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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Parkinson-Syndrom

1.1.1. Definition und Klinik

Als kennzeichnend fir das Parkinson-Syndrom (PS) gelten die motorischen Hauptsymptome
Steifigkeit der Muskulatur (Rigor), Muskelzittern, welches hdufig in Ruhe auftritt
(Ruhetremor), Bewegungsarmut (Brady- /Akinese) und Stoérungen des Gleichgewichtes
(posturale Instabilitat). Die Kriterien fur die klinische Diagnose eines PS sind das Vorliegen
von Brady-/Akinese mit mindestens einem der anderen oben genannten motorischen
Symptome (Deuschl et al., 2016). Auller den motorischen Symptomen kommt es bei der
Erkrankung auch zu einer Reihe weiterer nicht-motorischer Begleiterscheinungen, welche
auch bereits frih im Krankheitsverlauf auftreten konnen. Dazu gehéren Defizite, wie z.B.
Hyposmie (verminderter Geruchssinn), vegetative (Miktionsstérungen, Obstipation,
orthostatische Dysregulation) und neuropsychiatrische Symptome (Gedachtnis- und
Konzentrationsstorungen, Apathie, Angstzustéande) sowie Schlafstérungen (Khoo et al., 2013;
Kalia und Lang, 2015).

Das PS lasst sich in vier Formen einteilen, wobei das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS,
Morbus Parkinson) mit einem Anteil von ca. 75% am héaufigsten auftritt. Zu den Formen des
Parkinson-Syndroms gehoren neben dem IPS genetische Parkinson-Formen, symptomatische
(sekundére) Parkinson-Syndrome (z.B. medikamentds oder toxisch induziert) sowie atypische
Parkinson-Syndrome, welche im Zusammenhang mit anderen neurodegenerativen

Erkrankungen auftreten (Deuschl et al., 2016).

1.1.2. Epidemiologie des M. Parkinson

Mit einem Anteil von 0,3 % an der Gesamtbevolkerung in der westlichen Welt ist der
M. Parkinson die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung nach der Alzheimer-Demenz.
Die Erkrankungswahrscheinlichkeit zeigt eine eindeutige Altersabhéngigkeit: Ist der
M. Parkinson bei unter 50-jahrigen selten, steigt die Pravalenz bei 70-79-jahrigen im
Vergleich zur Prévalenz bei 50-59-jéhrigen deutlich an (de Lau und Breteler, 2006). Mit dem
Ansteigen der weltweiten Lebenserwartung sowie der demografischen Entwicklung
insbesondere in den industrialisierten Landern wird es im Zeitraum bis 2030 wahrscheinlich
zu einer Verdopplung der Erkrankungszahlen im Vergleich zum Jahr 2005 kommen (Dorsey
et al., 2007; Kalia und Lang, 2015).
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1.1.3. Pathogenese des M. Parkinson

Die Ursachen fiir die Erkrankung sind bis heute nicht komplett verstanden. Derzeitig geht
man davon aus, dass das Zusammenwirken von einem verénderten Proteinstoffwechsel,
mitochondrialer Dysfunktion, oxidativem Stress und inflammatorischen Veranderungen flr
Entstehung und Progression des M. Parkinson verantwortlich sind (Schapira und Jenner,
2011). Als gesichert gilt, dass die Degeneration Dopamin-produzierender Neurone in der
Substantia nigra pars compacta (SN) im Bereich des Mesencephalons die
pathophysiologische Grundlage der klinischen Symptomatik des M. Parkinson darstellt. Der
daraus resultierende Mangel an Dopamin in den Basalganglien fiihrt zu den klassischen
motorischen Parkinson-Symptomen. Die Neurodegeneration beim M. Parkinson ist nicht
allein auf die SN beschrankt, sondern findet sich auch in anderen Hirnregionen, wie u. a. im
Hypothalamus, in den serotonergen Raphe-Kernen oder den noradrenergen Neuronen des
Locus caeruleus (Kalia und Lang, 2015; Dickson, 2012). Dies ist eine mdgliche Erklarung fiir
das Auftreten der bereits erwéhnten nicht-motorischen Symptome (Schapira et al., 2017).

