modulieren, indem es die Aktivitat Sleperoxiddismutase und Katalase
sowie den intrazellularen GSH-Gehalt in Anwesenhait ROS stabilisiert (Liu et al.,
2010; Zhao et al., 2012). Zu Grunde liegt wahrgdiwi die Wirkung von Luteolin
auf dem Nrf2-Signalweg, der die Aktivitdt u.a. v@ilutamat-Cystein-Ligase und
Glutathion-S-Transferase induziert und eine holisistenz gegentber oxidativem
Stress hervorruft (Wruck et al., 2007). Natriumpyubesitzt ebenfalls die Fahigkeit,
die intrazellulare antioxidative Kapazitat zu erabhWang et al., 2007). Weiterhin
kann Natriumpyruvat durch die Aktivierung des PIBKI-Wegs die Apoptose
hemmen (Fernanez-Gomez et al., 2006; Ryou etCGil2)2

4.8 Einfluss auf die Caspase-3/7-Aktivitat

Als nachstes sollte aufgeklart werden, worauf drrroprotektive Effekt von
Luteolin und Natriumpyruvat und der neurotoxischdfeE von GSH in
Konzentrationen unter 250M und Salsolinol beruhen und vor welcher Art von
Zelltod geschutzt wird bzw. welche Art vom Zelltbdrvorrufen wird. Grundsatzlich
unterscheidet man zwei gegenséatzliche Arten vortadeldie Apoptose und die
Nekrose. Apoptose ist charakterisiert durch Schfungpder Zelle und Zerschneiden
des nukleéren Kern-Chromatins mit Endonukleasegidithmalilige Fragmente unter

Erhaltung der Zellmembranintegritat. AbschlieBencrden die Zellreste von

102



Makrophagen phagozytiert ohne jegliche entziindli¢begange hervorzurufen und
dabei umliegende Zellen zu schadigen. Nekrose fidgderum infolge einer
Zellschadigung und des Ausscheidens von Zellbettden zur ausgedehnten
Inflammation der umliegenden Zellen. Apoptose ist lodufigere Art des Zelltodes
und es kommt oft zum inadaquaten Zelluntergang rduApoptose z.B. bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkiosier Morbus Alzheimer.

Caspase-3 ist ein Schliusselenzym, das eine grolke iRaler Regulation der
Apoptose spielt und somit wird seine Aktivitat di4a3 fur Apoptoseinduktion
angesehen. Eine Senkung der Caspase-3-Aktivitan kdie Zelle vor dem
programmierten Zelltod retten. Als erstes wurdeersucht, ob die ausgewéhlten
Neurotoxine einen Zelltod Uber Apoptose hervorruférgebnisse der vorliegenden
Studie stehen im Einklang mit den Daten aus deraitrr, wo festgestellt wurde, dass
3-HK (Jeong et al., 2004; Lee et al., 2005), 6-OH®An Coelin et al., 2001) und
Salsolinol (Wanpen et al., 2004) einen programmareZelltod in SH-SY5Y-Zellen
auslosen.

Die Applikation von Luteolin auf humane SH-SY5Y-Neblastomzellen
fuhrte wahrend der 24-stiindigen Behandlung mit @®@Hund 3-HK zu einer
signifikanten Reduktion der Apoptoserate. Diese eDabestatigen die friheren
erhaltenen Ergebnisse aus dem MTT-Test und dem lAiklneszenz-Assay, dass
Luteolin die neuroprotektive Wirkung besitzt undrwdem durch 3-HK- und 6-
OHDA-ausgelosten programmierten Zelltod schitzt.

Darlber hinaus konnte mittels Caspase-3/7-Assagigiewerden, dass Luteolin
schon ab einer Konzentration vonuB/ in diesem Zellmodell einen hemmenden
Einfluss auf Apoptose ausutibt. Dieser Befund deickt gut mit den Angaben von Lee
et al. (2011), die nachwiesen, dass Luteolin diell-Galactosamin/LPS erhohte
Caspase-3-Aktivitat in Leberzellen in Mausen erngtd(Lee et al., 2011). Ferner
konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dassolin einen Schutz vor
Apoptose lieferte, indem die durch Tunikamycin, eem endoplasmatischen
Retikulum-Stress-Ausloser, erhdhte proapoptotis€@espase-3-Aktivitat in SH-
SY5Y-Zellen verringert wurde (Ishisaka et al., 2011

