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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der Lysophospholipide Lysophosphatidsdure (LPA),
Sphingosin-1-phosphat (S1P) und Lysophosphatidylcholin (LPC) auf murine Mikroglia
untersucht. S1P und LPA fiihren in Mikroglia zu einem transienten Calciumanstieg. Auslosbar
ist dieser ab einer LPA-Konzentration von 0,1 uM. Es wurde gezeigt, dass dieser LPA-induzierte

Ca”"-Anstieg durch die Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern zustande kommt.

Im Gegensatz dazu konnte LPC ab einer Konzentration von 10uM eine Ca’"-Antwort in
Mikroglia auslésen, die zusitzlich zu dem schnellen initialen Ca®*-Anstieg eine verlingerte,
plateauférmige Komponente besaB. Diese Form der Ca**-Antwort entsteht durch den Einstrom
von Ca”" {iber die Zellmembran aus dem Extrazellulirraum iiber nicht selektive Kationenkanile.
Diese Kanile konnten durch 100uM Gadolinium beziehungsweise 100uM Lanthan blockiert
werden und so einen LPC-induzierten Ca**-Anstieg inhibieren. Zusitzlich fithren LPA und LPC

zu einem pHj-Abfall in muriner Mikroglia.
Abstract

In this thesis, I analyzed the action of lysophospholipide, lysophosphatid acid (LPA), sphingosin-
1-phosphate (S1P) and lysophosphatidylcholin(LPC) on murine microglia. S1P and LPA induced
a transient increase of calcium in the microglia, with a treshhold LPA concentration of 0.1 uM. I
could clearly demonstrate, that this LPA-induced Ca*" increase is mediated by the release of
Ca®" from intracellular stores. In contrast, LPC could induce a Ca*" response in microglia
starting at a concentration of 10pM, which was characterized in addition to a fast, initial Ca*"
increase by a prolonged component with a final plateau phase. This type of Ca®" response was
mediated by an influx of Ca®" through the cell membrane from the extracellular space via non-
selective cation-channels. These channels could be blocked by 100uM gadolinium respectively
by 100uM lanthan, which inhibited a LPC-induced Ca**-influx. LPA and LPC lead to a pH;-
decrease in murine microglia.
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1 Einleitung

1.1  Mikroglia

Mikrogliazellen sind die ortsstindigen Makrophagen des Gehirns. Makrophagen gehdren zu den
phagozytierenden Zellen, die neben der Phagozytose auch zur Antigenpridsentation und
Zytokinfreisetzung befdhigt sind. In der Gruppe der Phagozyten befinden sich neben den im Blut
zirkulierenden Makrophagen die ortsstindigen Kupffer-Stern-Zellen in der Leber, die
Osteoklasten im Knochengewebe und die Alveolarmakrophagen in der Lunge, die allesamt
aufgrund ihres gemeinsamen Ursprunges sehr &hnliche immunologische und funktionelle
Eigenschaften aufweisen. Die Funktion der Mikroglia besteht in der immunologischen

Uberwachung des zentralen Nervensystems (ZNS).

Entdeckt wurden die Mikrogliazellen Ende des 19. Jahrhunderts, in ihrem funktionellen und
entwicklungsbiologischen Zusammenhang zutreffend beschrieben wurden sie erstmals zu
Beginn des 20. Jahrhunderts von Pio del Rio-Hortega, der Mikroglia als eine eigene Spezies der
Gliazellen erkannte (del Rio-Hortega 1932).

Entwicklungsbiologisch entstammt sie dem Mesoderm und gehort dem mononukleédren,
phagozytierendem System an. Die hamatopoetischen Vorlduferzellen (beziehungsweise
Monozyten), zirkulieren im Blut und wandern wéahrend der Embryonalentwicklung ins
Parenchym des ZNS ein (Eglitis et Mezey 1997; Hickey et Kimura 1988). In dieser Phase besitzt
die Mikroglia eine amoboide Zellform, bei der das Zellsoma abgerundet ist und die Zelle keine
Rami aufweist. Diese Zellform ist ein Zeichen sowohl fiir ihre Migrationsfahigkeit als auch fiir
thre Aktivierung im Rahmen der ZNS-Reifung und -Formung, an der sie dahingehend beteiligt
ist, als dass sie {iiberfliissige, apoptotische Neurone phagozytiert. Erst postnatal gehen die
Mikrogliazellen im gesunden Gehirn in den ruhenden, ramifizierten Zustand iiber (Compston et

al. 1997).

In diesem ruhenden Zustand unterstiitzt die Morphologie die Immunkompetenz der Zellen, da sie
mit Auspriagung zahlreicher Rami auftreten, wodurch eine einzelne Zelle einen Durchmesser des
Gehirnparenchyms von 30-40 pm abdeckt, so dass sie Anderungen nicht nur der unmittelbaren

Umgebung wahrnehmen kann.



Mikrogliazellen sind zahlenméBig mit Neuronen vergleichbar und machen in etwa 15 % aller im
ZNS befindlichen Zellen aus. Die im ZNS vorherrschende Zellart bilden die Astrozyten. Durch
den engen Zellkontakt wird angenommen, dass die Astroglia-Mikroglia-Interaktion eine
wichtige Rolle in der Funktionsweise der Mikrogliazellen spielt, zum Beispiel durch die
Freisetzung 16slicher Faktoren aus der Astroglia (Schilling et al. 2001). Das gesunde ZNS stellt
eine immunprivilegierte Zone dar, da die Blut-Hirn-Schranke, die von hochspezialisierten
Endothelzellen und Astrozyten gebildet wird, ein Eindringen von im Blut zirkulierenden
Zytokinen und Lymphozyten verhindert. Dieses Immunprivileg schiitzt einerseits das ZNS vor
schiadigenden Einfliissen, andererseits kann das Zusammenbrechen der Blut-Hirn-Schranke -
zum Beispiel nach Traumata oder Infektionen - einen Angriff von Immunzellen, vor allem
Lymphozyten ermoglichen. Dieses kann dann zu starken (Auto-) Immunreaktionen fiithren, da
Strukturen des ZNS, die durch das Immunprivileg vor deren Erkennung und immunologischen
Toleranzentwicklung geschiitzt waren, plotzlich als fremd erkannt werden, was zu einer
massiven Entziindung und Zerstérung von Neuronen beziehungsweise Myelin (wie bei Multipler

Sklerose) flihren kann.

1.2 Aktivierung von Mikroglia

Die im gesunden Gehirn ruhende Mikroglia kann bei Eintreffen schadigender Ereignisse fiir das
Gehirn in kiirzester Zeit aktiviert werden. Wihrend des Aktivierungsprozesses gehen
Anderungen wie zum Beispiel die Reorganisation des Zytoskeletts und die Expression von

membranstidndigen Molekiilen von statten.

Am deutlichsten kann man die Aktivierung anhand der Anderung der Morphologie erkennen,
denn die Zellen konnen innerhalb kiirzester Zeit die Rami zuriickbilden und das Zellsoma
verdicken, bis sie komplett abgerundet sind. In dieser Form sind die Zellen zur Migration

befdhigt und kdnnen sofort zum Ort der Schadigung gelangen.

Im nédchsten Schritt der Aktivierung folgen die Expression beziehungsweise Hochregulation
einer Reihe von membranstindigen Rezeptoren. Zu den bedeutendsten zdhlen die
antigenprasentierenden MHC Klasse-I- und MHC Klasse-II- sowie verschiedene
Adhidsionsmolekiile.  Gleichzeitig  sezerniert die  Mikroglia eine  Vielzahl von

proinflammatorischen Substanzen, die fiir die Abwehr zusténdig sind. Dabei kommt es nicht nur



zur para- sondern auch zur autokrinen Stimulation. Eine Auswahl der Rezeptoren und

Sekretionsprodukten ist in Tabelle 1 dargestellt.

Die nach einem schiadigenden Ereignis im ZNS freigesetzten Zytokine und Chemokine tragen

unter anderem auch zum Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke bei, was das Einwandern von

Lymphozyten, Monozyten und Neutrophilen Granulozyten ermdglicht. Mikrogliazellen z&hlen

zu den antigenprisentierenden Zellen, die pathogenes Material phagozytieren, prozessieren und

als Antigen CD4- oder CD8- positiven T-Zellen mit Hilfe der Histokompatibilitdtsmolekiile

MHC I und II présentieren koénnen. Die exprimierten Adhdsionsmolekiile unterstiitzen den

Zellkontakt zu Lymphozyten, Granulozyten oder Mikroglia. Kostimulatorische Molekiile der

Mikroglia verstiarken weiterhin die T-Zellaktivierung.

Tabelle 1: Zellmembran-Rezeptoren und Sekretionsprodukte der Mikroglia (modifiziert

nach Rock et al. 2004)

Zellmembranrezeptoren

Sekretionsprodukte

Adhiésionsmolekiile
Ig Fc Rezeptoren

MHCI & 11
CD4-Rezeptoren

Cytokine

IL-1, IL-6, TL-10, TL-12, TL-16, IL-
23, TNF- o, TGF- B

Chemokine

Freie Radikale

ICAM-1 Superoxid, NO
Integrine Eicosanoide
Komplementrezeptoren Leukotriene
Cytokin-/ Chemokinrezeptoren Wachstumsfaktoren
IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-16 Komplementfaktoren
TNF- a Cl1,C3,C4

M-CSF, GM-CSF

CD14-Rezeptoren

Mannose-Rezeptoren

Purinerge Rezeptoren

Opioid-, Cannabinoid- und
Benzodiazepin- Rezeptoren
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In der Abfolge kommt es zur Stimulation der Proliferation, indem z. B. die Expression von M-
CSF- und GM-CSF-Rezeptoren erh6ht wird. Durch Freisetzung von M-CSF durch die Mikroglia
selbst kommt es zur autokrinen Stimulation. Innerhalb kurzer Zeit beginnt die mitotische
Aktivitdt, die zusammen mit der Migration einen Anstieg der Zellzahl bis auf das Fiinffache nach

sich zieht.

Der bei Schiden des ZNS hervorgerufene neuronale Zelltod birgt die Gefahr der Ausbreitung des
geschidigten Areals, da aus absterbenden Neuronen toxische Substanzen in die Umgebung
gelangen konnen. Deshalb ist es wichtig, dass Mikrogliazellen zu phagozytierenden Zellen
transformieren und die vorhandenen Zelltrimmer beseitigen. Interessanterweise unterscheidet
sich die Beseitigung von Zelltrimmern in grauer und weiller Substanz im Zeitraum, den die
phagozytierenden Zellen bendtigen: einige Tage in der grauen und bis zu Jahren in der weillen

Substanz (Raivich et al. 1999).

1.3 Mechanismen der Mikrogliaaktivierung/ Rolle der Mikroglia bei Erkrankungen

Die Mikrogliaaktivierung bei ZNS-Schaden durchliuft je nach Ursache in spezifischer Form die
im vorigen Kapitel beschriebenen Phasen. Als Ursachen kommen Infektionen durch Viren,
Bakterien, Parasiten, Pilze oder Prione, autoimmunologische Entziindungen, Traumata,
ischdmische Insulte oder neurodegenerative Prozesse in Frage. Eine Auswahl neurotroper

Infektionserreger ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Erreger neurologischer Infektionen (modifiziert nach Rock et al. 2004)

Viren Bakterien
Retrovirus: HIV Mycobacterium tuberkulosis
Herpesviren: Herpes Simplex Virus, Treponema pallidum

Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus

Enteroviren: Polio-, Coxsackie-, Borrelia burgdorferi
Echovirus

Rabiesvirus Leptospiren
Mumpsvirus Brucellen
Masernvirus Rickettsien
Rételnvirus Mycoplasmen
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Pilze Parasiten
Cryptococcus neoformans Toxoplasma gondii
Candida Trypanosoma
Aspergillus Entamoeba histolytica
Prione Echinococcus
Schistosoma

Im Folgenden sollen einige der erregerbedingten Erkrankungen néher beleuchtet werden.

Der HIV- assoziierten Enzephalitis geht eine Infektion der Mikrogliazellen mit dem Retrovirus
HI voraus. Aufgrund dessen, dass das Virus ausschlieflich CD4- positive T-Zellen und
mononukledre Phagozyten befillt, sind die Mikrogliazellen die einzigen Zellen des ZNS, die
infiziert werden. Neurone werden nicht befallen. Der Infektionsweg erfolgt iiber Makrophagen in
den HirngefaB3en und perivaskuldre Makrophagen. Die befallenen Mikrogliazellen fusionieren zu
mehrkernigen Riesenzellen, die Zellkndtchen bilden. Die Sekretion neurotoxischer Substanzen
der Mikroglia (siche Tabelle 1) verursacht den neuronalen Zellverlust, obwohl auch
nachgewiesen werden konnte, dass die neuroprotektive Féhigkeit der Mikroglia in frithen Phasen
der HIV-Erkrankung die Entwicklung einer Demenz verzégern. Die HIV- Enzephalitis kann in
der Spatphase die Ursache fiir vielfaltige neuropsychologische Defizite bis hin zur Ausprigung

einer Demenz sein.

Ein Beispiel fiir die Mikrogliaaktivierung durch eine bakterielle Infektion sei Streptococcus
pneumoniae. Pneumokokken fiihren zwar nicht zu einer Enzephalitis mit Beteiligung des
Gehirnparenchyms, aber sie stellen die hdufigsten Erreger der Meningitis mit einer hohen
Mortalitit von 30% dar. Die Erreger sind am haufigsten im Subarachnoidalraum lokalisiert. Die
freigesetzten Zyto- und Chemokine konnen jedoch Mikroglia und Astrozyten, die entlang der
Blut-Hirn-Schranke lokalisiert sind, aktivieren. Pneumokokken sind auch in der Lage, die Blut-
Hirn-Schranke zu iiberwinden und somit direkt mit den Immunzellen in Kontakt zu treten. Diese
starten daraufhin die oben beschriebene Aktivierungskaskade mit Freisetzung neurotoxischer
Zytokine und die Rekrutierung von Lymphozyten. Die Neurotoxizitét ldsst sich am ehesten auf
die Induktion von NO-Synthase (iNOS) zuriickfiihren, welche fiir die Produktion von NO-
Radikalen verantwortlich ist. Radikale haben einen stark toxischen Effekt, sie sind fahig, Lipide,
Proteine und DNA zu zerstéren und damit Bakterien zu eliminieren aber auch neuronale Zellen

zu zerstoren. Die Pneumokokken sind ebenfalls in der Lage, direkt Apoptose in Neuronen durch
12



Freisetzung apoptoseinduzierender Faktoren zu induzieren. Die schlechte Prognose der
infizierten Patienten ist durch den neuronalen Zelltod und die Entstehung eines intrazerebralen

Odems zu erklaren.