Als morphologisches Korrelat fur die degenerativen Zellveranderungen gilt die pathologische
Aggregation neuronaler Proteine. Erste Hinweise darauf gelangen dem Neurologen Friedrich
Lewy bereits 1912 mit dem mikroskopischen Nachweis eosinophiler Einschliisse in
Neuronen, sogenannter Lewy-Korperchen. Spillantini und Kollegen konnten 1997 erstmals
fehlerhaftes a-Synuclein als deren Hauptbestandteil identifizieren (Spillantini et al., 1997).
Sich daran anschliefende Untersuchungen zeigten zudem, dass Mutationen im a-Synuclein-
Gen genetische Erkrankungsformen des Parkinson-Syndroms bedingen (Polymeropoulos et
al., 1997; Kalia und Lang, 2015). Neben dem a-Synuclein wurde auch eine Vielzahl weiterer
Molekdile, u. a. mitochondriale Proteine sowie Proteine des Ubiquitin-Proteasom-Systems als
Bestandteile der Lewy-Kdrperchen identifiziert (Wakabayashi et al., 2013). Wahrscheinlich
induzieren die neuronalen Proteinaggregate uUber die Beeintrdchtigung der mitochondrialen
Funktion oder Aktivierung von Mikrogliazellen oxidativen Stress und tragen somit zur
Neurodegeneration bei (Dias et al., 2013).

Interessanterweise breiten sich die Proteinaggregate wahrscheinlich in einer stets
gleichartigen Weise mit Progression der Erkrankung im Nervensystem aus: Vermutlich
beginnen die degenerativen Vorgange im peripheren Nervensystem und gehen dann
zunehmend in das zentrale Nervensystem (ZNS) (ber, wo sie sich Uber das Gehirn, mit
Beginn im unteren Hirnstamm (dorsaler Vagus-Kern) und anschlieBender Progression der
Erkrankung in Bereiche des Mittel-, VVorderhirns und schliel3lich der Cortices, ausbreiten
(Braak et al., 2003). Es wird daher vermutet, dass die Proteinaggregate im Verlauf der
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Erkrankung auch auf andere, bis dahin nicht betroffene Neurone tbergehen kénnen und somit
in dhnlicher Weise wie bei Prion-Erkrankungen eine Art ,,infektioses* Verhalten an den Tag
legen (Kalia und Lang, 2015; Visanji et al., 2013). Dies ist somit ein denkbarer
Erklarungsansatz fiir die Progredienz der Erkrankung.

Als weitere Krankheitskomponente des M. Parkinson gilt mitochondriale Dysfunktion und
eine verminderte Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette in Neuronen der SN. So zeigten
sich in post mortem-Untersuchungen der SN von Personen mit M. Parkinson eine signifikante
Reduktion der Komplex 1-Aktivitdt der Atmungskette gegeniiber nicht betroffenen
Kontrollpersonen (Schapira et al., 1989). Urséachlich fir diese Veranderungen sind
wahrscheinlich durch oxidativen Stress geschadigte Untereinheiten dieses Enzyms (Keeney,
2006; Subramaniam und Chesselet, 2013). Weitere Anhaltspunkte fur eine Beteiligung
mitochondrialer Dysfunktion im Rahmen der M. Parkinson-Pathogenese entstanden durch
Zufall durch die Infusion des Toxins MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridin),
das in einer Gruppe Heroin-abhangiger Parkinson-&hnliche Symptome hervorrief (Langston et
al., 1983). Vermutlich akkumuliert das MPTP in den Mitochondrien dopaminerger Neurone
und inhibiert dort ebenfalls den Komplex 1 der Atmungskette (Subramaniam und Chesselet,
2013). Wie der Komplex 1-Defekt letztendlich zum Zelltod der dopaminergen Neurone fiihrt,
ist bislang noch nicht vollstandig geklart. Wahrscheinlich kommt es (ber eine vermehrte
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) in den Mitochondrien zu
einer Aktivierung pro-apoptotischer Signalwege und somit zum Zelltod (Perier et al., 2005;
Subramaniam und Chesselet, 2013).

Untersuchungen an Patienten mit M. Parkinson zeigten zudem eine erhohte Dichte aktivierter
Mikroglia, den zentralen Vermittlern neuroinflammatorischer Prozesse, in der SN (Hirsch und
Hunot, 2009). Basierend auf diesen und anderen Untersuchungen wurde eine entziindliche
Komponente in der Pathogenese des M. Parkinson postuliert, auf die zu einem spéteren

Zeitpunkt in dieser Dissertation ausfihrlicher eingegangen wird.