In der vorliegenden Arbeit erwies sich auch Natpyravat als Schutzmittel
des Zelltodes durch Apoptose. Ein Zusatz von Nampiyruvat konnte signifikant die

Caspase-3/7-Aktivitdt in SH-SY5Y-Zellen reduzierend diese somit vor dem

103



Zelluntergang retten. Der inhibitorische Effekt vilatriumpyruvat auf Caspase-3/7-
Aktivitat ist in der Literatur bereits beschriebasilah et al. (2011) berichteten, dass
Natriumpyruvat-Behandlung zur Verringerung der dur&thanol-induzierten
apoptotischen Neurodegeneration bei 7-Tage alt¢teiRfihrte, indem u.a. Caspase-
3/7-Aktivitat blockiert wurde.

Aufgrund der vor dem Zelltod verstarkt schitzendeigenschaften einer
Kombination aus Luteolin und Natriumpyruvat gegestitben Einzelsubstanzen, wie
die MTT-Messungen und die ATP-Lumineszenz-Assaygtee, waren positive und
auch verstarkte Einflisse auf die Caspase-3/7-Aditizu erwarten. So ist in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen worden, dass s&wa& Zugabe von 100M
Natriumpyruvat und 3 pM Luteolin das Uberleben von SH-SY5Y
Neuroblastomzellen durch die Abnahme der Caspas&ddivitat sicherte. Ein
signifikanter Schutz vor dem Zelluntergang konnthom bei einer Zugabe von
10QuM Natriumpyruvat und 3M Luteolin beobachtet werden.

Mittels Caspase-3/7-Assays konnte nachgewiesen emerddass eine
Behandlung mit GSH Uber 25(M einen signifikanten Schutz vor der durch
Salsolinol vermittelten Apoptose liefern konnte. bter Literatur sind keine
Publikationen zu finden, welche die Wirkungen vofRérlich verabreichtem GSH auf
den Verlauf der Apoptose beschreiben. Die Effekte @SH auf den programmierten
Zelltod werden zum ersten Mal im Rahmen der duriiligéen Arbeit dargestellt.

Dagegen verursacht eine Inkubation von GSH unt@r @6 in Anwesenheit
von Salsolinol-verursachte eine deutliche Induzigrder Caspase-3/7-Aktivitat und
somit verstarkte dies noch die durch Salsolinolgaliste Apoptoserate. Dieses
Ergebnis bestétigt die Resultate, die mit Hilfe dd$T-Tests und ATP-Assays
erhalten wurden, dass GSH in den Konzentrationéer @b0uM die Toxizitéat von
Salsolinol verstarkt und dass der dadurch ausgel@&lltod Uber Apoptose
stattfindet.

4.9 Vermittlung der Neuroprotektion durch Wirkung a uf Bcl-2
Nachdem die antiapoptischen Wirkungen von LuteoNatriumpyruvat und
GSH und proapoptotische von GSH-Konzentrationeern250uM sowie Salsolinol
nachgewiesen werden konnten, wurde ein Protein idgssischen Apoptose-
Signalweges der Bcl-2-Familie untersucht. Mehreréudi®@n zeigten einen

Zusammenhang zwischen einer vermehrten BildungBa®? und einer geringeren
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Apoptoseneigung (McDonnell et al.,, 1990; Tieu et, d999). Ferner wurde
nachgewiesen, dass das Bcl-2 Protein in neuronZidlen hoch exprimiert ist
(Middleton et al., 1998), hauptsachlich im Bereidar Mitochondrien und des
endoplasmatischen Retikulums (Zamzami et al.,, 19@@kt und dabei das
mitochondrielle Membranpotential stabilisiert (SiEm et al.,, 1996). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Menge an Bcl-2 in Mdulastomazellen nach 24
Stunden Behandlung mit Testsubstanzen gemessekoriase gezeigt werden, dass
die durch 3-HK- und 6-OHDA-ausgeldste Unterdrickuiey Bcl-2-Produktion und
damit vermittelte Apoptose durch Luteolin reduziedrden konnte. Bei Durchsicht
der Literatur ergibt sich, dass die Expression M®cl-2 durch verschiedene
Polyphenole beeinflusst werden kann. Es konnteitsagezeigt werden, dass u.a. das
Isoflavon Puerarin (Xing et al., 2011) und das BlaBaicalein (Liu et al., 2010)
neuroprotektive Eigenschaften besitzen und das letmm der Zellen durch
Hochregulation von Bcl-2 sichern. Fir Luteolin é¢dégen Berichte Uber Interaktionen
mit den Proteinen der Bcl-2-Familie. In einer Seudon Qi et al. (2011) erhdhte
Luteolin in Ratten-Kardiomyozyten die Expressionnv8cl-2. Ebenfalls konnte
mittels Luteolin das Verhéaltnis des proapoptotiscifeoteins Bax zu Gunsten von
Bcl-2 beeinflusst werden (Qi et al., 2011).