Auch in der Pathophysiologie von Apoplexien scheinen Mikrogliazellen eine wichtige Rolle zu
spielen. Es wird die globale von der fokalen Ischdmie unterschieden. Erstere kommt durch ein
embolisches Geschehen der hirnversorgenden Gefdfle, beispielsweise der A. cerebri media
zustande, letztere durch Ischdmie in einem lokal begrenzten Areal. Die Mikrogliazellen werden
nach einer globalen Ischdmie innerhalb von Minuten aktiviert und erreichen das Maximum im
geschidigten Hippokampus innerhalb von vier bis sechs Tagen (Stoll et al. 1998). Die
Aktivierung lduft mit dhnlichem Muster wie bei anderen entziindlichen Prozessen ab: in
Anwesenheit sterbender Neurone beginnen die Mikrogliazellen zu proliferieren,
Oberflichenmolekiile ~ hochzuregulieren = (Kato ~ 2001), zu  phagozytieren = und
antigenprasentierende MHC-I- und -II-Molekiile zu exprimieren. In dieser Phase sind die
residenten Mikrogliazellen immunophdnotypisch nicht mehr von den zirkulierenden
Makrophagen zu unterscheiden (Kreutzberg 1996), die durch den Zusammenbruch der Blut-
Hirn-Schranke zeitlich verzogert in das geschiadigte Hirnparenchym einwandern. Bei der fokalen
Form der Ischdamie spielt die Rekrutierung peripherer Makrophagen eine groflere Rolle als bei
der globalen Ischidmie, bei der die aus der Penumbra eingewanderte Mikroglia die dominierende
Zellart darstellt (Stoll et al. 1998). Bis heute gibt es unterschiedliche Aussagen zum
therapeutischen Nutzen der Inaktivierung von Mikrogliazellen, so dass dies ein Thema weiterer

Untersuchungen sein wird (Kumar et Evans 1997; Wang et al. 2002).

Eine weitere Erkrankung, bei der die Aktivierung der Mikroglia eine Rolle spielt, ist die Multiple
Sklerose. Die Atiologie der Multiplen Sklerose (MS) ist nicht vollends aufgeklirt. Einige
Wissenschaftler halten eine virale Genese (Gilden 2005), andere einen primédren
autoimmunologischen Prozess fiir die Ursache der Erkrankung. Pathophysiologisch kommt es
zur Demyelinisierung von Axonen durch ins ZNS eingewanderte T-Lymphozyten, die zur
nachfolgenden Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen flihren. Dabei kommt es zur
Hochregulierung von Molekiilen zur Antigenprisentation, zum Myelinabbau und zur Produktion
von  Sauerstoffradikalen. = Mikroglia  synthetisiert  auBerdem  Komponente  der
Komplementkaskade, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Neurotrophine, chemotaktische Molekiile
und apoptose-induzierende Substanzen. Diese Substanzen regulieren gegenldufige Prozesse wie
die Schiadigung des Myelins, der Axone und Oligodendrozyten aber auch die Reparatur der

weillen Substanz durch Mikroglia und Makrophagen in Zusammenspiel mit Lymphozyten
13



(Raivich et Banati 2004). Die Aktivitit der Mikroglia/Makrophagen scheint mit dem
Voranschreiten der Krankheit und dem Auftreten neurologischer Defizite zu korrelieren (Banati
et al. 2000). Klinisch zeichnen sich die Defizite durch spastische Paresen, zerebelldre Ataxien
(der so genannte Charcot-Trias: Nystagmus, Intentionstremor, skandierende Sprache),
Retrobulbérneuritis, Hirnstamm- und spinale Symptome und im spiten Krankheitsverlauf durch

psychische Symptome ab.

Aus den vorigen Abschnitten geht hervor, welch grofe Bedeutung die Herstellung und
Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen den neurotoxischen und neuroprotektiven
Eigenschaften der Mikrogliazellen zukommt. Bei jeder Abwehrreaktion gegen Fremdstoffe im
Gehirn werden neben den pathologischen Materialien auch Neurone geschidigt. Es wird zum
Wohle des gesamten ZNS ein Verlust in einem begrenzten Areal in Kauf genommen.
Unterstiitzend fiir Neurone werden daneben auch neurotrophe und antiinflammatorische

Substanzen wie TGF-f3 und IL-10 von aktivierter Mikroglia freigesetzt (Raivich et al. 1999).

1.4  Lysophospholipide

Lysophospholipide sind bioaktive Lipidmediatoren, die auf unterschiedlichste zelluldre
Funktionen wirken konnen: Proliferation, Differenzierung, Migration, Adhésion, Invasion und
Morphogenese. Diese Funktionen beeinflussen eine Vielzahl biologischer Prozesse wie

Neurogenese, Angiogenese, Wundheilung, Immunvorgédnge und Karzinogenese.

1.4.1 Biochemische Eigenschaften

Lysophospholipide zdhlen zur Spezies der Lipide, vergleichbar mit den Phospholipiden
(Phosphatidylcholin oder Sphingomyelin), die die Zellmembran der Sdugetiere bilden. Beispiele
aus der Gruppe der Lysophospholipide seien unter anderem die Lysophosphatidsdure (LPA),
Sphingosin-1-phosphat (S1P), Lysophosphatidylcholin (LPC) und Sphingosylphosphorylcholin
(SPC). Sie besitzen eine gemeinsame chemische Grundstruktur, die sich aus einem Glycerol-
oder Sphingoidgrundgeriist und einer Acylkette variabler Lédnge und Séttigung zusammensetzt

(Abbildung 1).
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Abbildung 1 Strukturformeln fiir Lysophosphatidsdure und Sphingosin-1-phosphat (aus
Fukushima et al. 2001)

LPA wird in erster Linie von aktivierten Thrombozyten gebildet. An der LPA-Produktion sind
verschiedene Enzyme beteiligt, zu ihnen zdhlen die Phospholipase A, Lysophospholipase D und
Autotaxin. Es kann aber auch als Abbauprodukt mittels Lysophospholipase entstehen. Im Serum
ist LPA an Albumin, low-density lipoproteins (LPL) oder an andere Proteine gebunden, die es
vor dem enzymatischen Abbau schiitzen (Pages et al. 2001). An der Zelle wirkt das LPA iiber

spezifische Rezeptoren, die so genannten LPA -LPA4 Rezeptoren.

S1P wird ausschlieBlich aus Sphingosin durch die Sphingosinkinase synthetisiert und durch die
S1P-Lyase oder -Phosphatase degradiert (Yatomi et al. 2001; Spiegel et Kolesnick 2002). Auch
die Produktion von S1P wird hauptsdchlich durch Thrombozyten gewdihrleistet, in denen die
S1P-Kinase, jedoch nicht die S1P-Lyase nachgewiesen werden konnte. S1P-Rezeptoren wurden
molekulargenetisch identifiziert und werden als S1P;-S1Ps Rezeptoren bezeichnet (Ishii et al.
2004). Des Weiteren wird angenommen, dass es einen Rezeptor geringer Affinitit fiir S1P gibt
(GPR12). SIP besitzt neben der extrazelluldr vermittelten Wirkung auch die Eigenschaft eines
intrazelluldren second messengers, der, &dhnlich wie Inositol-3-phosphat, Calcium aus

intrazellularen Speichern mobilisieren kann (Meyer zu Heringdorf 2004).
Sowohl die LPA- als auch die S1P-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die je
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nach G-Protein (Gio, Gq, Gi213, Gs) unterschiedliche Signalkaskaden inniziieren. Dadurch
kommt es zur Regulierung der DNA-Synthese, der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK),
der Adenylatcyclase (AC), der Phospholipase C (PLC), dem intrazelluldren Calcium, Rho, Rac,
Ras und der Phosphatidylinositol-3-kinase. Eine genaue Beschreibung der Rezeptoren, seiner

Signalkaskaden und deren Vorkommen ist im Review von Ishii et al. (2004) nachzulesen.

LPC wird aus Phosphatidylcholin mit Hilfe der Phospholipase A, gebildet. Im Gegensatz zu
LPA und S1P, die im Serum in einer Konzentration zwischen 1 und 5 pM vorkommen (Okajima
2002; Baker et al. 2001), tritt LPC in einem Konzentrationsbereich bis zu 180 uM auf (Xu 2002;
Kabarowski et al. 2002). LPC wirkt an der Zelle auf zwei verschiedene Arten: zum einen
unspezifisch iiber einen mechanosensitiven Effekt an der Membran, zum anderen iiber
Rezeptoren, an die neben SPC auch LPC binden kann (OGR1, GPR4 und GPR 12). Zusitzlich
wurde ein Rezeptor mit hoher Affinitit zu LPC entdeckt (G2A) (Xu et al. 2000; Zhu et al. 2001;
Ignatov et al. 2003).

1.4.2 Biologische Eigenschaften

Fiir Lysophospholipide sind eine Reihe von biologischen Effekten auf die unterschiedlichsten
Zellarten beschrieben worden. Eine Auswahl der am meisten erforschten Effekte ist in Tabelle 3

zusammengefasst.

Das Nervensystem ist einer der Hauptorte fiir die Expression von Lysophospholipid-Rezeptoren.
Sie besitzen einen Einfluss auf den Entwicklungsprozess des ZNS wie beispielsweise auf die
Neurogenese, neuronale Migration, Neuritogenese und Myelinisierung (Contos et al. 2000;
Fukushima et al. 2001; Weiner et al. 1998). Lysophospholipide haben einen Effekt nicht nur auf
Mikrogliazellen, sondern auch auf Neurone, Oligodendrozyten, Schwann-Zellen und Astrozyten

(Ye et al. 2002).

Setzt man neuronale Zellen LPA aus, reagieren diese mit einem schnellen Riickzug von
Zellausldufern und mit einer Zellabrundung, welche durch die Polymerisation des Aktin-
Zytoskeletts zustande kommt. Dieser Vorgang wurde als erstes von Tigyi et al. (1992) an einer
neuronalen Zelllinie beschrieben. Die funktionelle Bedeutung dieses Vorgangs liegt in der
Migration und dem Entstehen axonaler Verbindungen zwischen Neurone wihrend der

Differenzierung des ZNS. Im Gegenzug dazu konnte aber auch gezeigt werden, dass das Protein
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PRG-1 (plasticity-related-gene-1) LPA abbaut und so in Phasen der Regeneration wie

beispielsweise nach Hirntraumata zu einem Wachstum von Zellausldufern in Neurone fiihrt

(Bréuer et al. 2003).

Tabelle 3: Biologische Eigenschaften von LPA und S1P (modifiziert nach Moolenaar et
al. 2004; Xu 2002)
Effekte von LPA und S1P Zellarten
Zellproliferation viele Zelltypen
Schutz vor Apoptose Schwann Zellen, Makrophagen, T-
Lymphoblastom-Zellen
Zellmigration viele Zelltypen

Thrombozytenaggregation

Zellkontraktion

glatte Muskelzellen, Myofibroblasten

Chlorid-vermittelte Membrandepolarisation

Fibroblasten, Neuroblasten

Zellabrundung, Einziehen von Neuriten

Neuroblastomzellen, PC 12 Zellen, kortikale
Neuroblasten, primédre Neurone, Astrozyten

Invasion von Tumorzellen

Carcinome, Hepatome, T-Lymphomzellen

Wundheilung

Haut, Gastrointestinaltrakt

Wachstum und Faltung des cerebralen Cortex

Entstehung von Arteriosklerose

Gefale
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2 Material & Methoden

2.1  Mikrogliazellkultur

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden entweder primire murine Mikroglia
oder Zellen der murinen Mikrogliazelllinie BV-2 verwendet. Die BV-2 Zellen zeigten in den
Experimenten keine Unterschiede zu kultivierter primdrer Mikroglia. IThr Vorteil besteht in ihrer
leichteren Verfiigbarkeit, der hohen Zellzahl als auch in einem geringeren Verbrauch an Tieren

zu experimentellen Zwecken.

Die murinen Mikrogliazellen wurden aus neonatalen NMRI-Méusen (P2-P4) (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland) gewonnen. Nachdem die Dura mater und der Hippokampus von den
GroBhirnhemisphdren entfernt wurden, erfolgten die Zerkleinerung des GroBhirns und eine
anschlieBende Inkubation mit 0,125% Trypsin in Nahrmedium (Hank’s balanced salt solution,
HBSS) fiir 15 Minuten bei 37°C. Um eine vollstindige Zelllyse zu erreichen, wurden die Zellen
zusdtzlich mechanisch mit einer Pasteurpipette bearbeitet. Dabei enthielt das Ndhrmedium 200 U
Desoxyribonuklease (DNAse). Die Einzelzellsuspension wurde in einer Dichte von 2 — 4 x 10°
Zellen pro 10 ml Medium in Kulturflaschen gegeben. Das Medium, Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Deutschland), enthielt zusétzlich 30% L929-
Fibroblastenkulturiiberstand, was als wirksame Substanz Makrophagen-Koloniestimulierenden
Faktor (M-CSF) enthélt, 10% fetales Kélberserum (FCS, Gibco, Deutschland), Glutamin und

Penicillin/Streptomycin. In der ersten Woche wurde das Medium zwei Mal ausgetauscht.

In den folgenden 10-14 Tagen bildete sich eine adhdrente Astrozytenzellschicht am Boden der
Kulturflaschen. Um die weitaus weniger adhdrenten Mikrogliazellen zu gewinnen, wurden die
Kulturflaschen auf einem Schiittler fiir 30 Minuten vorsichtig gertittelt. Die abgelosten
Mikrogliazellen wurden mit dem Ndhrmedium entnommen, zentrifugiert, in DMEM
resuspendiert und als Sekundirkultur angelegt. Etwa 30 000 Mirkogliazellen wurden auf ein
sterilisiertes und gereinigtes Glaspléttchen in 24-well-Platten pipettiert. Bis zur experimentellen

Verwendung wurden die Kulturen im Inkubator bei 37°C und 5% CO, aufbewahrt.