1.1.4. Therapieoptionen

Eine kausale Therapie mit dem Ziel, die neurodegenerativen Prozesse zu stoppen, ist bis heute
nicht moglich. Vorherrschender Therapieansatz ist es, Dopamin zu substituieren und somit die
mit dem Dopaminmangel verbundenen Symptome zu lindern. Als besonders effektiv hierfir
erwies sich der Einsatz von L-Dopa, kombiniert mit einem Decarboxylase-Hemmer, der den
Abbau des L-Dopas in der Peripherie verhindert. Aufgrund seiner guten Wirksamkeit ist es
h&ufig die initiale Therapieoption (Lees et al., 2009). Als Nebenwirkungen sind vor allem
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sogenannte On-Off-Phasen zu erwéhnen, also Fluktuationen der Symptomatik mit zum Teil
plétzlichem Ubergang von guter Beweglichkeit oder auch Uberbeweglichkeit in einen
akinetischen Zustand und umgekehrt. Diese Nebenwirkungen treten umso haufiger auf, je
langer die Krankheit besteht und je hoher die téglich applizierte L-Dopa-Dosis ist (Oertel und
Schulz, 2016).

Das Ziel, den Dopaminmangel auszugleichen, verfolgen auch Medikamente, die agonistisch
am Dopaminrezeptor wirken. Sie konnen in frihen Krankheitsstadien als Monotherapie, aber
auch in fortgeschrittenen Krankheitsstadien in Kombination mit L-Dopa verwendet werden,
da auf diese Weise ein L-Dopa-sparender Effekt erzielt wird und die Wirkungsfluktuationen
der L-Dopa-Therapie vermindert werden konnen. Den Dopaminrezeptor-Agonisten werden
allerdings starkere Nebenwirkungen im Vergleich zu L-Dopa zugeschrieben, bei denen vor
allem Ubelkeit und orthostatische Dysregulation zu erwahnen sind (Oertel und Schulz, 2016).
Um die Verflgbarkeit von Dopamin im synaptischen Spalt zu steigern, kommt als weiterer
medikamentoser Ansatz die Hemmung Dopamin-abbauender Enzyme in Frage. Zu dieser
Klasse gehdren Catechol-O-Methyltransferase (COMT)- und Monoaminooxidase B (MAO-
B)-Hemmer. Sie konnen in Kombination mit L-Dopa eingesetzt werden, um dessen
Wirkdauer zu verlangern (Oertel und Schulz, 2016).

Als nicht-medikamentdse Behandlungsform wird in spaten Krankheitsstadien bei Auftreten
von Wirkungsfluktuationen oder bei therapieresistentem Ruhetremor die tiefe Hirnstimulation
(THS) eingesetzt, bei der eine stereotaktische Elektroden-Implantation, meist im Bereich des
Nucleus subthalamicus, vorgenommen wird. Die Wirkung halt, anders als bei der
medikamentésen Therapie, Uber 24 Stunden gleichméRig an wund ist somit der
medikamentdsen Therapie bei Fluktuationen der Beweglichkeit (berlegen. Aullerdem
ermdglicht der Einsatz der THS oft eine Dosisreduktion der Medikation und verringert somit

Nebenwirkungen der Pharmakotherapie (Oertel und Schulz, 2016).

1.2.  Mikroglia und Neuroinflammation

1.2.1. Funktion und Aufgaben der Mikroglia

Mikroglia entstammen entwicklungsgeschichtlich primitiven Makrophagen aus dem

Dottersack und wandern bereits in der Embryonalentwicklung in die Vorlauferstruktur des

Nervensystems ein (Wolf et al., 2017). Sie sind an der pré- und postnatalen Hirnentwicklung

malgeblich beteiligt: Beispielsweise phagozytieren sie nicht mehr bendtigte neuronale