In der vorliegenden Untersuchung konnte beobachietrden, dass
Natriumpyruvat nach 24-stiindiger Inkubation mit Negtansmitter-Metaboliten den
Bcl-2-Gehalt in SH-SY5Y-Zellen erhéhen konnte. Eiaetiapoptotische Wirkung
von Natriumpyruvat wurde schon bei einer Konzemravon 100uM nachgewiesen.
Eine Erhohung der Konzentration von Natriumpyrubatvirkte keine Zunahme an
der zellularen Bcl-2-Menge bei Behandlung mit 3-HWahrscheinlich erreichte
Natriumpyruvat bei einer Konzentration von 100 sein Maximum. Fur 6-OHDA
und Salsolinol bewirkte eine Erhdhung der Natriumpgit-Konzentration einen
Anstieg an der intrazellularen Bcl-2-KonzentrationEbenfalls sind  fir
Natriumpyruvat Daten in der Literatur vorhandenlalie die Uberexpression von
Bcl-2 nach der Inkubation mit Natriumpyruvat besiben. In einer von Lee et al.
(2003) an endothelialen HUVECs Zellen durchgefiihrteStudie wurde
herausgefunden, dass Natriumpyruvat durch Hocha&gal von Bcl-2 einen Schutz
vor Wasserstoffperoxid-Toxizitat liefert. Interesgaweise fihrte eine Koinkubation
von Luteolin und Natriumpyruvat nicht zur erwartet8chutzverstarkung vor 3-HK

und 6-OHDA-induzierter Apoptose. Dies kann dadueckiart werden, dass an der
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durch Luteolin und Natriumpyruvat vermittelten Neprotektion auch andere
antiapoptotische Faktoren beteiligt sein kbnnen.

Bei der gemeinsamen Behandlung von exogen vechbeei GSH ab einer
Konzentration von 500M und Salsolinol wurde eine deutliche Erh6éhung Blelr2-
Konzentration beobachtet, was auf eine antiapgaiodi Wirkung von GSH hinweist.
Allerdings wurde nach der Inkubation von GSH in Kentrationen unter 250M in
Anwesenheit von Salsolinol festgestellt, dass d#+2BGehalt stark erniedrigt war im
Vergleich zum Bcl-2-Gehalt nach Salsolinol-Behandluohne Zusatz von GSH.
Dieses Ergebnis liefert einen weiteren Hinweis dirdass wahrscheinlich wahrend
der gemeinsamen Inkubation von exogenem GSH in &unationen unter 250M
und Salsolinol eine oder mehrere Substanzen gébildeden, die in einem hdheren
Mal} als Salsolinol Apoptose auslosen.

4.10 Untersuchungen zur Kombination von Glutathiorund

Salsolinol

Es wurde ein weiteres Experiment durchgefihrt, wralszufinden, ob ein
Zusammenhang zwischen der Verstarkung der Sal$dlmazitat in Anwesenheit
von niedrigeren Konzentrationen von GSH und deduig neuerer Substanzen unter
diesen Bedingungen besteht. Zu diesem Zweck wuirte 24-stindige Inkubation
von GSH in einer Konzentration von 18 mit toxisch wirkender Konzentration
von Salsolinol unter physiologischen Bedingungeid (3, 37°C) durchgefihrt.
Danach erfolgte eine Messung unter Verwendung ¢RrCH