Zellen der Zelllinie BV-2 wurden ebenfalls im Inkubator bei 37°C und 5% CO, in dem
Nahrmedium DMEM mit 10% FCS 40F kultiviert. Zwei Mal wochentlich wurden die Zellen

geteilt, dabei wurden die Kulturflaschen, die etwa 20 x 10° Zellen der adhirenten Zelllinie
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enthielten, zwei Mal mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen. Daraufthin wurden die
Zellen in 5 ml PBS mithilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden in Suspension gebracht und
anschlieBend 3 Minuten bei 600 U/min und 37°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und der Zellpellet mit 1 ml DMEM resuspendiert. Nach dem Auszéhlen der Zellen mithilfe einer
Zihlkammer wurden 2x10° Zellen in 20 ml neues Nahrmedium in 100 ml-Kulturflaschen
angesetzt. Die fiir die Experimente bestimmten Zellen wurden in 24-well-Platten auf gereinigte
und sterilisierte Glasplédttchen zu 1000-3000 Zellen pro Plittchen mit 500 ul DMEM ausplatiert,

die nach zwei bis sechs Tagen fiir die Experimente benutzt werden konnten.

2.2  Messldsungen

Die auf den Glasplittchen adhdrenten Mikrogliazellen wurden wihrend der Experimente mit
einer calciumhaltigen Ringerlosung superfundiert (130 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM HEPES, 8
mM D-Glukose, 2 mM CaCl, und 1 mM MgCl,).

In einigen Experimenten wurde calciumfreie Ringerlésung verwendet, in der die Calciumionen
durch Magnesiumionen substituiert und der Calciumpuffer EGTA hinzugefiigt wurde (130 mM
NaCl, 5 mM KCI, 10 mM HEPES, 8 mM D-Glukose, 2 mM EGTA, 5 mM MgCl,).

Fir die Kalibrierung des Calciumsignals war es notwendig, eine maximal calciumhaltige
Ringerldsung herzustellen. Diese setzte sich aus 130 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM HEPES, 10
mM CaCl; und 5 mM MgCl, zusammen.

Der pH-Wert der Losungen wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Die Osmolaritdt wurde mit

einem kryoskopischen Osmometer {iberpriift und gegebenenfalls auf 280 mosmol/kg korrigiert.

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.3  Pharmakologie

Zur pharmakologischen Charakterisierung der intrazelluldren Calcium- und pH-Anderungen in
Mikrogliazellen wurde die Wirkung verschiedener Substanzen untersucht. Diese wurden
entweder in das Messschilchen, in dem sich das Glaspléttchen mit den Mikrogliazellen befand,

pipettiert (50-100 pl auf 900-950 ul Messlosung) oder iiber ein Zuflusssystem eingewaschen, so
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dass die komplette Messlosung ausgetauscht wurde. Eine Absaugung sorgte fiir ein gleich

bleibendes Fliissigkeitsniveau. In Tabelle 4 sind alle verwendeten Substanzen aufgelistet.

Tabelle 4 Experimentell eingesetzte Substanzen.
Substanz Konzentration Losungsmittel
Lysophospholipide
LPA (L-Oleoyl-Lysophosphatidic 0,001 — 10uM Aqua dest.
acid)
S1P (Sphingosin-1-phosphat) 5uM Aqua dest.
LPC (Lysophosphatidylcholin 1-100 uM Aqua dest.
bovin)
LPC (Lysophosphatidylcholin 15 uM Aqua dest.
palmitoyl)

Calcium-Imaging-Experimente

Thapsigargin 1 uM DMSO
Ionomycin 10 uM DMSO
Lanthan (LaCl;*7 H,0) 0,1 - 1mM Aqua dest.
Gadolinum (GdCIs*6 H,0) 0,1 - 1mM Aqua dest.
Ginkgolide B BN52021 10 uM DMSO
pH-Imaging-Experimente

DPI (Diphenyleneiodonium) 1 -10uM DMSO

Es wurde die Wirkung von Lysophosphatidsdure (LPA), Sphingosin-1-phosphat (S1P) und
Lysophosphatidylcholin (LPC) auf Mikroglia untersucht. Die Stammldsungen dieser Substanzen
wurden jeweils mit Aqua dest. und 50 mg/ml Albumin (fettsdurefreies bovines Serumalbumin,
BSA) in einer Konzentration von 10 mM angesetzt und bei —20°C gelagert. Fiir die Messungen
wurde die Stammlosung in die jeweils bendtigte Endkonzentration in Ringerlosung weiter
verdiinnt. Da es sich bei diesen Substanzen um stark lipophile Losungen handelt, wurden sie vor

der Verwendung zur besseren Loslichkeit fiir 10 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben.

Alle nicht hier aufgefiihrten und im Text genannten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich,

Steinheim, Deutschland bezogen. Die iibrigen Quellen sind in Tabelle 5 genannt.
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Tabelle 5 Bezugsnachweis der verwendeten Chemikalien

Bezugsfirma Substanz
Merck, Darmstadt, Deutschland D-Glucose
Fura-2AM
Molecular Probes, Leiden, Niederlande Pluronséure
BCECF
FCS
Gibco, Karlsruhe, Deutschland
DMEM

2.4  Fluoreszenzimaging

2.4.1 Physikalische Grundlagen

Der Begriff Fluoreszenz ist definiert als Licht, welches von Molekiilen absorbiert und zu einem
bestimmten Teil mit Verzogerung wieder abgegeben wird.

Abbildung 2 zeigt das Prinzip der Fluoreszenzstrahlung. Das Farbstoffmolekiil wird von Licht
einer bestimmten Wellenldnge angeregt, dabei hebt die Energie des absorbierten Photons ein
Elektron von einem bestimmten Energieniveau auf ein hoheres: das Molekiil geht vom Grund-
(Eo) in den angeregten Zustand (E,) liber. Dieser dauert nur wenige Pikosekunden (10"% 5), dann
fallt das Molekiil, noch immer in angeregtem Zustand, auf ein niedrigeres Energieniveau (E;).
Nach weiteren Nanosekunden (10 s) fillt das Molekiil spontan in den Grundzustand zuriick.

Bei diesem Sprung bilden die emittierten Photonen die Fluoreszenzstrahlung.
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Abbildung 2 Energieniveauschema (modifiziert nach Deitmer)

Die absorbierte Energie (E,bs) ergibt sich aus der Differenz von E; — E,, die emittierte Energie
(Eem) aus der Differenz von E; — E. Die Energie des absorbierten Photons ist also grof3er als die
des emittierten. In Gleichungen 1 errechnet sich die Energie eines Photons aus der Frequenz des

Lichts und dem Plankschen Wirkungsquantum. Setzt man fiir die Frequenz das Produkt aus

Gleichung 2 ein, ergibt sich Gleichung 3.

Gleichung 1 E... Energiec des Photons, #A... Plancksches Wirkungsquantum,
f... Frequenz des Lichtes
f=cli

Gleichung 2 Betrachtet man das Photon als Welle, dann ist ¢ die Lichtgeschwindigkeit.
A...Wellenlidnge

E=hx%c/A

Gleichung 3
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Demzufolge ist bei einer hoheren Energie eines Photons die Wellenlidnge geringer. Damit ist die
Wellenldinge  des  emittierten =~ Photons  groBer als die des  absorbierten
(Aem > Aaps). Diese Verschiebung der Wellenldnge wird Stokes-Shift genannt und bildet die
Voraussetzung zur experimentellen Unterscheidung des emittierten Fluoreszenzsignals von der

Anregung (Deitmer et al. 2000).

2.4.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind Fura-2AM (Ca*"-sensibel) und

BCECF-AM (pH-sensibel).

Das jeweilige Fluoreszenzsignal besitzt ein Intensititsmaximum bei einer bestimmten
Anregungswellenldnge. In Abbildung 3 ist ein solches Spektrum fiir den Farbstoff Fura-2AM
dargestellt, in Abbildung 4 fiir BCECF.

Bindet das Fura in der Zelle an Calcium, dndert es seine Konformation und damit sein
Anregungsmaximum. Calciumgebundenes Fura besitzt das Anregungsmaximum nahe 340 nm,
calciumfreies Fura hingegen zwischen 360 und 380 nm (Abbildung 3). Im experimentellen
Aufbau wurden zur klaren Unterscheidung beider Maxima die Anregungswellenldngen bei 340
und 380 nm gewdhlt. Diese Eigenschaft ldsst sich fiir die Kalibrierung und Berechnung absoluter
Calciumkonzentrationen zu Nutze machen. Das Maximum des Emissionspektrums fiir Fura
befindet sich zwischen 505 und 512 nm, fiir dessen Bereich die spezifischen Filter

lichtdurchléssig sind.
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Abbildung 3 Anregungsspektrum  der  calciumfreien  (gestrichelte  Linie)  und
calciumgebundenen (durchgezogene Linie) Form des Fura-2AM
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Abbildung 4 Anregungs- oder Exzitationsspektrum von BCECF bei unterschiedlichen pH-
Werten (modifiziert aus dem Handbuch von Molecular Probes)
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BCECF AM ist ein pH-sensitiver Farbstoff, der seine Fluoreszenzintensitit in Abhéngigkeit vom
pH-Wert bei einem Anregungsmaximum von 490 nm &ndert. Als zweiten Messpunkt fiir die
ratiometrische Messung wéhlt man den isobestischen Punkt bei 440 nm. Am isobestischen Punkt
zeigt der Farbstoff keine Sensitivitdt fiir Protonen, die Fluoreszenzintensitit dndert sich nur in
Abhidngigkeit von der Farbstoftkonzentration. Der Vorteil einer ratiometrischen
Fluoreszenzmessung besteht darin, dass das gemessene Signal weder von der geladenen

Farbstoffkonzentration noch von der Zelldicke abhingig ist. Das Emissionsmaximum von

BCECEF befindet sich 535 nm.

Fura-2-Acetoxymethylrest (Fura-2-AM) als auch BCECF AM liegen in der unpolaren Form vor.
Diese Form ist lipophil und somit membrangéngig, so dass der jeweilige Farbstoff wéahrend der
Inkubation ins Zytosol der Zellen gelangen kann. Dort wird der AM-Rest durch unspezifische
Esterasen gespalten, die polare bzw. Sdureform des Farbstoffs, welche hydrophil ist, kann nun

nicht mehr iber die Membran aus der Zelle diffundieren.

Beide Farbstoffe wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und in Alliquots von 3 mM bei
-20°C aufbewahrt. Vor der Messung wurde die Stammldsung mit Hilfe eines Ultraschallbades
fir 10 Minuten in bessere Losung gebracht. Darauthin wurde Fura-2AM mit Pluronsdure
versetzt, die die Loslichkeit und Diffusionsfdhigkeit des Farbstoffs erhoht. Bei Raumtemperatur
wurden die Mikrogliazellen in Ringerlosung fiir 20-30 Minuten in 3 pM Fura-2AM
beziehungsweise fiir 10 Minuten in SuM BCECF-AM inkubiert. Die optimale Inkubationszeit

wurde anhand von Testreihen ausgewihlt.

Dabei ist die Kenntnis der optimalen Fura-Farbstoffkonzentration wichtig, da es bei Anwendung
in zu hohen Konzentrationen als Puffer des freien Calciums wirken kann. Bei einer zu hoch
gewdhlten Konzentration konnten auflerdem die intrazytoplasmatischen Esterasen nicht in
ausreichendem Mafle die AM-Gruppe abspalten, der Farbstoff kdnnte in die Kompartimente wie
z.B. die Calciumspeicher diffundieren und dort angereichert werden. Dies wiirde zu falsch hohen
Ca**-Konzentrationen fithren. Eine zu geringe Konzentration dagegen fiihrt zu einer zu geringen
Intensitédt der Fluoreszenzstrahlung und somit einer erhohten Fehlerquelle. Die in dieser Arbeit

verwendeten Farbstoffkonzentrationen wurden an Arbeiten von Kao (1994) angelehnt.

Im Verlauf der pH-Fluoreszenzmessung kommt es zur Bleichung des im Vergleich zum Fura-
Signal ohnehin schwachen BCECF-Signals. Nach Belichtung der Zellen kommt es zur Bildung
freier Radikale, die sich schiddigend auf die Zellen auswirken. Aus diesem Grund wurde eine
relativ geringe Aufnahmerate von einem Bild pro zwei Minuten gewihlt, da (was durch
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Kontrollexperimente verifiziert wurde) keine schnelleren pH-Anderungen zu erwarten waren.

2.4.3 Kalibrierung des Calciumsignals

Um die detektierten Fluoreszenzsignale in absolute intrazelluldre Calciumkonzentrationen
umzurechnen, bedarf es einer Kalibrierung. Diese wurde nach der etablierten Methode nach

Grynkiewicz (Grynkiewicz et al. 1985) durchgefiihrt.

Zunichst wurde das Fluoreszenzsignal von Fura bei minimaler Calciumkonzentration detektiert.
Dazu wurden Mikrogliazellen in calciumfreie, EGTA-gepufferte Ringerlosung gegeben. Um die
intrazelluldr vorhandenen Calciumspeicher zu entleeren, wurde 1uM Thapsigargin der
Messlosung zugefiigt und schlieSlich 10 pM Ionomycin, ein Calciumionophor, das das
intrazellulire Milieu dem extrazelluldren angleicht. Das maximal zu messende Ca*'-Signal
wurde aufgenommen, indem die intrazellulire Calciumkonzentration mittels Ionomycin der

extrazelluliren Ca**-Konzentration von 10 mM angeglichen wurde.

Die Fluoreszenzintensitit bei einer Anregungswellenlinge von 340 nm und 380 nm in beiden
Losungen wurde detektiert, woraus sich der Quotient Ry, = F340/F350 beziehungsweise Ry =
F140/F330 und der Quotient B = F3gomin/F340max €rgaben. Es wurden folgende Werte gemessen: Ryin
= 0,3876; Ryax = 5,062 und B = 4,9087. Die Dissoziationskonstante Kd betrug 224 nm

(Grynkiewicz et al. 1985). Die so gewonnenen Daten wurden in Gleichung 4 eingesetzt.