Vorléauferzellen im sich entwickelnden Hirn (Cunningham et al., 2013) und eliminieren in der
4
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postnatalen Hirnentwicklung redundante Synapsen (synaptic pruning) (Paolicelli et al., 2011),
weshalb den Mikroglia eine entscheidende Rolle fur die Optimierung neuronaler Netzwerke
zugeschrieben wird (Menassa und Gomez-Nicola, 2018). Bei der Ausfihrung ihrer
Funktionen, sowohl im gesunden als auch im pathologisch veranderten ZNS, nehmen
Zytokine eine wichtige Rolle ein (Hanisch, 2002). Sie umfassen eine groRe Anzahl
verschiedener Molekiile und kénnen sowohl anti- als auch proinflammatorische Effekte an
Zellen induzieren. Im gesunden ZNS regulieren von Gliazellen freigesetzte Zytokine wichtige
physiologische Prozesse. So ist das Zytokin TNF-a in die Steuerung von Funktionen wie
synaptische Plastizitdt, Lernen und Gedéchtnis eingebunden (Olmos und Llado, 2014). Fur
ein weiteres Zytokin, IL-6, wurde ebenfalls eine Beteiligung an einer Vielzahl
neurophysiologischer Vorgange nachgewiesen, z.B. eine Regulation der synaptischen
Transmission durch Hemmung der Transmitterfreisetzung (D’ Arcangelo et al., 2000) sowie
eine Beteiligung an Gedéachtnisfunktionen (ber eine Modulation der Langzeitpotenzierung
oder -depression an Synapsen (Gruol, 2015).

Im adulten Gehirn nehmen Mikroglia vor allem die Funktion ortstandiger Makrophagen wahr
und schitzen so das ZNS vor Krankheitserregern oder neurotoxischen Substanzen. Im
ruhenden Zustand liegen Mikroglia in einer ramifizierten Form mit weit verzweigten
Auslaufern vor (Kettenmann et al., 2011). Uber diese Ausldufer iiberwachen sie permanent
ihre Umgebung, was allerdings ein hochdynamischer Prozess ist und die Bezeichnung des
,ruhenden Zustandes diesem somit nicht gerecht wird (Nimmerjahn et al., 2005; Kettenmann
etal., 2011).

Im Zuge ihrer Uberwachungsfunktion exprimieren Mikroglia verschiedene Rezeptoren an der
Zelloberflache, die als sogenannte pattern recognition receptors (PRR) zusammengefasst
werden. Uber sie werden zum einen sogenannte pathogen-associated molecular patterns
(PAMP) erkannt, welches u. a. fur Bakterien typische Strukturmolekile, wie z. B. LPS, sind.
Zum anderen reagieren die PRR auch auf korpereigene Strukturmolekdile, deren Anwesenheit
auf einen Zellschaden schlieen l&sst, sogenannte damage-associated molecular patterns
(DAMP), ebenso wie auf abnorme endogene Proteinaggregate (z.B. a-Synuclein) (Colonna
und Butovsky, 2017; Yang und Zhou, 2019).

Nach Bindung einer dieser Liganden konnen intrazelluldr verschiedene mehrteilige
Signalkaskaden angestof’en werden. In der Regel werden hierbei intrazellulare Signalwege
und Transkriptionsfaktoren wie der nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells (NFxB) aktiviert und dartiber die Expression proinflammatorischer Zytokine induziert
(Wolf et al., 2017; Subhramanyam et al., 2019). Der physiologische Hintergrund dieser
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Mikroglia-Aktivierung und Initiierung der Entziindungsreaktion liegt darin, das auslosende
Pathogen zu bek&mpfen und somit eine Gefahrdung des ZNS abzuwenden.

Verletzungen des ZNS, inflammatorische Mediatoren, Toxine oder Schéadigung und
Untergang von umliegenden Neuronen fuhren somit zu einer Aktivierung der Mikroglia. Als
Ergebnis der im Zuge der Mikroglia-Aktivierung ablaufenden Signalkaskaden nehmen die
Zellen je nach Umgebungsbedingungen unterschiedliche Phé&notypen an. Es besteht die
vereinfachte Annahme, dass aktivierte Mikroglia in Analogie zu den entwicklungsbiologisch
verwandten Makrophagen situationsabhangig entweder einen M1- oder M2-Phanotyp
annehmen koénnen. M1-Mikroglia produzieren hohe Konzentrationen proinflammatorischer
Mediatoren, wie die Zytokine 1L-6, IL-1p, IL-12 und TNF-a, und steigern die Expression der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS), wodurch grofe Mengen Stickstoffmonoxid (NO)
produziert werden und somit ein toxischer Effekt generiert wird (Colonna und Butovsky,
2017; Moss und Bates, 2001). Sie dienen auf diese Weise der Bekdmpfung von das ZNS
infiltrierenden Pathogenen, um das Gehirn zu schutzen.