Eine HPLC-Analyse zeigte deutlich, dass auf denro@latogramm einer
Salsolinol- und GSH-Probe ein zusatzlicher Pealsehen ist. Dieser Befund deckt
sich gut mit den Angaben in der Literatur. Wie lisran Kapitel 4.6.1 beschrieben,
wurde nachgewiesen, dass Salsolinol in Anwesentogit Cystein oxidiert werden
kann und auf diese Weise andere nervenschadigeeiahydroisoquinolinderivate
entstehen konnen (Zhang, 2002). Zudem wurde pestuliass es wahrend einer
Oxidierung von Dopamin und anderen Katecholaminem &Generierung von
Quinonen, Anreichung von zytotoxischen ROS und Ums®g zu reaktiven
Katechol-Thioetherderivaten kommt, z.B. in der Reak mit GSH, die zum
Neurodegeneration beitragen (Graham et al., 197%tiMe et al., 1997; Montine et

al., 2000). Ferner wurde in anderen Studien geze@ss GSH unter bestimmten

106



Bedingungen als Prooxidanz wirken kann (Fischetddie et al., 1992; Spear und
Aust, 1995). So kann man davon ausgehen, dass @BSidirigen Konzentrationen
prooxidative Eigenschaften sichert und dabei eirfBgéstanzen wie z.B. Salsolinol
oxidieren kann, was die Entstehung toxischerer Mdtngen bedingt. Der dadurch
resultierende oxidative Stress fuhrt schlieBlich mzuNervenzelltod bei

neurodegenerativen Krankheiten wie Morbus Parkinson
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5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Aus den gewonnen Ergebnissen lasst sich schlussipldass wahrscheinlich
ein geeignetes Zellmodell fir die Untersuchung Meurotoxizitdt von KYNA und
QUIN aufRer neuronalen Zellen auch Zellen des Imiystams beinhalten sollte. Dies
konnte beispielsweise durah vitro Kokultivierung einer neuronalen Zelllinie mit
einer Mikrogliazelllinie erfolgen. Ferner solltetersucht werden, wie ein Galaktose-
Zusatz den Stoffwechselvorgang von neuronalen Zéiéeinflusst.

Die in der vorliegenden Arbeit getesteten Pflanz&akte, die Luteolin
enthalten, konnten durch chromatographische Methodfl@aktioniert und auf
neuroprotektive Wirkung untersucht werden. Das esigete Zellmodell kénnte auch
aus zwei Zelllinien bestehen: einer neuronalenidelund einer Mikrogliazelllinie.

Ein weiterer Schluss, der aus der erfassten Untbtsg gezogen werden
kann ist, dass die meisten Flavonoide nicht inldeye sind, in die neuronale Zelle
einzudringen. Natriumpyruvat wird in die Zelle iibemen HMonocarboxylat-
Carrier (Poole und Halestrap, 1993)ansportiert, GSH dagegen Uber einen
mitochondrialen Dicarboxylat-Carrier (Kamga et 2010).

Versprechend ware der Einsatz der Kombination voatedlin und
Natriumpyruvat als Neuroprotektant bei der Therap@n neurodegenerativen
Erkrankungen. Eine ausgiebige Forschung wéare weitetwendig um diese
neuroprotektive synergistische Wirkung von Luteolumd Natriumpyruvat zu
verstehen. Anhand von Tierversuchen und KliniscB¢ndien kdnnte untersucht
werden, ob sich diese Kombination bei der Behargllureurodegenerativer
Krankheiten als effektiv erweist.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine bisher urbeke Verstarkung der
Toxizitat von Salsolinol in Anwesenheit von GSHdmer Konzentration unter 250
uM aufgezeigt werden. Kinftig sollte aufgeklart wemd welche Verbindungen
wahrend der Koinkubation von Salsolinol in Anwesshhvon GSH in einer
Konzentration unter 25QuM entstehen. Die Verbindungen sollten weiterhin auf
Toxizitat untersucht werden. Zusatzlich sollte gttt werden, ob der erniedrigte
intrazellulare GSH-Spiegel einen Einfluss auf dierdfarkung der neurotoxischen

Eigenschaften von Salsolinol hat.
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6. Zusammenfassung

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass endogéiidgte Neurotoxine an
der Entstehung einer Vielzahl von neurodegenenmatisrkrankungen, wie Alzheimer-
Krankheit oder Parkinson-Krankheit beteiligt seirdnken. Mehrere Studien
bestatigten, dass zu den Faktoren, die das Absted® neuronalen Zellen
begiinstigen, zéhlen oxidativer Stress, mitochotediysfunktion und Abnahme der
antioxidativen Kapazitat der Zelle. QUIN, KYNA un8-HK, Metaboliten des
Kynureninwegs und Salsolinol, ein Dopamin-Derivaterden mit mehreren
Krankheiten des zentralen Nervensystems assozAdst.eine viel versprechende
Therapiemaoglichkeit gegen Neurodegeneration wirdiilesatz von Flavonoiden und
anderen polyphenolischen Verbindungen pflanzlicheéerkunft aufgrund der
antioxidativen Eigenschaften vitro betrachtet.