R—Rmin

Ca*"li=Ka* 3%
[ ] ﬂ Rmax—R

Gleichung 4 Gleichung zur Kalibrierung des Calciumsignals (nach Grynkiewicz et al. 1985)

Der anschlieBend bei Messungen gewonnene Wert R, der sich aus dem Quotient F340/F33 ergibt,
konnte in die Gleichung eingesetzt und so die absolute intrazelluldre Calciumkonzentration

errechnet werden.
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2.4.4 Messplatz

Die Experimente dieser Arbeit wurden an einem Imaging-System durchgefiihrt. Dieses besteht
aus einer Xenonbogenlampe, einem Monochromator, dem Mikroskop mit Kamera und dem
Computer. Die Xenonbogenlampe dient als Lichtquelle zur Anregung. Der Monochromator
reguliert die Anregungswellenlédnge und leitet das Licht {iber ein Glasfaserkabel weiter zu einem
inversen Mikroskop (Olympus 1X50, Hamburg, Deutschland), das mit einem 40-fachen
Wasserimmersions-Objektiv ausgestattet ist. Das Licht trifft auf die mit Fluoreszenzfarbstoff
beladenen Zellen, die das Fluoreszenzlicht emittieren. Dieses passiert die fiir den jeweiligen
Farbstoff spezifischen Filter und wird von einer CCD-Kamera (charged coupled devices)
detektiert. Die von der Kamera digitalisierten Daten werden offline am IBM-kompatiblen

Computer gespeichert und analysiert.

2.5  Datenerfassung und —analyse

Die Ansteuerung der Kamera sowie des Monochromators als auch die Datenaufzeichnung
erfolgten mit dem Programm TILL Vision (Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland). In der
Offline-Analyse wurden die einzelnen Zellen als Regionen (Regions of interest, ROI) markiert
und pro Bildaufnahme ein Mittelwert der Fluoreszenzintensitidt pro Region gebildet. Je nach
Versuchsaufbau wurde alle 5 — 20 Sekunden (Calcium-Imaging) beziehungsweise alle 2 Minuten
(pH-Imaging) ein Bild aufgenommen. Das Programm fiihrte eine automatische Korrektur des
Hintergrundsignals durch. Zur Datenanalyse wurden die Programme IGOR (Wavemetrics, Lake
Oswego/USA) und Excel (Microsoft, UnterschleiBheim, Deutschland) verwendet. Die
errechneten Daten in Abschnitt 3 sind bei den Calcium-Messungen (Fura-2AM) als absolute
intrazelluldare Calciumkonzentration dargestellt, bei den pH-Messungen (BCECF) als relative

Anderungen des Fluoreszenzsignals AF/F, (Munsch et Pape 1999).

In der Regel wurde aus den Daten der Einzelzellmessungen das arithmetische Mittel mit Angabe
des Standardfehlers ermittelt (Mittelwert + Standardfehler). Die statistische Signifikanz
zwischen den verschiedenen Daten wurde mittels des Student’s t-Tests fiir unabhdngige

Stichproben errechnet. Dazu wurde das Programm ,,SPSS* (SPSS Inc., Chicago/USA)
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verwendet. Die Maximalwerte der Calciumantworten nach Stimulation mit Lysophospholipiden
wurden fiir die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit der in der Biologie weit
verbreiteten Hillschen Gleichung (Gleichung 5) angepasst. Dafiir wurde das Programm IGOR

verwendet.

ymax B ybase
x1 n
1+ h
X

Gleichung 5 Hillsche Gleichung; puu...maximale Calciumantwort, V... minimale
Calciumantwort, x;», der Wert von X, bei dem 50% der maximalen
Calciumantwort erreicht wird, n...Hill-Parameter, der die Sigmoidizitit der
Kurve angibt

f(x):y:ybase+
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3 Ergebnisse

3.1 LPA Calciummessungen

Die Messungen der intrazelluldren Calciumkonzentrationen wurden mit der Methode des

Calciumimagings durchgefiihrt, die in Abschnitt 2.4 beschrieben wurde.

3.1.1 LPA in physiologischer Ringerlésung

In einer ersten Versuchsreihe wurde untersucht, ob und in welcher Hohe die intrazellulédre
Calciumkonzentration der Mikroglia durch Lysophosphatidsidure (LPA) verdndert wird. Dazu
wurde der intrazellulire Ruhespiegel des Calciums vor der Messung bestimmt, der im Mittelwert
109,67 £ 0,InM (n = 1650) betrug. Anschlieend wurde LPA in Konzentrationen von 10 nM bis
10 uM zu den Zellen appliziert. Calciumantworten wurden erst ab einer Konzentration von 100
nM LPA in 90,6% der Zellen beobachtet ([Ca*']; 341,64 + 17,86 nM, n = 184). Der ermittelte
Calciumwert nach Hinzufiigen von 0,5uM LPA betrug 506,16 + 12,16 nM, der in 313 (in 93,1%
aller beobachteten) Zellen erfasst wurde. Bei 1uM LPA wurde ein Calciumwert von 515,57 +
14,98 nM in 278 Zellen gemessen, was einem Anteil an der Gesamtzellzahl von 99,3%
entspricht. Auf 5 uM LPA antworteten die Mikrogliazellen mit einem Calciumspiegel von
424,33 £ 12,77 nM bei n = 398. Auf 10 uM LPA wurde ein Calciumwert von 567,36 + 25,42 nM
in 328 Mikrogliazellen gemessen, das sind 91,9% aller beobachteten Zellen. Die Konzentrations-
Wirkungs-Kurve der Wirkung von LPA auf die intrazellulire Calciumkonzentration ist in

Abbildung 5 dargestellt. Die halb-maximale LPA-Konzentration betrug 78,4 nM.

In 96,9% der Zellen stellte sich die Calciumantwort als transiente, schnelle Antwort (Abbildung
6) dar und in 3,1% der Zellen als zweiteilige Antwort mit einer zusétzlichen verlidngerten
Komponente (Abbildung 7). Die Form der Antwort ist weder abhédngig von der Zellform
(ramifiziert oder amoboid) noch von der Zellart (murine Mikroglia oder Zellinie BV-2) oder der

applizierten LPA-Konzentration.
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Abbildung 5 Konzentrations-Wirkungs-Kurve: Abhingigkeit der intrazelluldren
Calciumkonzentration in Mikroglia von der applizierten LPA-Konzentration;
Die Kurve wurde mit der Hill-Gleichung gefittet, die folgende Parameter
ergab: Ymax = 494.,9 + 143 nM, ypase = 103,8 £ 45,9 nM, x;, = 0,078 £ 0,11 pM.
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Abbildung 6 Kinetik, bei der die Zeit gegen die intrazelluldre Calciumkonzentration
abgetragen ist. Ein Graph bedeutet dabei das Verhalten einer Einzelzelle.
Mikrogliazellen in calciumhaltiger Ringerlésung, zu denen 1pM LPA
appliziert wurde: Calciumantwort mit transienter Komponente
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Abbildung 7 Calciumantwort mit zusétzlich verldngertem Calciumeinstrom

3.1.2 LPA in calciumfreier Ringerlésung

In einer nichsten Versuchsreihe wurde der Frage nachgegangen, woher die Ca*"-Ionen stammen,
die nach der LPA-Applikation in das Zytoplasma einstromen. Es konnte sich dabei um einen
Calciumeinstrom aus dem Extrazelluldrraum oder um die Calciumfreisetzung aus intrazelluléren
Kompartimenten handeln. Dafiir wurden verschiedene Konzentrationen des LPA in calciumfreie

Ringerlosung eingewaschen.

Der Calciumspiegel der Zellen wurde in der calciumfreien Losung vor Zugabe von LPA
bestimmt, der im Mittel 82,17 + 0,97 nM betrug (n = 995). Nach dem Pipettieren des LPA
wurden dhnlich zu den Antworten in der physiologischen Ringerldsung keine Antworten bei 10
bzw. 50 nM LPA beobachtet. Erst ab einer Konzentration von 100 nM LPA erfolgte ein Anstieg
des Calciumspiegels. Die Ca*"-Antworten gleichen denen in der calciumhaltigen Ringerldsung

(Abbildung 8).
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Abbildung 8 Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen im Vergleich: Calciumantworten auf
LPA in calciumhaltiger und calciumfreier Ringerlosung
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Abbildung 9 Kinetik eines Experiments, bei dem 1uM LPA zu den Mikrogliazellen
appliziert wurde. Calciumantwort von Mikroglia in calciumfreier Ringerldsung
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Bei einer Konzentration von 100 nM LPA erreichte die intrazelluldre Calciumkonzentration
182,99 + 6,56 nM bei n = 92. Eine Applikation von 500 nM LPA fiihrte zur Erhhung des
intrazelluldren Calciumspiegels auf 431,41 £+ 26,64 nM bei n = 132, von 1 uM LPA auf 457,74 +
16,4 nM bei n = 217. Das durchschnittliche Maximum der Calciumantwort auf 5 uM LPA betrug
in 166 untersuchten Zellen 503,33 £ 27,1 nM und auf 10 uM LPA 495,63 £ 94,95 nM in 96
Zellen. Nicht nur die Hohe der Ca*-Signale in beiden Losungen glichen sich, sondern auch die
Form der Antwort. Abbildung 9 zeigt das typische transiente, schnelle Ca2" Signal nach LPA-

Stimulation.

3.1.3 LPA in calciumfreier Ringerlésung und mit entleerten Calciumspeichern der
Mikroglia

Aus dem vorigen Abschnitt geht hervor, dass die intrazelluliren Ca®’-Signale nach LPA-
Applikation unabhingig vom Vorhandensein extrazellulirer Ca*"-Ionen sind. Es entsteht die
Vermutung, dass es sich bei der LPA-Antwort um eine Freisetzung des Calciums aus
intrazelluldren Speichern handelt. Um diese Annahme zu verifizieren, wurde der calciumfreien
Ringerldsung 1uM Thapsigargin hinzugefiigt. Thapsigargin ist ein Ca*"-ATPase-Inhibitor, der
das Wiederauffiillen der Ca*"-Speicher gegen den Gradienten unterdriickt. In Abbildung 10 ist
ein Beispiel fiir ein Experiment gezeigt, in dem Mikroglia sich in calciumfreier Losung befindet.
Nach dem Einwaschen von 1uM Thapsigargin kann ein geringer Calciumanstieg beobachtet
werden, der der Entleerung der intrazelluldren Calciumspeicher entspricht. Im Folgenden konnte
durch 5uM LPA keine Calciumantwort ausgeldst werden, da die intrazelluldren Calciumspeicher

geleert waren. Dieses Verhalten konnte in 10 Experimenten an 439 Zellen bestétigt werden.
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Abbildung 10 Kinetik eines Experiments, bei dem in calciumfreier Ringerlosung mit Hilfe
von Thapsigargin die intrazelluldren Calciumspeicher entleert wurden und
anschliefend SuM LPA appliziert wurden

3.2  S1Pin calciumhaltiger und calciumfreier Ringerlésung

AnschlieBend wurde mit Hilfe des Calciumimagings die Wirkung eines zweiten
Lysophospholipids, dem Sphingosin-1-phosphat (S1P) auf den Calciumspiegel muriner
Mikroglia tiberpriift. In Abbildung 12 ist ein Versuch dargestellt, bei dem sich die Mikroglia in
calciumhaltiger Ringerlosung befand und SuM S1P appliziert wurden. Man erkennt dhnlich zu
den Versuchen mit LPA einen schnellen, transienten Calciumanstieg. Auch das Verhalten der
Mikroglia in calciumfreier Ringerlésung nach Applikation von 1uM S1P, wie man in Abbildung
12 sehen kann, gleicht dem nach Hinzufiigen von LPA. Die Zellen zeigen auch in calciumfreier

Ringerlosung einen transienten, schnellen Calciumanstieg mit einem ebenso schnellen Abfall.
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Abbildung 11 Applikation von 5uM S1P in calciumhaltige Ringerlosung
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Abbildung 12 Applikation von 1uM S1P in calciumfreie Ringerlosung
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3.3  LPC Calciummessungen

3.3.1 LPC in calciumhaltiger Ringerlésung

In einer néchsten Versuchsreihe wurde die Wirkung von Lysophosphatidylcholin (LPC), einem
weiteren Vertreter aus der Familie der Lysophospholipide, auf den Calciumspiegel in Mikroglia

untersucht.

In den Experimenten zur Bestimmung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve in Abschnitt 3.3.1
und 3.3.2 wurde ein bovines LPC verwendet. Fiir die Untersuchungen der pharmakologischen
Eigenschaften in Abschnitt 3.3.3 wurde synthetisch hergestelltes LPC verwendet (LPC
palmitoyl), das chemisch reiner ist und somit zum einen in geringeren Konzentrationen appliziert
werden kann und andererseits das Risiko unspezifischer Antworten verringert. Die Form der
Antwort unterscheidet sich aber nicht im Gegensatz zum bovinen LPC, wie in Abbildung 13 und

Abbildung 15 zu erkennen ist.
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Abbildung 13 Applikation von 15uM LPC palmitoyl in calciumhaltiger
Ringerlosung

Nach Applikation von 1pM LPC wurden keine Ca®’-Antworten beobachtet. Bei einer
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Konzentration von 10uM LPC wurde ein Calciumanstieg in 56,63% der untersuchten Zellen
gesehen, wobei [Ca2+]i im Mittel von 61,03 £ 1,0 nM, n = 520 (Kontrolle) auf 191,94 + 16,60
nM (n = 47) anstieg. Schon bei 25uM LPC gab es in 100% der untersuchten Zellen eine
Antwort, die im Durchschnitt auf 111,24 £ 7,29 nM (n= 37) anstieg. Fiir die Konzentrations-
Wirkungskurve, die in Abbildung 14 gezeigt wird, wurde weiterhin die Wirkung von 40 pM
LPC untersucht, die zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration auf 188,47 +
13,01nM, n = 39 fiihrte. Bei 50 uM LPC erfolgte ein Anstieg des Calcium auf 832,26 + 42,85
nM, der in 192 Zellen untersucht wurde. Bei 75 uM LPC betrug der Calciumspiegel 1283,29 +
68,66 nM, n = 55 und bei 100uM LPC 1192,41 £ 93,90 nM, n=78. Die halb-maximale LPC-
Konzentration wurde bei 48,1 uM beobachtet. Bei hohen Konzentrationen ab 75uM LPC wurde
ein Teil der Zellen zerstort. Als Kriterium fiir den Zelltod wurde ein rascher Verlust des
Fluoreszenzsignals herangezogen, welches durch das AusflieBen des Farbstoffs erkldrbar wird.

Diese Zellen wurden nicht in die Auswertung mit einbezogen.
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Abbildung 14 Konzentrations-Wirkungs-Kurve, bei der die applizierte LPC-Konzentration
gegen die  durchschnittliche  maximale  Calciumkonzentration in
Mikrogliazellen aufgetragen ist. Die Experimente wurden in calciumhaltiger
Ringerlosung durchgefiihrt.