Im intakten Gehirn wird in Folge einer M1-Aktivierung schnell eine Gewebereparatur-Phase
initiiert, die durch eine M2-Polarisation der Mikroglia charakterisiert ist (Tang und Le, 2016).
Dies dient dazu, eine 0berschieende inflammatorische Reaktion zu verhindern und
unverletztes Gewebe zu schiitzen. Wichtige Stimuli zur Initiierung dieses Phanotypen-
Wechsels sind z. B. antiinflammatorische Zytokine, wie u. a. die Interleukine I1L-4 und IL-10
(Colton, 2009; Moehle und West, 2015), welche von Mikroglia und Astrozyten nach PRR-
Stimulation und der damit verbundenen intrazellularen Signalweg-Aktivierungen freigesetzt
werden (Ledeboer et al., 2002; Jack et al., 2005). IL-10 fuhrt wiederum durch Bindung an
seinen Rezeptor zur Beeinflussung der Immunantwort, z.B. eine Minderung der Expression
proinflammatorischer Zytokine. Die Annahme des M2-Phanotyps bewirkt zudem die
Sekretion von Wachstumsfaktoren wie z. B. insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und
neurotrophen Faktoren wie brain-derived neurotrophic factor (BDNF) oder glial-derived
neurotrophic factor (GDNF), wodurch die neuronale Regeneration sowie Gewebereparatur-
prozesse ermdglicht werden (Colonna und Butovsky, 2017; Colton, 2009).

Eine Aktivierung von Mikroglia kann somit sehr unterschiedliche Folgen nach sich ziehen
und kann, je nach angenommenem Phanotyp, zur Schadigung von umliegenden Zellen,
insbesondere Neuronen, als auch zu deren Regeneration beitragen. Vor diesem Hintergrund
wird die mikrogliale Neuroinflammation auch oft als ,,zweischneidiges Schwert” bezeichnet

(Marchetti und Abbracchio, 2005).
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Das hier beschriebene M1-/M2-Modell der mikroglialen Phénotypen gilt allgemein jedoch
nur als eine vereinfachte Darstellung der Funktionszustande der Mikroglia, da das
Aktivitatsspektrum der Zellen in vivo nicht alleine diese zwei gegensétzlichen
Zustandsformen beinhaltet. Vielmehr geht man aktuell davon aus, dass Mikroglia diverse
Phénotypen annehmen kdnnen, abhangig von den jeweiligen Umgebungsbedingungen und
der jeweils vorliegenden Erkrankung sowie dem Stadium der Erkrankung (Wolf et al., 2017;
Colonna und Butovsky, 2017).

1.2.2. Mikroglia und Neuroinflammation beim M. Parkinson

Nach der oben beschriebenen Darstellung der physiologischen Bedeutung von Mikroglia und
den von ihnen freigesetzten neuroinflammatorischen Mediatoren soll im Folgenden die
pathogenetische Rolle der durch Mikroglia vermittelten neuroinflammatorischen Prozesse
beim M. Parkinson genauer betrachtet werden.

Ein Zusammenhang zwischen einer Mikroglia-Beteiligung und dem M. Parkinson wurde
erstmals hergestellt durch post mortem-Untersuchungen an den Hirnen erkrankter Patienten.
1988 wiesen McGeer und Kollegen hierbei anhand von Molekilen an der Zelloberflache
aktivierte Mikroglia in der SN von Patienten mit M. Parkinson nach (McGeer et al., 1988).
Die daraufhin entwickelte Hypothese einer Mikroglia-Beteiligung an der Pathogenese des
M. Parkinson wurde zudem durch in vivo-Untersuchungen bekraftigt, die mittels Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) aktivierte Mikroglia in erhdhter Dichte in der SN von
Patienten mit M. Parkinson nachwiesen (Gerhard et al., 2006; Hirsch und Hunot, 2009).