Um Neurotoxizitdt oder Neuroprotektion gegenubemignin-Metaboliten
zu untersuchen, werden in der neurobiologischen sdhoing aufwendige
Primarzellen-Modelle genutzt. Ziel der vorliegend&rbeit war es ein einfaches,
schnelles und genaues-vitro Zellmodell aus menschlichen SK-N-SH- und SH-
SY5Y-Neuroblastomzellen durch Behandlung mit veletdnen
Differenzierungsfaktoren zu etablieren. Als die &hfkeit einer Zelle veréandernde
Faktoren wurden in der vorliegenden Arbeit Differiemungsfaktoren, wie TNE-
und RA sowie Modulierung des Stoffwechselvorgangslal den Ersatz von Glukose
durch Galaktose im Zellkulturmedium verwendet. Brgebnisse der erfassten Studie
weisen darauf hin, dass zwar eine Differenzieruagleiden Zelllinien mit RA zur
Entwicklung des neuronalen Phanotyps flhrte, aleZdllempfindlichkeit nach der
Behandlung mit Neurotoxinen, Salsolinol und 6-OHB@wie 3-HK im Vergleich zu
unbehandelten Zellen niedriger war. Die Zellvit#liblieb weiterhin nach der Zugabe
von QUIN und KYNA unverandert. Interessanterweisairden die gleichen
Beobachtungen bei den im Galaktose-Medium wachserddiben gemacht.

Um einen mdglichen therapeutischen Einsatz bei éimkr- und Parkinson-
Patienten wissenschaftlich begrinden zu koénnen,devureinige Polyphenole,
Natriumpyruvat und GSH auf die schitzenden Effelgegen die durch
Neurotransmitter-Metaboliten induzierte Neurotobdzi bei humanen SH-SY5Y-

Neuroblastomzellen mittels MTT-Tests und ATP-Lunsizenz-Assays untersucht.
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Es konnte festgestellt werden, dass Luteolin var @®HDA- und 3-HK-
vermittelten Reduktion der Zellvitalitéat schitztadudass zu den daran beteiligten
Schutzmechanismen Erhohung des ATP-Gehaltes, Abmader Caspase-3/7-
Aktivitat und Uberexpression des Bcl-2-Proteins dgeh. Allerdings war Luteolin
nicht in der Lage, einen Schutz vor dem durch Sialsleinduzierten Zelltod zu
liefern. Weder eine Vorinkubation mit anderen Pbkpolen, noch eine gleichzeitige
Inkubation konnten die neurotoxischen Effekte voeuhdtransmitter-Metaboliten in
SH-SY5Y-Zellen unterdriicken. Interessant scheiet Batsache, dass sowohl eine
Vorinkubation als auch eine Koinkubation mit Natnjpyruvat vor 6-OHDA,
Salsolinol und 3-HK-induzierter Apoptose schitzemmte. Zudem war der durch
Natriumpyruvat vermittelte Neuroprotektion signdikt grol3er als die von Luteolin,
was die Ergebnisse des Caspase-3/7-Assays und ades BLISA zeigten. Eine
Kombination von Luteolin und Natriumpyruvat war der Lage, einen besseren
Schutz zu liefern als die Behandlung mit einzeli@&rbstanzen. Die protektiven
Eigenschaften von Luteolin und Natriumpyruvat geédest 6-OHDA- und 3-HK-
Zytotoxizitat in SH-SY5Y-Zellen weisen auf versatéme Wirkmechanismen und die
Eigenschaften hin, die das Eindringen der Substaimzdie Zelle erlauben.