Die Daten wurden mit der Hill-Gleichung angepasst, woraus sich folgende
Werte ergaben: ym.x = 1266,7 £ 444 nM, ypase = 71,6 £ 17,4 1M, X1, = 48,1 £
7,9 uM.
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Die Form der Calciumantwort war konzentrationsabhéngig. Bei geringeren Konzentrationen bis
25uM LPC reagierten die Zellen mit einem transienten Anstieg. Diese transienten
Calciumanstiege waren jedoch deutlich langsamer als die in Mikroglia beobachteten
Calciumsignale nach LPA-Stimulation. Dies betraf sowohl den Anstieg als auch den Abfall des
Calciumsignals (Abbildung 15). Bei hoheren Konzentrationen ab 50uM reagierten die Zellen mit

einer schnellen Komponente, die dann in ein ldnger anhaltendes Plateau iiberging (Abbildung

17).

bovines LPC 25uM

[Ca2+]i in nM

0 5 10 15 20 25
Zeit in min

Abbildung 15 LPC in calciumhaltiger Ringerlosung Applikation von 25uM LPC mit

transienter Antwort

3.3.2 LPC in calciumfreier Ringerlésung

Auch in dieser Versuchsreihe stellte sich die Frage, ob das Calcium aus intrazelluldren
Kompartimenten oder aus dem Extrazelluldrraum in das Zytosol stromt. Es wurden erneut
verschiedene Konzentrationen des LPC appliziert, diesmal jedoch in calciumfreier, EGTA-

gepufferter Ringerlosung.

Der Calciumruhespiegel wurde vor dem Einwaschen des LPC bestimmt. Dieser betrug 44,48 nM
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+ 0,88 nM (n=243). Im Anschluss wurde LPC in den Konzentrationen von 1, 25, 50 und 75uM
eingewaschen. Die darauthin gemessenen intrazelluldren Calciumkonzentrationen unterschieden
sich nicht von dem vorher bestimmten Calciumruhespiegel (LPC 1 uM: 45,58 £ 1,37 nM, n =
48; LPC 25 uM: 45,38 £ 0,96 nM, n = 44; LPC 50 uM: 52,80 £ 1,2 nM, n = 128; 75uM: 41,72 +
2,49 nM, n = 23). Ein Experiment dazu ist in Abbildung 16 gezeigt. In Abbildung 17 ist zu
erkennen, dass sich das durch LPC ausgeldste Ca’*-Signal durch Einwaschen Ca®’-freier
Ringerlosung abrupt beenden liel3, da notwendiges Calcium aus dem Extrazelluldrraum nun nicht

mehr zur Verfiigung steht.
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Abbildung 16 Durch Applikation von 25uM LPC in calciumfreier Ringerlosung kann kein
intrazelluldrer Ca®"-Anstieg ausgeldst werden
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Abbildung 17 Applikation von 75uM LPC mit Calciumantwort in Plateauform, die durch
Einwaschen calciumfreier Ringerlosung (0Ca®") zu beenden ist

In Abbildung 18 ist die Konzentrations-Wirkungs-Kurve von LPC im Vergleich von Ca*'-

haltiger zu Ca**-freier Ringerldsung gezeigt.
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Abbildung 18 Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen im Vergleich: Mikrogliazellen regieren
nicht auf LPC-Applikation in Ca*'-freier Ringerldsung

40



Die vorherigen Experimente legen die Vermutung nahe, dass - im Gegensatz zum LPA-
induzierten Ca®"-Signal - die Ca*"-Signale nach LPC-Applikation durch einen Einstrom von

Calcium aus dem Extrazellularraum zustande kommen.

3.3.3 Pharmakologische Eigenschaften der LPC-Antworten

Um die Eigenschaften des Calciumanstiegs nach LPC und mégliche Kanile, woriiber der Ca*"-
Einstrom stattfinden konnte, weiter zu charakterisieren, wurden Experimente durchgefiihrt, bei

denen verschiedene pharmakologische Blocker angewendet wurden.

Die Experimente wurden in Ringerlosung durchgefiihrt, die das jeweilige Pharmakon schon vor

dem Einwaschen des LPC enthielt.

Zundchst wurde die Wirkung von Gadolinium auf den Calciumeinstrom untersucht. Gadolinium
ist ein polyvalentes Kation, welches die Eigenschaft besitzt, unselektive Kationenkanile zu
inhibieren. Es wurde in einer Konzentration von 1 mM eingewaschen, was die maximale
Calciumantwort nach Applikation von 15 pM LPC von 1630,36 + 130,8 nM, n = 78
(Positivkontrolle) auf 95,56 + 3,94 nM (n = 65) verringert hat. Dieselbe inhibierende Wirkung
wurde bei einer geringeren Konzentration von Gadolinium beobachtet. 100 uM Gadolinium
verringerten die Calciumantwort nach Applikation von 15 uM LPC auf 102,88 £ 3,94 nM (n =
191).

Lanthan, welches eine dhnliche Funktionsweise wie Gadolinium aufweist, wurde zunichst in der
Konzentration von 1mM appliziert. Auch Lanthan konnte die Calciumantwort fast vollstindig,
auf 109,6 + 5,24 nM (n = 35), reduzieren. Schon 100 pM Lanthan geniigten, um einen
wesentlichen Block zu erzielen ([Ca®]; 188,37 £ 16,25 nM, n = 61). Im Student’s t-Test konnte
fiir saimtliche Blocker ein Signifikanzniveau von p < 0,001 ermittelt werden. In Abbildung 19 ist

die inhibierende Wirkung der Blocker graphisch dargestellt.
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Abbildung 19  Inhibierende Wirkung der Blocker Gadolinium und Lanthan im Vergleich zur
Kontrolle mit 15 uM LPC

In der Literatur wurde postuliert, der LPC-induzierte Ca*"-Einstrom wiirde {iber PAF-Rezeptoren
vermittelt werden (Ogita et al. 1997). Ein teilweiser Block konnte mit Hilfe des platelet-
activating-factor- (PAF-) Antagonisten, einem Ginkgolid (BN52021), erreicht werden. Im
Gegensatz zur Kontrolle, bei der 50 uM des bovinen LPC appliziert und eine durchschnittliche
maximale Calciumkonzentration von 1619,66 + 229,55 nM (n = 63) gemessen wurde, erreichten
die Calciumwerte nach Zugabe von 50 uM LPC bei gleichzeitigem Vorhandensein von 10 uM
Ginkgoliden im Mittel 623,45 £+ 49,82 nM (n = 51). Mit Hilfe des Student’s t-Test wurde belegt,
dass beide Ca’’-Maxima signifikant unterschiedlich sind (p < 0,001). In Abbildung 20 ist der
partielle Block graphisch dargestellt.
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Abbildung 20 maximale intrazellulire Calciumkonzentrationen in Mikroglia nach
Applikation von 50 uM bovinem LPC; inhibierende Wirkung der Ginkgolide
im Vergleich zur Positivkontrolle

3.4  LPC und Morphologiedanderungen der Mikroglia

Nach Abschluss einer jeden ratiometrischen Fluoreszenzuntersuchung fiel auf, dass sich die
Morphologie der Mikroglia massiv verdndert hatte. In Abbildung 21A ist eine Aufnahme der
Zellen vor einem Experiment gezeigt. Darauf erkennt man die Zellkorper in spindelformiger
Form mit einzelnen Verzweigungen, so genannten Rami. In Abbildung 21B sieht man eine klare
Verdnderung der mit 15uM LPC behandelten Zellen. Die vorher ramifizierten Zellen haben
innerhalb von Sekunden bis Minuten eine amoboide Form angenommen. Sie sind groBtenteils
kugelformig, es ist keine Verzweigung mehr zu erkennen. Diese Zellform wird allgemein als die

aktivierte Form angesehen, da die Zellen nun die Fahigkeit zur Migration besitzen.
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Abbildung 21 Morphologieéinderungen primérer Mikroglia durch LPC
A unbehandelte Mikroglia im Ruhezustand
B Mikroglia nach der Applikation von 15uM LPC nach 15 min
C  und nach 30 min

3.5 LPA pH;-Messungen

Im nidchsten Abschnitt wurde die Wirkung der Lysophosphatidsdure (LPA) auf den
intrazellularen pH-Wert betrachtet. Daflir wurde ebenfalls die Technik des Fluoreszenzimagings
herangezogen, wie sie in Abschnitt 2.4 beschrieben wurde. Als pH-sensibler Farbstoff wurde

BCECF verwendet.

3.5.1 LPA in calciumhaltiger Ringerlésung

Im ersten Versuchsaufbau wurden die Mikrogliazellen in calciumhaltige Ringerlosung gegeben.

Es wurden 500 nM LPA zu den Zellen gegeben, was nach 20 Minuten zu einem Anstieg des
Fluoreszenzsignals des BCECF (F440/Fa90) um 7,8% £ 0,6 in 87 von 117 beobachteten Zellen
(das entspricht 74,4%) fiihrte. Der Anstieg des ratiometrischen Fluoreszenzsignals bedeutet eine
Ansiduerung des intrazelluldren Milieus. 5 uM LPA fiihrten zu einem Anstieg um 11,63% + 0,59.
Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals fand in 202 von 232 Zellen statt, was einem Prozentsatz von

87,07% entspricht.
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Abbildung 22 Kinetik eines pH-Imagingexperiments; eine Erhohung des
ratiometrischen =~ BCECF-Fluoreszenzsignals bedeutet ein  pH-Abfall;
Applikation von SuM LPA in calciumhaltige Ringerlosung

In Abbildung 24 ist dies graphisch dargestellt. In der Kontrolluntersuchung, in der kein Agens
hinzugefiigt wurde, wurde eine minimale Anderung des Fluoreszenzsignals um 0,1% + 0,41 (n =

248) gemessen, also eine minimalste Anderung ins Basische, was als steady state anzusehen ist.

In Abbildung 22 ist ein Beispiel fiir eine Messung abgebildet, in der man die Kinetik des
langsamen Anstieges des Fluoreszenzsignals erkennt. Eine Erhohung der Intensitit bedeutet

dabei eine Verminderung des pH-Wertes.

3.5.2 LPA in calciumfreier Ringerldsung

In den nichsten Experimenten spielte die Uberlegung eine Rolle, ob die in Abschnitt 3.1.1 bis
3.1.3 beschriebenen Calciumantworten in Zusammenhang mit den beobachteten pH-Anderungen
stlinden. Aus diesem Grund wurden Experimente in calciumfreier Ringerlosung durchgefiihrt, in
der zusitzlich 1uM Thapsigargin enthalten war, so dass ein intrazelluldrer Calciumanstieg nach
Applikation des LPA ausgeschlossen werden konnte. Im Folgenden wurden 0,5 uM LPA
appliziert. 0,5 uM LPA erhohte die Intensitdt des Fluoreszenzsignals um 11,54 % % 0,62 in 102
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von 140 untersuchten Zellen (72,9 %). Eine Konzentration von 5 uM LPA zog einen Anstieg des
Fluoreszenzsignals von 7,60 % + 0,54 in 103 von 146 untersuchten Zellen (70,55 %) nach sich.
Die Abbildung 24 zeigen, dass sich diese Antworten nicht wesentlich von denen, die in
calciumhaltiger Ringerlosung gemessen wurden, unterschieden. Demnach scheint die
Anwesenheit extrazelluldrer Ca**-Ionen in keinem Zusammenhang mit den LPA-induzierten pH-

Anderungen zu stehen.

3.5.3 LPAundDPI

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Diphenyleneiodonium (DPI) eingesetzt. DPI ist ein
Pharmakon, das die NADPH-Oxidase inhibiert, welche fiir die gemessene Freisetzung von

Protonen ins Cytoplasma verantwortlich sein konnte.

Zunichst wurde die Mikroglia in eine calciumhaltige Ringerlosung mit 10uM DPI gebracht.
nach Zugabe von 500nM LPA erhohte sich das Fluoreszenzsignal um 11,53 % =+ 0,53. Diese
Ansduerung wurde in 128 Zellen beobachtet, wobei es sich um 96,97% aller untersuchten Zellen

handelte.

Gab man in die calciumhaltige Losung mit 10uM DPI das LPA in einer Konzentration von SuM
hinzu, belief sich der Anstieg des Fluoreszenzsignals auf 17,27 % + 0,74 (n = 127), wobei sich in
94,07% der beobachteten Zellen eine Ansiduerung feststellen lieB. Die Anderungen des

Fluoreszenzsignals sind in Abbildung 24 graphisch dargestellt.

Weiterhin wurde iiberpriift, wie LPA den intrazelluldren pH-Wert beeinflusst, wenn sich die
Zellen in einem Medium aus calciumfreier Ringerlosung, 1 uM Thapsigargin und 10 uM DPI
befinden. Auch in calciumfreier Losung fithrten 500 nM LPA zu einer Anséuerung, bei der das
Fluoreszenzsignal um 10,73% + 0,70 (n = 98; 93,3 % der ausgewerteten Zellen) verdndert
wurde. Eine Konzentration des LPA von 5 uM fiihrte zu einer Anderung um 14,31% + 0,86 (n =
95) in 96% der Zellen. Dieser Effekt von DPI auf den intrazelluldren pH-Wert ist in Abbildung
24 und Abbildung 24 graphisch dargestellt. Die Kinetik des pH-Abfalls blieb unter den
verschiedenen Bedingungen unverdndert, so dass davon auszugehen ist, dass DPI keinen

Einfluss auf die LPA-bedingten pH-Anderungen hat.
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3.6  LPC und pH;-Messungen

3.6.1 LPC in calciumhaltiger Ringerlésung

Da mit LPA ein ansduernder Effekt auf die Mikroglia gezeigt werden konnte, stellte sich die
Frage, ob die Mikroglia in gleicher Weise auf Lysophosphatidylcholin reagieren wiirde. Dabei
wurde berticksichtigt, in welcher LPC-Konzentration eine Calciumantwort zu eruieren war. Es
wurde bovines LPC in einer Konzentration von 10, 25, 50 und 75uM appliziert. In Abbildung 25
ist die Abhingigkeit der Anderung des Fluoreszenzsignals von der applizierten LPC-
Konzentration dargestellt. 10 uM LPC fiihrten zu einer Anderung des Fluoreszenzsignals um
5,67% * 0,41, was in 70 von 99 Zellen gemessen wurde und einem Prozentsatz von 70,7%
entspricht. Wurden 25 uM LPC verwendet, erhohte sich die Fluoreszenzintensitdt um 10,15% =+
0,98 (n = 66, das sind 53,2% der gesamt beobachteten Zellen). Eine deutliche Erhéhung der
intrazelluldren Protonenkonzentration zeigte sich nach Applikation von 50 uM LPC. Die
gemessene Fluoreszenzintensitdt erhohte sich um 19,12% £ 0,73. Diese Ansduerung erfolgte in
79,3% der untersuchten Zellen (n = 165). Ein Abfall des pH-Wertes in 100% der Zellen wurde
bei einer LPC-Konzentration von 75 uM gemessen (n = 69). Die relative Anderung betrug

hierbei 33,49% + 1,25.