Da das Toxin MPTP beim Menschen dopaminerge Neurone schadigt und auch parkinsonoide
Symptome hervorruft, basieren viele Tiermodelle der Parkinson-Erkrankung auf der
Verabreichung dieses Toxins. Interessanterweise wurde nach systemischer MPTP-Gabe an
Versuchstiere eine Mikroglia-Aktivierung nachgewiesen, die auch nach Beendigung der
Toxin-Exposition noch besteht (Barcia et al., 2004). Auch beim Menschen scheint auch Jahre
nach MPTP-Exposition noch eine Mikroglia-Aktivierung zu bestehen (Langston et al., 1999;
Hirsch und Hunot, 2009). In vitro-Studien mit Verwendung von MPTP an Neuron-Gliazell-
Kokulturen zeigten auBerdem, dass die MPTP-Neurotoxizitat vor allem von der Anwesenheit
von Mikroglia abhéngig zu sein scheint, wéhrend in Abwesenheit dieser Zellen die
Neurotoxizitat nicht weiter voranschreitet (Gao et al., 2003). Diese Resultate aus den
experimentellen Parkinson-Modellen legen nahe, dass auch eine kurze Konfrontation der
Mikroglia mit neuronalem Zelluntergang oder Neurotoxinen eine lang andauernde Mikroglia-

Antwort bewirken kann.
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Im Zusammenhang mit dem M. Parkinson spielt fiir die Mikroglia-Aktivierung vor allem das
bereits erwéhnte a-Synuclein eine Rolle. Setzen betroffene Neurone das pathologisch
veranderte o-Synuclein frei, wandern Mikroglia zum Ort der Freisetzung (Ferreira und
Romero-Ramos, 2018). Zudem sind sie in der Lage, bestimmte Formen des a-Synucleins tber
die an der Zelloberflache lokalisierten PRR als ein DAMP zu identifizieren, woraufhin die
Mikroglia in der Folge einen proinflammatorischen Ph&notyp annehmen und die Expression
von proinflammatorischen Mediatoren stark gesteigert wird (Zhang, 2005; Ferreira und
Romero-Ramos, 2018). Als wichtiger intrazelluldarer Signalgeber in diesem Prozess der ao-
Synuclein-vermittelten Mikroglia-Aktivierung wirkt der Transkriptionsfaktor NFkB, der nach
seiner Aktivierung in den Zellkern wandert und dort die Transkription verschiedener Gene,
wie beispielsweise diverser Zytokine, erhoht. Neben der NFxB-Kaskade sind aber auch
weitere Signalwege in die proinflammatorische Mikroglia-Aktivierung eingebunden, so zum
Beispiel die extracellular-regulated kinases 1/2 (ERK i), welche den mitogen-activated
protein kinases (MAP-Kinasen) zugeordnet werden (Wilms et al., 2009; Ferreira und
Romero-Ramos, 2018). Die dauerhafte Konfrontation der Mikroglia mit aktivierenden
Stimuli, wie z. B mit den erwahnten Proteinaggregaten oder sterbenden Neuronen, fuhrt somit
zu einer dauerhaften proinflammatorischen Mikroglia-Aktivierung. Dementsprechend belegen
auch  signifikant  veranderte  Zytokinspiegel bei  erkrankten  Personen  eine
neuroinflammatorische Komponente in der Pathogenese des M. Parkinson. Hierbei scheinen
insbesondere TNF-a, IL-6 und IL-1B eine Rolle zu spielen, da erhohte Werte dieser Zytokine
sowohl post mortem im Striatum als auch im Liquor von Parkinson-Patienten nachgewiesen
wurden (Hirsch und Hunot, 2009). Insbesondere wenn proinflammatorische Zytokine uber
langere Zeitrdume in hohen Konzentrationsbereichen freigesetzt werden, werden ihnen trotz
ebenfalls zahlreicher physiologischer Funktionen im gesunden ZNS schadigende Effekte
zugeschrieben (Leal et al., 2013). Mittels in vitro-Versuchen konnten beispielsweise flr hohe
TNF-a- und IL-1B-Konzentrationen neurotoxische Effekte nachgewiesen werden. Diese sind
vermutlich in einer Steigerung der Glutaminase-Expression in Neuronen und damit einer
Anhebung der Glutamat-Konzentration auf zytotoxische Werte begrundet (Ye et al., 2013).
Neben diesen direkt neurotoxischen Effekten der Zytokine sollte auch eine indirekte
Neurotoxizitat berlcksichtigt werden, etwa (Uber eine Induktion der Freisetzung
neurotoxischer Substanzen aus Astrozyten (Brown und Vilalta, 2015). Es gilt daher als
wahrscheinlich, dass eine Veranderung des Zytokin-Milieus im ZNS die Degeneration der

nigrostriatalen Bahnen mitverursacht (Nagatsu et al., 2000).