In der vorliegenden Studie wurde auch beobachtets ¢SSH den durch 3-
HK- und 6-OHDA-ausgeldsten Zelltod und die Abnahrdes ATP-Gehaltes
reduziert. Allerdings konnte in der vorliegendenbdit gezeigt werden, dass eine
Inkubation von Salsolinol und GSH in Konzentrationenter 250uM zur Erhéhung
der Apoptoserate in SH-SY5Y-Zellen fuhrte. Die Bedlang mit GSH tber 250M
lieferte einen Schutz vor Salsolinol-induzierteniltde. Ferner konnte mittels HPLC-
Analyse beobachtet werden, dass eine Inkubation Salsolinol und GSH in
Konzentrationen unter 25M zur Entstehung neuer Verbindungen fihrt, verrohtli
Salsolinol-Derivate, die toxischer als Salsolinohds Aufgrund der erhaltenen
Ergebnisse lasst sich sagen, dass Salsolinol ine8emheit von GSH in den
Konzentrationen unter 250M an der Entstehung der Neurodegeneration beteiligt
sein kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnenreBeitrag zur Pathophysiologie

der neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. PsokirKrankheit leisten.
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7. Summary

There is increasing evidence that endogenously ygext! toxins may be
involved in the development of a number of neuredegative diseases such as
Alzheimer’s disease or Parkinson’s disease andtlieamechanisms leading to cell
loss are a combination of oxidative stress, mitochial dysfunction and decrease in
antioxidant defenses. Quinolinic acid (QUIN), kyewmine acid (KYNA) and 3-
hydroxykynurenine (3-HK), metabolites of the kymire pathway and salsolinol, a
derivate of dopamine are thought to be associatddmany central nervous system
diseases. As a promising neuroprotective stratggynat neurodegeneration the use
of flavonoids and other polyphenolic compounds Isgaised by plants is considered,
due to antioxidative properti@s vitro.

However, in neuroscience research in order to testirotoxicity or
neuroprotection against kynurenine-metabolites oplymary cell models are
available. In this investigation we aimed to depel simple, rapid and accurate
cellular in vitro model using immortalized human neuroblastoma logdls, namely
SK-N-SH and SH-SY5Y differentiated by treatmenthmfarious agents. In order to
alter the cell response to the neurotoxins, tuneorasis factor-alpha and retinoic acid
as differentiating agents and modulation of ¢eéular metabolism through changing
the sugar composition from glucose to galactosen@dia were used. Our results
indicated that although retinoic acid-differentati of both cell lines induced the
expression of neuronal features, cell vulnerabilafter exposure to control
neurotoxicants, salsolinol, 6-hydroxydopamine (6E¥) and 3-HK was decreased
in compare to untreated cells and was not influéraier exposure to QUIN and
KYNA. Interestingly, the same observations wereedonthe cells grown in galactose
media.

In order to find a possible therapeutic applicatitn neurodegenerative
disorders, we investigated protective effects ahae@olyphenols, sodium pyruvate
and glutathione on 6-OHDA, salsolinol and 3-HK indd neurotoxicity in obtained
cellular model system, human neuroblastoma SH-Sy&Ns.

We found that luteolin prevented from 6-OHDA andHR- induced cell
viability reduction and that mechanisms involved thre neuroprotective process
include the ability to increase the level of celubhdenosine-&iphosphate (ATP),
decrease caspase-3/7 activity and upregulate Bgpfession. However, luteolin was
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ineffective against salsolinol-induced toxicity MiTT and ATP-luminescence assay.
Neither pre-treatment with flavonoids nor simultang addition had any protective
effects in the 6-OHDA, salsolinor 3-HK induced neurotoxicity. Interestingly, both
pre-treatment and co-treatment with sodium pyruyateiided protection against 6-
OHDA, salsolinolor 3-HK induced apoptosis. Moreover, decrease spase-3/7
activity and ability to elevate Bcl-2 levels by sath pyruvate was found to be more
significant than that of luteolin. The ability afteolin and sodium pyruvate to reduce
toxicity of 6-OHDA and 3-HK in SH-SY5Y cells may lrelated to many different
neuroprotective mechanisms and the capability teate into the cell.

In this study, we also demonstrated that glutaiorhibits cell death and
ATP-depletion caused by 3-HK and 6-OHDA. Howevenexpectedly salsolinol
neurotoxicity toward SH-SY5Y cells was potentiatetliring treatment with
concentrations of glutathione below 2%, whereas glutathione concentrations
above 250uM resulted in protection against salsolinol inducelironal cell death.
We also report that the incubation of salsolinad &ow concentrations of glutathione
led to increased apoptosis. We also report thairttebation of salsolinol and low
concentrations of glutathione leads to formation noivel compounds, probably
salsolinol derivates, which are more toxic tharsaaiol. Hence, salsolinol in the
presence of low glutathione concentration may halued in neurodegeneration.
These data may provide new promising insights itlie pathophysiology of

neurodegenerative disorders such as Parkinsoréashis
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