Betrachtet man die Kinetik eines Experiments mit Applikation von 50 pM LPC in
calciumhaltige Ringerlésung (Abbildung 26), kann man auch hier wie nach Applikation von
LPA einen langsamen Anstieg des Fluoreszenzsignals iiber 6 Minuten beobachten, das in ein

Plateau ohne weitere Niveauidnderungen iibergeht.
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Abbildung 25 Konzentrationsabhiingige, relative pH-Anderungen in Mikroglia nach
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Abbildung 26 Kinetik eines pH-Imaging-Experiments, bei dem die Zeit in Minuten
zur Intensitit des gemessenen Fluoreszenzsignals abgetragen wurde;
Applikation von 50uM LPC in calciumhaltige Ringerlésung
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3.6.2 LPC in calciumfreier Ringerldsung

Um den Anstieg der intrazelluldren Protonenkonzentration zu charakterisieren, wurden weitere
Versuche unter verdnderten extrazelluliren Bedingungen durchgefiihrt. In calciumfreier
Ringerldsung konnte in Mikrogliazellen keine Ca®*-Antwort durch LPC ausgeldst werden. Es
stellte sich nun die Frage, ob dies einen EinfluB auf die gezeigten pH-Anderungen besitzt. Dabei
wurde eine Applikation des LPC in Hohe von 50uM bevorzugt, da im Abschnitt 3.6.1 gezeigt
wurde, dass bei dieser Konzentration eine deutliche pH-Anderung in einem GroBteil der Zellen
auftritt. Hohere Konzentrationen wie 75uM fiihrten zwar zu einer Ansduerung in 100 % der

Zellen, bedeuteten aber gleichzeitig auch einen vermehrten Stress fiir die Mikroglia.

In Anlehnung an die Fluoreszenzmessungen zum Calciumsignal, in der in calciumfreier
Ringerlosung keine Antwort mehr ausgeldst werden konnte, wurden Experimente durchgefiihrt,
bei denen das Verhalten des intrazelluliren pH-Wertes in calciumfreier Ringerlosung nach
Applikation von 50 uM LPC beobachtet wurde. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals betrug
20,67 % £ 1,15 (n=109) in 83,8% aller untersuchten Zellen (Abbildung 27).

3.6.3 LPC und DPI

Zusitzlich wurde die Wirkung von DPI in pH-Imaging-Experimenten untersucht. Nach
Applikation des LPC in calciumhaltige Ringerlosung mit 100 nM DPI betrug der Anstieg des
Fluoreszenzsignals 28,90% + 1,55 (n = 75). In 87,2% der Zellen wurde eine Ansduerung
festgestellt. Mit 100 nM DPI konnte die Ansduerung nicht geblockt werden. Auch eine Erh6hung
des DPI auf 10 uM zeigte kaum einen Effekt auf das gemessenene Fluoreszenzsignal im
Vergleich zur Positivkontrolle. Der Anstieg des Quotienten aus Fa4o/F499 nach Applikation der 50
uM LPC betrug 16,43% £ 0,92 (n = 81). Dieser Abfall des pH-Wertes wurde in 82,65% der
Zellen beobachtet. Die graphische Darstellung der Anderung des pH-Wertes ist in Abbildung 27
gezeigt.
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3.7 ZUSAMMENFASSUNG

CALCIUM-MESSUNGEN

LPA und S1P triggern einen transienten Calciumanstieg in muriner Mikroglia sowohl in
physiologischer,  calciumhaltiger, als auch in  calciumfreier = Ringerlosung.
Nach Entleerung intrazelluldrer Calciumspeicher ist in calciumfreier Ringerlosung durch LPA
keine Calciumantwort mehr moglich.

LPA und S1P fiihren also zu einer Calciumfreisetzung aus intrazelluldren Calciumspeichern.
LPC fiihrt zu einem verldngerten Calciumanstieg mit einem Plateau in calciumhaltiger
Ringerlosung, der in calciumfreier Ringerlosung nicht mehr auslosbar st
Calciumanstiege nach Applikation von LPC sind auf einen Einstrom des Calciums aus dem
Extrazelluldrraum zuriickzufiihren.

Die Calciumantwort in calciumhaltiger Ringerldsung nach Applikation von LPC ldsst sich

fast vollstidndig durch Gadolinium und Lanthan inhibieren, durch Ginkgolide nur teilweise.
MORPHOLOGIE
LPC fithrt zu einer Morphologiednderung der Mikroglia von der ramifizierten in die
amoboide Zellform.
pH-WERT-MESSUNGEN
LPA und LPC senken den pH-Wert in Mikrogliazellen.

Der pH-Abfall ist calciumunabhéngig.
DPI blockt nicht den pH-Abfall nach Applikation von LPA und LPC.
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4 Diskussion

4.1  LPA-induzierte Calciumantworten in Mikroglia

In der vorliegenden Arbeit wurden Aktivierungsprozesse von Mikrogliazellen in Zellkultur

durch die Stoffgruppe der Lysophospholipide untersucht.

Die mit Lysophosphatidsdure (LPA) stimulierten murinen Mikrogliazellen zeigten einen
transienten Calciumanstieg, die sich in calciumhaltiger als auch in calciumfreier und EGTA-
gepufferter Ringerlosung auslosen lieBen. Durch vorherige Zugabe von Thapsigargin, einem
Ca2+—ATPase—Inhibitor, der die intrazelluliren Calciumspeicher entleert, konnten die
Calciumsignale komplett verhindert werden. Das 1dsst den Schluss zu, dass die LPA-induzierte
Calciumantwort in muriner Mikroglia iiber den Mechanismus der Calciumfreisetzung aus
intrazelluldren Calciumspeichern des endoplasmatischen Retikulums zustande kommt. Die
intrazellulire Calciumkonzentrationen [Ca®’]; wiesen eine Abhingigkeit von der LPA-

Konzentration auf und stiegen maximal bis auf Werte von 500 nM an.

Diese Beobachtungen werden von Schilling et al. (2002) und Médller et al. (2001) in anderen
Zelllinien bestitigt. Uber den gleichen Mechanismus des Calciumanstiegs verfiigen LPA-
stimulierte HEK-293-Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie) und Astrozyten von Ratten
(Eiras et al. 2004; Manning et al. 1997). In Mikrogliazellen von Ratten, humanen Makrophagen
(Zelllinie U937) und in humanen Neutrophilen wurde im Unterschied dazu nach LPA-
Applikation ein alleiniger Calciumeinstrom iiber die Membran beobachtet (Moller et al. 2001;
Lee et al. 2004; Itagaki et al. 2005). Im Gegensatz zu Manning et al. (1997) berichtet Keller et al.
(1997) tiber einen LPA-induzierten Calciumanstieg in Rattenastrozyten, der sowohl durch
Freisetzung aus den Speichern als auch durch Einstrom von extrazellulirem Calcium

hervorgerufen wird.

Eine Ursache fiir diese Unterschiede konnte die je nach Zelltyp verschiedene Expression
bestimmter LPA-Rezeptoren darstellen. So wurden bis jetzt die fir LPA spezifischen
Rezeptoren, die aus der endothelial differentiation gene- (Edg-) Familie stammen, LPA/Edg-2,
LPA,/Edg-4, LPA3/Edg-7 und auBlerdem der G-Protein-gekoppelte Rezeptor LPA4/GPR23

identifiziert. Uber diese G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wird auch die Calciumantwort
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vermittelt (An et al. 1998; Fukushima et al. 2001; Noguchi et al. 2003).

In muriner Mikroglia konnte mRNA des LPA;/Edg-2-Rezeptors, in Mikroglia von Ratten
dagegen mRNA des LPA,/Edg-4-Rezeptors nachgewiesen werden. In der auch in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinie BV-2 wurde jedoch weder mRNA des LPA/Edg-2, noch des LPA,/Edg-4
oder LPA3/Edg-7-Rezeptors detektiert (Moller et al. 2001; Schilling et al. 2004). Da aber die
BV-2-Zellen auf LPA identisch der murinen Mikroglia reagieren, konnten folgende verschiedene

Erklarungen in Frage kommen.

In der Arbeit von Moller et al. (2001) konnten sich die BV-2-Zellen in einem anderen
Aktivierungszustand als die Zellen in dieser Arbeit befunden haben. Tham et al. (2003) zeigt,
dass sich die Expression verschiedener LPA- und S1P-Rezeptoren durch den Grad der
Aktivierung der Mikrogliazellen verdndern ldsst. Das Niveau von mRNA von LPA;/Edg-2
wurde durch die Exposition von S1P reduziert, von LPA3/Edg-7 erhoht. Makrophagen reagierten
auf die Behandlung mit S1P-haltigem HDL3 (high density lipoprotein, Lipoproteine mit hoher

Dichte) mit einer Hoch- oder Runterregulation der jeweiligen Rezeptoren.

Auch der Differenzierungsgrad von Zellen scheint einen Einfluss auf die Expression der LPA-
Rezeptoren zu haben. So wurden LPA;/Edg-2-Rezeptoren in differenzierten Makrophagen im

Vergleich zu undifferenzierten Monozyten herunterreguliert (Duong et al. 2004).

Eine andere mogliche Erklérung liefert die Veroffentlichung von Mclntyre et al. (2003), in der
die These aufgestellt wird, dass LPA, welches aufgrund seines hydrophoben Charakters iiber die
Membran in die Zelle aufgenommen werden kann, an intrazelluldren Rezeptoren (so genannten
peroxisomen proliferationsaktivierten Rezeptoren, PPAR-y) wirkt. Ob diese Rezeptoren fiir den
Calciumeinstrom nach Applikation von LPA verantwortlich sein konnten, ist allerdings noch

nicht geklért.

Zuletzt konnte das LPA-induzierte Calciumsignal auch iiber andere Rezeptoren der Edg-Familie,

die spezifisch auf S1P reagieren, vermittelt sein.

Der in muriner Mikroglia identifizierte LPA/Edg-2-Rezeptor zeigte folgende Charakteristika:
Pertussistoxin (PTX) und U73122 (ein Phospholipase C-Inhibitor) besitzen eine inhibierende
Wirkung auf das Calciumsignal, welches mit einer gleichzeitigen Produktion von
Inositoltriphosphat einhergeht. Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass LPA;/Edg-2-
Rezeptoren die Calciummobilisierung groBtenteils tliber PTX-sensitive Gj-Proteine mit

nachfolgender Phospholipase C-Aktivierung vermitteln (An et al. 1998).
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Die physiologische LPA- beziehungsweise S1P-Konzentration kann bis zu 10 uM erreichen und
liegt im normalen Serum bei 0,5 pM (Gerrard et Robinson 1989; Tokumura et al. 1994;
Tokumura et al. 1995), wobei sie an Serumalbumin gebunden sind (Thumser et al. 1994; Tigyi et
al. 1992). Auch im ZNS konnten LPA und S1P nachgewiesen werden (Das et al. 1989). Durch
Ereignisse wie hamorrhagische Insulte (Tigyi et al. 1995) oder zerebrale Ischdmien (Kinouchi et
al. 1990; Sun et al. 1992) kann die LPA-Konzentration bis in den hohen mikromolaren Bereich

steigen.

4.2  S1P-induzierte Calciumantworten in Mikroglia

Ahnlich zum LPA-induzierten Calciumsignal lisst sich die Calciumantwort mit dem

Lysophospholipid Sphingosin-1-phosphat (S1P) ausldsen.

S1P verursacht in muriner Mikroglia einen transienten Calciumanstieg sowohl in calciumhaltiger
als auch calciumfreier Ringerlosung, was den Schluss zulédsst, dass es sich dabei um eine
Calciumfreisetzung aus den intrazelluldren Speichern handelt. Diese Ergebnisse stehen in
FEinklang mit Beobachtungen an einer Zelllinie eines Primértumors der Leber (HTC4-) und
Ovarialzellen chinesischer Hamster (CHO-Zellen). Kein Calciumsignal konnte SIP in den
Zelllinien HEK-293, COS-7 (Nierenzellen von Affen) und RH7777 (Ratten-Hepatomzellen)

auslosen.

Rezeptoren, an die S1P spezifisch bindet sind S1P,.s, GPR3, GPR6, GPR12, welche ebenso G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren mit jeweils unterschiedlichen Eigenschaften darstellen (An et al.

1999; Spiegel et Milstien 2003; Uhlenbrock et al. 2002).

Calciumanstiege konnen iiber den S1P,- oder S1P;-Rezeptor vermittelt werden (An et al. 1999;
Kon et al. 1999, Sato et al. 1999). Es konnte aber auch gezeigt werden, dass der S1P;-Rezeptor
vielmehr eine inhibitorische Wirkung auf das intrazelluldre Calciumsignal ausiibt (Meyer zu
Heringdorf et al. 2003; Zondag et al. 1998; Van Brocklyn et al. 1998). Somit mdgen die
Unterschiede in der Reaktion auf S1P darin begriindet liegen, dass die Zellen unterschiedliche

beziehungsweise keine Rezeptoren aus der Edg-Familie exprimieren.

Ahnlich dem LPA konnte auch fiir SIP die Funktionsweise eines intrazelluliren second
messengers nachgewiesen werden (Meyer zu Heringdorf 2004; Van Brocklyn et al. 1998) und

intrazelluldr appliziertes S1P konnte unter bestimmten Bedingungen eine Calciumfreisetzung
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hervorrufen (Meyer zu Heringdorf et al. 2003).

Eine Untersuchung tiber die Expression von S1P-Rezeptoren in Mikrogliazellen liegt zur Zeit
leider noch nicht vor. Die Ergebnisse unserer Ca*"-Messungen lassen aber die Vermutung zu,

dass S1P, und/ oder S1P3-Rezeptoren in Mikroglia exprimiert sind.