Einleitung

Neben den proinflammatorischen Zytokinen gilt auch durch Stickstoffmonoxid (NO)
verursachter oxidativer Stress als Bestandteil der neurotoxischen Mikroglia-Effekte.
Verantwortlich fiir die Bildung von NO sind die NO-Synthasen (NOS), von denen
verschiedene Subtypen bekannt sind, wie die endotheliale NOS (eNOS), die neuronale NOS
(nNOS) oder die induzierbare NOS (iNOS) (Picon-Pageés et al., 2019). Geringe NO-Mengen
kommen also im gesunden ZNS vor und sind an unterschiedlichen physiologischen Prozessen
beteiligt. Hierzu zéhlen beispielsweise synaptische Ubertragungsprozesse, bei denen NO als
Neurotransmitter wirken kann und in die Langzeit-Potenzierung von Synapsen eingebunden
ist (Picon-Pageés et al., 2019). Im Gegensatz zur nNOS wird die INOS im ZNS unter
physiologischen Bedingungen nicht exprimiert, jedoch kann die Expression der iNOS in
Gliazellen durch diverse Stimuli induziert werden. Dazu gehdren neben bakteriellen
Bestandteilen wie LPS auch Zytokine wie IL-12, IL-1p und TNF-a (Murphy, 2000) sowie die
pathologisch veranderten Proteinaggregate um das bereits erwahnte a-Synuclein (Su et al.,
2008; Brown und Vilalta, 2015; Ferreira und Romero-Ramos, 2018).

Wabhrscheinlich ist vor allem die iINOS das fir die toxischen NO-Wirkungen relevante
Herstellungsenzym. So zeigten in vitro-Untersuchungen am MPTP-Modell des M. Parkinson,
dass der durch MPTP induzierte neuronale Zelltod durch Gabe eines selektiven iNOS-
Inhibitors reduziert wurde. Hingegen bewirkte die Hemmung der konstitutiv exprimierten
nNOS keinen Schutz der Neurone (Brzozowski et al., 2015). Der neurotoxische Effekt von
NO wird vermutlich einerseits durch eine Inhibiton der mitochondrialen Cytochrom-Oxidase,
einem Enzym der Atmungskette, verursacht (Bal-Price und Brown, 2001). AuBerdem spielt in
diesem Zusammenhang auch die NADPH-Oxidase eine Rolle, welche ebenfalls in aktivierten
Mikroglia exprimiert wird. Die NADPH-Oxidase katalysiert die Reaktion von Sauerstoff zu
Hyperoxidanionen (O, ), welche mit NO zum neurotoxischen Peroxinitrit (ONOO ) reagieren
(Beckman und Koppenol, 1996). Die vermehrte Expression der iNOS in Mikroglia resultiert
somit in der Bildung von Radikalen, welche oxidative Umgebungsbedingungen schaffen und
damit als weiterer Verstirker der nigrostriatalen Neurodegeneration wirken (Mander und
Brown, 2005; Brown und Vilalta, 2015).

Die gesteigerte Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren scheint somit einen Anteil an
der Progression neurodegenerativer Krankheiten zu haben. Beim M. Parkinson entwickeln
sich die neuroinflammatorische Prozesse wahrscheinlich sekundér in Folge einer mikroglialen
Reaktion auf pathologische Proteinaggregate oder neuronale Zellschédden. Die dauerhafte
Konfrontation mit diesen Stimuli bewirkt eine proinflammatorische Aktivierung der