4.3  Funktionelle Bedeutung der LPA- und S1P-induzierten Calciumantworten

In etlichen Arbeiten wurde ein Zusammenhang zwischen LPA-/ S1P-Applikation und Migration
beschrieben (Fukushima et al. 2002; Griler et Goetzl 2002; Manning et al. 2000; Okamoto et al.
2000; Panetti et Mosher 2000; Wang et al. 1999). Das legt die Vermutung nahe, dass der in
dieser Arbeit gezeigte LPA-/S1P-induzierte Ca®"-Anstieg an der Migration beteiligt sein konnte.
So zeigt Rao et al. (2002), dass eine verminderte intrazellulire Calciumkonzentration zur
Inhibition der Migration in intestinalen Epithelzellen fithrt und eine erhdhte
Calciumkonzentration zu einer Anhebung der Migrationsrate. Wurden die intrazelluldre
Transduktionswege der Gj-Protein-gekoppelten LPA/S1P-Rezeptoren mit PTX, C3-Transferase
oder Y-27632, einem Inhibitor der Rho-aktivierten ROCK-Kinase, inhibiert, so lieBen sich nicht
nur die Ca®’-Signale sondern auch die Migration der Zellen verhindern (Manning et al. 2000;
Okamoto et al. 2000; Panetti et Mosher 2000). Es scheint aber nicht bedeutend zu sein, iiber
welche Kanile der Ca*"-Anstieg erfolgt: in Kornerzellen des Cerebellums durch N-Typ Ca**-
Kanile (Komuro et Rakic 1992) und in epithelialen Keratocyten durch dehnungsaktivierte, Ca**-
permeable nonselektive Kationenkanéle (Lee et al. 1999). Neben der Quantitdt des Ca2+—Signals
spielt auch sein =zeitliches Auftreten eine entscheidende Rolle. Es wurde gezeigt, dass
Oszillationen der [Ca®]; fiir die Migration von Neutrophilen wichtig sind (Marks et Maxfield
1990) und dass diese Oszillationen von LPA in Glioblastomzellen hervorgerufen werden kénnen

(Manning et al. 2000).

Die Bedeutung des LPA-induzierten Calciumanstiegs fiir die Mikroglia zeigen Schilling et al.
(2002). Die erhohte intrazellulire Calciumkonzentration fithrt zur Aktivierung eines Ca*'-
aktivierten Kaliumkanals. Charakterisiert wurde dieser Kanal als IKCal. Nach seiner raschen
Aktivierung durch die Applikation von S1P oder LPA 6ffnet der auswirts gerichtete K'-Kanal
nur transient, also in gleicher zeitlicher Abfolge wie das Ca®"-Signal. Die Offnung des Kanals

wird von einer Membranhyperpolarisation begleitet, die eine treibende Kraft fiir den Einstrom
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von Kationen darstellen konnte. In einer darauf folgenden Arbeit von Schilling et al. (2004) wird
gezeigt, dass der Ca’"-aktivierte K'-Kanal fiir die Migration von Mikrogliazellen notwendig ist.
Wird der Kanal mit Charybdotoxin oder Clotrimazol inhibiert, so verringert sich gleichsam die
Migrationsrate der Mikroglia nach Applikation von LPA. Der Vorgang der Migration setzt sich
aus einzelnen Schritten der Form- und Volumenédnderung einer Zelle zusammen. So kann der
Ca*"-aktivierte K'-Kanal dazu beitragen, dass durch den Ausstrom von K'-Ionen osmotisch
bedingt auch Wasser ausstromt, so dass die Zelle am hinteren Ende schrumpft (Lang et al. 1998,
Schwab et al. 1999). Klein et al. (2000) konnte an Epithelzellen nachweisen, dass am ,,vorderen*
Ende der Zelle hingegen Ionentransporter lokalisiert sind, die zu einem osmotischen
Wassereinstrom fiihren, wodurch die Zelle an diesem Ende anschwillt. Zu den dabei beteiligten

Ionentransportern zihlen der Na'/H'- oder CI/HCO5 -Austauscher.

Interessanterweise haben LPA und S1P eine migrationsfordernde Wirkung auf unterschiedliche
Zelltypen. S1P, jedoch nicht LPA, wirkt auf Endothelzellen, und LPA besitzt eine
migrationsfordernde Eigenschaft fiir Fibroblasten, unterschiedliche Karzinomzellen und humane
Glioblastoma multiforme Zelllinien. In glatten GefaBmyozyten beziehungsweise Melanomzellen
wird nach Applikation der beiden Lysophospholipide keine Migration beobachtet (Manning et
al. 2000; Okamoto et al. 2000; Panetti et Mosher 2000). Zusitzlich zur chemotaktischen
Wirkung des SIP auf Endothelzellen fordert es auch die Proliferation, so dass S1P ein
entscheidender Faktor der Angiogenese darstellen konnte (Wang et al. 1999; Meyer zu
Heringdorf et al. 2003).

Neben der Morphologie und Migration sind Calciumsignale an einer Reihe von Prozessen
beteiligt und kontrollieren die Zellproliferation durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren.
Des weiteren werden komplexe Prozesse wie Mitose, Zelldifferenzierung, Apoptose,
Fertilisation und Embryonalentwicklung durch Calciumsignale und den nachfolgenden

intrazellularen Signalkaskaden beeinflusst (Berridge et al. 2000).

4.4  LPC-induzierte Calciumantworten in Mikroglia

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen auf Applikation von LPC mit
einem lang anhaltenden Calciumanstieg, der sich aus einer initialen Spitze und einem darauf

folgenden Plateau zusammensetzt, reagieren. Der LPC-induzierte Calciumanstieg der
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Mikrogliazellen ist in calciumfreier Ringerlosung nicht mehr auslosbar, was suggeriert, dass es
sich bei der Antwort um einen Calciumeinstrom aus dem extrazelluldren Milieu handelt. Die

Hohe des gemessenen Calciumanstiegs war von der LPC-Konzentration abhingig.

Der massive, lang anhaltende Calciumanstieg nach LPC-Applikation wird auch an
Cardiomyocyten adulter und neonataler Ratten (Ma et al. 1999; Gailis et al. 2001; Yu et al. 1998)
und an glatten Muskelzellen der Koronararterien von Kaninchen (Terasawa et al. 2002)
beschrieben. Im Gegensatz dazu wurde ein Calciumanstieg nach Applikation von LPC, der sich
aus einem Calciumeinstrom iiber die Zellmembran und zusétzlich aus der Freisetzung von
Calcium aus den Calciumspeichern zusammensetzt, in Cardiomyozyten adulter Ratten (Itoh et al.
1998) und humanen Endothelzellen der Aorta (Yokoyama et al. 2002) beobachtet. Mogliche
Ursache fiir die Unterschiede konnte in der Verwendung der verschiedenen Zellarten und

Spezies liegen.

Die physiologische Konzentration von LPC liegt je nach Gewebe und Korperfliissigkeiten im
Bereich von 5 — 180uM (Croset et al. 2000; Xu et al. 2002). Unter pathologischen Bedingungen
wie Entzlindungen (Kabarowski et al. 2002), Epilepsien (Yegin et al. 2002) und Ischidmie, z. B.
des Myocards, akkumuliert das LPC und steigt extrazelluldr auf Konzentrationen bis zu 200 pM
an (Akita et al. 1986). Dabei ist zu beriicksichtigen, dass etwa 90 % des LPC an Proteine
gebunden ist (Yu et al. 1998), so dass eine freie LPC-Konzentration von 20 uM angenommen

werden kann.

In den Experimenten zur Charakterisierung des Calciumeinstroms kam das LPC palmitoyl zur
Anwendung. Es konnte gezeigt werden, dass Gadolinium die Calciumantwort nach Applikation
von LPC nahezu vollstindig inhibieren konnte. Lanthan erwies sich ebenfalls als wirksamer

Hemmstoff.

Fiir La®* ist eine inhibierende Wirkung auf den L-Typ Ca*"-Kanal (Wendt-Gallitelli et al. 1985),
den Ca®’-freisetzungsaktivierten Kanilen (CRAC), den nicht-selektiven Kationenkanilen, den
schwellungsaktivierten Ca’"-Kanilen (SWAC) (Ross et al. 1995) und den Na'/ Ca*'-
Austauschern (Kimura et al. 1986) bekannt. Fiir diese Arbeit kann ausgeschlossen werden, dass
L-Typ- Ca*"-Kanile beteiligt sind, da in der Arbeit von Eder 1998 gezeigt wurde, dass diese
nicht in Mikroglia vorkommen. Aber auch an Cardiomyocyten, die L-Typ- Ca’’-Kanile
besitzen, wurde widerlegt, dass diese Kanédle an LPC-induzierter Aktivierung beteiligt sind, da
Verapamil, ein spezifischer L-Typ- Ca’"-Kanal-Blocker, das Ca2+-Signa1 nicht inhibieren konnte
(Yu et al. 1998).
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CRAC-Kanile sind ebenfalls als unwahrscheinlich fiir den hier gezeigten Ca’’-Einstrom
anzunehmen. Ross beschreibt den ICsq von La** und Gd®" fir CRAC-Kanile bei 58 nM
beziehungsweise 28 nM. In diesem Konzentrationsbereich konnte die in dieser Arbeit durch LPC

ausgeloste Ca”*-Antwort nicht geblockt werden.

Dahingegen wurde in Mikroglia (Schilling et al. 2004b), Cardiomyozyten von Meerschweinchen
(Hashimoto et al. 2000; Magishi et al. 1996) und Kaninchen (Song et al. 2002) glatten
Muskelzellen der Renalarterie von Hunden (Jabr et al. 2000), Koronararterien von Kaninchen
(Terasawa et al. 2002) sowie Endothelzellen (Y okoyama et al. 2002) die Aktivierung eines nicht-
selektiven Kationenkanals durch LPC nachgewiesen. Der nicht-selektive Kationenkanal (Insc)
weist die Charakteristik auf, fiir Na', K, Ca* durchléssig zu sein, also flir mono- als auch
divalente Kationen. Durch Gd** und La®" lisst er sich vollstindig inhibieren (Schilling et al.

2004; Jabr et al. 2000).

Perozo et al. (2002) und Sachs et al. (2002) sehen die Ursachen fiir die Offnung des nicht-
selektiven Kationenkanals in dem mechanosensitiven Effekt des LPC. Es lost an der
Zellmembran einen lokalen Stress aus, der eine Zunahme der Kriimmung und nachfolgend eine
Druckerhdhung in der Zellmembran nach sich zieht. Dabei vollzieht der nichtselektive

Kationenkanal eine Konformationséinderung in den offenen Zustand.

Des weiteren wurde beschrieben, wie auf die Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals
die Aktivierung eines calciumabhingigen Kaliumkanals folgte, der unter calciumfreien
extrazelluldren Bedingungen nicht mehr aktiviert werden konnte (Schilling et al. 2004). Der
Kaliumausstrom fiihrt zu einer Hyperpolarisation, die eine treibende Kraft fiir den Einstrom des

Calciums und anderer Kationen durch den nicht-selektiven Kationenkanal darstellen konnte.

Eine andere mogliche Theorie fiir den Calciumeinstrom koénnte in der Beteiligung
schwellungsaktivierter Calciumkandle begriindet liegen. Die in Abschnitt 3.4 gezeigte
Morphologiednderung geht mit einer Anschwellung des Zellsomas einher. Ross et al. (1995)
charakterisiert die SWAC-Kanile an unreifen Thymozyten durch die Fahigkeit, von Gd*" und

+ . .
La’" inhibiert zu werden.

Magishi et al. (1996) stellt in seiner Arbeit an Cardiomyocyten die These auf, dass neben dem
LPC-induzierten Calciumeinstrom auch der Na'-Einstrom durch den nicht-selektiven
Kationenkanal von Bedeutung ist, da sekundir der Na'/Ca®'-Austauscher aktiviert wird. Dieser

konnte zusitzlich zum massiven Einstrom von Ca®" beitragen.

59



Ogita et al. (1997) hingegen postuliert, dass LPC das Ca’’-Signal iiber den PAF-Rezeptor
(plattchenaktivierender Faktor) vermittelt. Experimente dieser Arbeit haben gezeigt, dass der
PAF-Rezeptor-Antagonist BN 52021, ein Ginkgolid, die Ca**-Antwort auf LPC partiell
inhibieren kann. Das fiihrt zu der Annahme, dass die Ca**-Antwort auf LPC zu einem Teil iiber
den PAF-Rezeptor vermittelt sein konnte. Der durch den PAF-Antagonisten nicht zu
inhibierende Anteil des Calciumeinstroms konnte {iber die oben erwihnten nicht-selektiven
Kationenkanile zustande kommen. Eine Ursache dafiir, dass in Ogitas Arbeit die
Calciumantwort komplett inhibiert wurde, mag in der Anwendung unterschiedlicher PAF-
Rezeptor-Antagonisten (WEB-2086 versus BN 52021) beziehungsweise verschiedener Zellarten

(murine peritoneale Makrophagen versus murine Mikroglia) liegen.

Eine Beteiligung intrazelluldrer Transduktionswege durch Aktivierung spezifischer LPC-
Rezeptoren, wie sie von Xu 2002 beschrieben wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, aber
es kann vermutet werden, dass rezeptorvermittelte Calciumsignale von transienter Natur sind,

wie sie im vorigen Abschnitt nach Stimulation mit LPA/S1P zu sehen waren.

Vergleicht man diese Arbeiten, wird die Vermutung bestirkt, der durch LPC verursachte
Calciumeinstrom  konnte  iiber nicht-selektive  Kationenkandle und initial {ber

schwellungsaktivierte Calciumkanéle erfolgen.

45  Funktionelle Bedeutung der LPC-induzierten Calciumantworten

Die funktionelle Bedeutung des LPC-induzierten Ca’"-Anstieges gleicht den durch LPA/S1P
ausgelosten Signalen. Es konnte gezeigt werden, dass Mikroglia seine Morphologie innerhalb

kurzer Zeit nach Applikation von LPC vom ramifizierten in den amdboiden Zustand dndert.

Die Physiologie der Morphologiednderung wurde in der Arbeit von Schilling et al. (2004)
geklart. Die Morphologiednderung der Mikroglia nach Applikation von LPC st
calciumunabhédngig. Jedoch ldsst sie sich wie die in dieser Arbeit vorgenommenen Experimente
zu den Ca’’-Srémen durch Gd®" und La’" teilweise inhibieren. Dieser Fakt fiihrt zu der
Annahme, dass der nicht-selektive Kationenkanal (Insc) auch fiir die Morphologiedanderung eine

entscheidende Rolle spielt.

Ginzlich kann die Morphologiednderung durch Gd**/La*" in Kombination mit DIOA (K*-CI'-

Cotransporter-Inhibitor) oder Furosemid (Na"-K-2CI-Cotransporter-Inhibitor) inhibiert werden.
60



Demzufolge ist der Prozess der Morphologieinderung durch LPC {iber nicht-selektive
Kationenkanile (Ixsc) und K'-CI'-Cotransporter vermittelt. Durch den Einstrom der Ionen iiber
den durch LPC aktivierten Insc in das Zellsoma wird ein osmotisches Gefille aufgebaut, was zu
einem nachfolgenden H,O-Einstrom fiihrt und eine Zellschwellung im Bereich des Somas
verursacht. In den Rami der Zelle kommt es zu einer Zellschrumpfung durch die Aktivierung der
an diesem Ort in hdherer Anzahl exprimierten K'-C1-Cotransportern. Dieser transportiert K und
ClI' aus der Zelle hinaus. Nachfolgend tritt H,O aufgrund der verdnderten osmotischen
Verhéltnisse hinaus in den Extrazellulirraum. Dies fiihrt zum Einziehen der Zellausldufer und

zusammen mit dem Vorgang an den Zellsomata zu einer Abrundung der Zellen.

Na”  |LPC

Ca*

] K*CI”

MNa*®
Ca<*

HO |+ HO

KrCr KrCr

¢

Abbildung 28 Physiologische Mechanismen der Deramifikation von Mikroglia durch LPC
(aus Schilling et al. 2004)

4.6 Lysophospholipid-induzierte pH-Anderungen in Mikroglia

In dieser Arbeit wurde neben der Anderung der intrazelluliren Calciumkonzenzentrationen auch
untersucht, welchen EinfluB LPA und LPC auf den intrazelluliren pH-Wert (pH;) von
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Mikrogliazellen ausiiben. Es konnte gezeigt werden, dass beide Stoffe in gleichartiger Weise zu
einem langsamen Abfall des pH; fiihren, bei dem sich nach einigen Minuten ein Gleichgewicht
einstellt. Eine Abhingigkeit der pH-Anderung vom Lysophospholipid-induzierten Ca**-Signal
konnte nicht gefunden werden, da unter calciumfreien Bedingungen (LPC) und zusétzlich
entleerten Ca®"-Speichern (LPA) die pH-Anderung in gleicher Art und Weise wie unter Ca’'-
haltigen Bedingungen auftraten. Zur pharmakologischen Charakterisierung des pH-Abfalls
wurde Diphenyleneiodonium (DPI) eingesetzt, welches die NADPH-Oxidase inhibiert. Die
NADPH-Oxidase produziert Sauerstoffradikale in Phagozyten und fiihrt nebenbei zur

Freisetzung von Protonen ins Zytoplasma.

Der respiratory burst bezeichnet den Vorgang in Phagozyten, bei dem unter hohem

Sauerstoffverbrauch Sauerstoffradikale gebildet werden (sieche Abbildung 29).

NADPH
oxidase
complex

NADPH @

Proton
NADP* 4+ H* channel

Abbildung 29: Schema iiber die Funktionsweise des respiratory burst (Quelle: DeCoursey et
Grinstein 1999)

Kommt es zur Aktivierung der Mikrogliazelle beispielsweise durch Bakterien, so wird iiber das
Phosphokinase C-System das membranstindige Enzym NADPH-Oxidase aktiviert, welche
NADPH in NADP' + H" und O, in O, umwandelt. Damit entstehen im Cytosol Protonen, die
zum Abfall des pH; fithren. Um die Homdostase der Zelle zu gewihrleisten, wird das H' iiber

einen Protonenkanal aus der Zelle heraustransportiert. Das entstandene Superoxidanion kann
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extrazelluldr mit Protonen zu Wasserstoffperoxid reduziert werden. Diese zytotoxischen Stoffe
dienen dann der Abwehr des Bakteriums (Henderson et al. 1995, 1997; Henderson et Meech
1999).

Da in den Experimenten dieser Arbeit DPI die pH-Verdnderungen nicht inhibieren konnte, liegt
die Vermutung nahe, dass die LPA/LPC-stimulierte Anséuerung der Mikroglia nicht auf eine
Produktion von H' durch die NADPH-Oxidase, also nicht auf den respiratory burst

zurickzufiihren ist.

Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen berichtet Cechin et al. (2002) iiber eine Ansduerung

von Astrozyten nach Applikation von LPA, die calciumunabhéngig ist.

Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen an Mikroglia konnte an Endothelzellen eine LPC-
induzierte, NADH-abhingige Sauerstoffradikalproduktion, also ein respiratory burst
nachgewiesen werden (Kugiyama et al. 1999). An Eosinophilen wurde durch Applikation von

LPA der respiratory burst ausgelost (Idzko et al. 2004).

Als Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zu den oben
zitierten konnten die Verwendung anderer Zellarten und vor allem anderer Methoden liegen. In
dieser Arbeit wurde als MaB fiir den respiratory burst die Produktion von H' in Betrachtung
gezogen. Die oben zitierten Arbeiten haben die Freisetzung der Sauerstoffradikale gemessen. Die
hier gewéhlte Methode ist beziiglich des respiratory burst weniger spezifisch und kann durch

andere pH-verdndernde Mechanismen iiberlagert werden.
Folgende Prozesse konnen an der Regulierung des intrazelluldren pH-Wertes beteiligt sein:

e H'-Puffersysteme des Zytosols

e Aufnahme von H' in intrazellulire Organellen wie Mitochondrien und Lysosome
e Freisetzung oder metabolische Produktion von H"

e Transport von Siuren-/Basen-Aquivalenten iiber die Zellmembran.

Alle diese Mechanismen konnen nicht voneinander getrennt betrachtet werden. So fiihrt eine
Verinderung der intrazelluliren Protonenkonzentration, verursacht durch die Aktivitit eines H'-
Transporters zur nachfolgenden Regulierung der [H']; durch das Puffersystem. Neben den
unspezifischen Mechanismen ist vor allem das CO,/HCOs -abhéngige Puffersystem des Cytosols
von Bedeutung. Das Enzym Carboanhydrase katalysiert die Hydratation von CO, zu HCO;™ und

H'. Ob LPA und LPC einen Einfluss auf das intrazellulire Puffersystem, die Freisetzung von H"
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aus Zellorganellen oder die metabolische Protonenproduktion haben, ist noch nicht untersucht

worden.

Die Verdnderung des pH; kommt zu einem groBen Teil durch den Transport von Séuren-/Basen-
Aquivalenten iiber die Zellmembran zustande. Die in Mikroglia vorkommenden Transporter

beziehungsweise Kanile sind im Folgenden beschrieben.

Der spannungsabhingige H'-Kanal wurde in Mikroglia erstmals von Eder et al. (1995)
beschrieben. Zu seiner Charakteristik z&hlt, dass er ein ausschlieBlich auswérts gerichteter Kanal
ist und zur Erhohung des pH; fiihrt. Ob er durch die Lysophospholipide inhibiert wird, ist noch

zu untersuchen.

Shirihai et al. (1998) berichtete iiber das Vorkommen von K'/H'-ATPase in Mikroglia. Sie
werden bei hohen extrazelluliren K'-Konzentrationen aktiviert, wie sie in geschidigtem
Gehirnparenchym auftreten. Diese hohe extrazellulire K'-Konzentrationen, wie sie fiir die
Aktivierung der K'/H'-ATPase notwendig wiren, wurden in den Experimenten dieser Arbeit
nicht erreicht. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die K'/H'-ATPase nicht an der LPA/LPC-

induzierten pH-Anderung beteiligt ist.

Als Bikarbonat-abhdngige Transportmechanismen konnten in Mikroglia zum einen der
Na'/HCOs-Cotransporter, zum anderen der Na'-abhingige CI/HCO;-Austauscher
nachgewiesen werden (Faff et al. 1996). Voraussetzung fiir die Aktivierung sind die
Anwesenheit von extrazellulirem HCO; und Na'. Es wird Na" und HCO;  (Na'/ HCOs'-
Cotransporter) oder HCO;™ im Austausch mit CI° (CI/HCOs-Austauscher) in die Zelle
transportiert, die erhohte [HCO;']; fiihrt zu einem pH;-Anstieg. Eine Beteiligung dieser
Transporter in dieser Arbeit kommt nicht in Frage, da die experimentellen Bedingungen so
gewdhlt wurden, dass HEPES-gepufferte Losung verwendet wurde und extrazelluldr somit kein

Bikarbonat vorhanden war.

Ein indirekter Beweis fiir die Existenz der Ca®"/H"-ATPase in Mikroglia wurde von Minelli et al.
(2000) geliefert. Dieser transportiert H' im Austausch gegen Ca®" aus der Zelle heraus. Dieser
Transporter kommt zur Kldrung des LPA/LPC-induzierten pH-Abfalls nicht in Frage, da in
dieser Arbeit gezeigt wurde, dass LPA/LPC-stimulierte Ansduerung der Mikroglia unabhingig

von Ca®" geschicht.

Auch ein Na'/H -Austauscher wurde in Mikroglia indirekt nachgewiesen (Faff et al. 1996),

indem in HCOj -freier Extrazelluldrlosung das Natrium entfernt wurde und die Zellen einen
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raschen und starken pH;-Abfall zeigten. Indem der Na'/H'-Austauscher Protonen im Austausch
mit Na" aus der Zelle herausschafft, schiitzt er die Zellen vor Ubersiuerung. Eine Inhibierung
des Transporters erfolgt mit EIPA- (Ethyl-Isopropylamilorid) und Amilorid, aber auch durch
hohe intrazelluldre Natriumkonzentrationen (Grinstein et al. 1991). Eine mogliche Erklarung fiir
den LPC-induzierten pH-Abfall wire eine Inhibition des Na'/H -Austauschers, zum einen durch
eine direkte Wirkung des LPC an dem Kanal, wie es fiir Wachstumsfaktoren nachgewiesen
wurde (Noel et Pouysségur 1995; Boron 1992) oder zum anderen durch die Eigenschaft des
LPC, nichtselektive Kationenkanéle zu 6ffnen (sieche Abschnitt 4.4), wodurch es neben einem
Einstrom von Ca’" und K' auch zu einem intrazelluliren Na'-Anstieg kommt. Der erhohte
intrazelluldre Natriumspiegel konnte die mogliche Ursache fiir die Inhibition des Na'/H'-
Austauschers darstellen, wodurch es zu der in dieser Arbeit beobachteten LPC-induzierten
Ansduerung des Zytoplasmas gekommen sein kdnnte. Ob diese Theorie zutreffend ist und ob die
LPA-induzierte Ansduerung einem &hnlichen Prinzip unterliegt, muss in Zukunft noch

untersucht werden.

Dass LPC den Na'/H'-Austauscher inhibieren kann, wurde in einer Arbeit von Fuster et al.
(2004) an CHO-Zellen gezeigt. Die von ihnen favorisierte Erkldrung bezieht sich auf den
mechanosensitiven Effekt des LPC (Perozo et al. 2002), wodurch der mechanosensitive Na'/H -
Austauscher inhibiert wird. In einer anderen Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass die Inhibierung
des Na'/H'-Austauscher nicht an der LPC-induzierten Ansiuerung beteiligt ist, sondern die
Inhibierung des Na'/HCO;-Cotransporters (Yamaguchi et al. 1998). Im Unterschied zu dieser
Arbeit und zu Fuster et al. benutzt Yamaguchi Bikarbonat-gepufferte extrazellulire Losung, was
eine Beteiligung des Na'/HCO; -Cotransporters an den pH-regulierenden Prozessen erst méglich

macht.

Die Ursache fiir den LPA/LPC-induzierten pH;-Abfall ist nicht endgiiltig geklért. Es sind weitere
Experimente notwendig um zu entschliisseln, ob und wie LPA und LPC in der Lage sind, in
Mikrogliazellen den Na'/H'-Austauscher zu inhibieren oder ob andere pH-regulierende Prozesse

an der LPA-/LPC-induzierten pH-Anderung in Mikroglia beteiligt sind.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung unterschiedlicher Lysphospholipide auf Mikrogliazellen
untersucht. Obwohl sie einer Stoffgruppe angehdren, ldsen LPA/S1P einerseits und LPC
andererseits in Mikroglia Calciumsignale unterschiedlicher Art aus. LPA/S1P wirken an G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, die liber eine Phospholipase C-Aktivierung Inositoltriphosphat
bilden, das Ca®" aus den Thapsigargin-sensitiven Speichern freisetzt. Die Ca*"-Antwort ist
transienter Form. LPC dagegen bindet an keine spezifischen Rezeptoren, sondern fiihrt {iber
einen mechanosensitiven Effekt zu einer Zunahme der Kriimmung der Zellmembran und
nachfolgend zu einer Konformationsianderung des nichtselektiven Kationenkanals in den offenen
Zustand. Uber diesen kommt es zu einem langanhaltenden und massiven Einstrom von Ca’" und
anderen Kationen. Die funktionellen Folgen der Lysophospholipide sind trotz der
unterschiedlichen Mechanismen des Ca®’-Anstiegs sehr #hnlich, sie treten aber in
unterschiedlicher Intensitdt auf. Sie fordern die Morphologiednderung, Proliferation und

Migration der Zellen.

Erstaunlicherweise zeigen LPA und LPC trotz unterschiedlicher Angriffsmechanismen an der
Zellmembran die gleichen langsamen pH-Antworten in Form von Anséuerung des Cytoplasmas,

deren Mechanismus in Zukunft geklart werden muss.

Betrachtet man die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse, kann man schlussfolgern, dass die
Lysophospholipide LPA, SI1P und LPC, die unter pathologischen Bedingungen des ZNS erhoht
sind, Mikrogliazellen aktivieren. Die aktiven Mikrogliazellen sind notwendig zur Abwehr von
Krankheitserregern oder zur Beseitigung abgestorbener Neurone, sie stellen jedoch bei einer
iberschiefenden Reaktion eine Gefahr fiir das noch nicht geschidigte Gehirnparenchym dar. An
diesem Punkt konnte man in Zukunft pharmakologisch eingreifen, indem man die ausgeldste
Aktivierung der Mikroglia bremst. Einer der mdglichen hier gezeigten Angriffspunkte stellt das
intrazelluldre Calciumsignal dar, welches man mit spezifischen Blockern inhibieren konnte. Auf
diese Weise liee sich der Schaden, der durch iiberschieBende Immunreaktionen beispielsweise

in der Penumbra eines ischdmischen Insults entsteht, reduzieren.
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