Mikroglia, die wiederum durch Freisetzung von Zytokinen und Radikalen die
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Neurodegeneration verstarkt. Somit entsteht ein circulus vitiosus zwischen Neurodegeneration
und mikroglialer Neuroinflammation (Tang und Le, 2014). Passend zu dieser Hypothese
zeigten in vivo-Studien, dass eine Inhibition der mikroglialen Neuroinflammation die
Neurodegeneration im MPTP-Modell mildern kann (Wu et al., 2002). Therapeutisches Ziel
der Mikroglia-Modulation sollte allerdings nicht allein die Einddmmung der Expression und
Freisetzung neurotoxischer Substanzen sein. Idealerweise beinhaltet die Modifikation der
mikroglialen Inflammation auch eine Annahme des M2-Phanotyps mit der vermehrten
Aktivierung neuroregenerativer Signalwege, die beispielsweise in einer erhohten IL-10-
Sekretion aus den Mikroglia resultiert (Tang und Le, 2016). Auf diese Weise konnte den
Mikroglia ein Ausweg aus dem circulus vitiosus geebnet werden, die Progression der
Neurodegeneration verzogert und somit eine Therapiestrategie fir den M. Parkinson

entwickelt werden.

1.3. Empagliflozin als méglicher Modulator der Mikroglia

1.3.1. Der SGLT2-Inhibitor Empagliflozin

Empagliflozin ist ein Antidiabetikum, welches seinen blutzuckersenkenden Effekt tber eine
Hemmung des Natrium-Glukose-Cotransporters 2 (SGLT2) vermittelt. Dieser Transporter ist
am proximalen Tubulus der Niere lokalisiert und fiir die Resorption von Glukose aus dem
Priméarharn zustandig. Eine Blockade dieses Transporters erhoht die Glukose-Ausscheidung
uber den Urin und senkt dartiber den Blutzuckerspiegel, wodurch in klinischen Studien auch
eine signifikante Reduktion des Langzeitwertes HbAlc durch Empagliflozin gezeigt wurde
(Frampton, 2018). AuBer der Senkung des Blutzuckerspiegels ergaben sich unter
Empagliflozin-Behandlung auch weitere vorteilhafte Effekte. So wurde eine Reduktion des
Korpergewichtes sowie eine blutdrucksenkende Wirkung bei Patienten mit Typ 2-Diabetes
festgestellt (Frampton, 2018). Letzteres konnte u.a. Uber osmotische Diurese vermittelt
werden (Tikkanen et al., 2015).

Die EMPA-REG OUTCOME-Studie, eine grofle klinische Studie an kardiovaskular
vorerkrankten Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, zeigte, dass Empagliflozin das Risiko
u.a. fur Kkardiovaskuldr bedingte Todesfdlle und Hospitalisierungen aufgrund von
Herzinsuffizienz deutlich reduzieren konnte (Zinman et al., 2015). Auch nephroprotektive
Effekte bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 wurden unter Therapie mit Empagliflozin
beobachtet (Wanner et al., 2016; Frampton, 2018).
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Die zugrundeliegenden Mechanismen hierflr sind derzeit jedoch nicht hinreichend geklart
und somit Gegenstand der aktuellen Forschung. Diskutiert werden hierbei u.a.
h&modynamische Verdnderungen wie eine durch osmotische Diurese vermittelte Reduktion
des Plasmavolumens und dadurch eine Minderung der kardialen Vor- und Nachlast
(Lahnwong et al., 2018). Durch die Glukose-Ausscheidung Uber den Urin und damit
einhergehenden sinkenden Blutglukosespiegeln ist auch eine Reduktion der Glukotoxizitét,
welche zu Folgeerkrankungen wie der diabetischen Kardiomyopathie beitragt, denkbar
(Lahnwong et al., 2018). Beziglich der Glukotoxizitat spielen advanced glycation
endproducts (AGE) eine Rolle. Diese sind das Resultat einer nicht-enzymatischen
Modifikation von Proteinen durch Zuckermolekiile und entstehen vermehrt in diabetischen
Stoffwechsellagen (Ojima et al., 2015). Die AGE-Molekiile kénnen in Verbindung mit ihren
Rezeptoren oxidativen Stress verursachen und somit auch zur Entwicklung anderer
Folgeerkrankungen wie der diabetischen Nephropathie beitragen. Es gibt aus Tiermodellen
Hinweise, dass Empagliflozin diesen Prozess verhindern kann (Ojima et al., 2015).

Insgesamt Uberraschten die kardio- und nephroprotektiven Effekte Empagliflozins, da &hnlich
ausgepragte Ergebnisse in Studien mit anderen Antidiabetika, auch mit einer vergleichbaren
oder starkeren blutzuckersenkenden Wirkung, nicht beobachtet wurden (Prattichizzo et al.,
2018; Packer, 2020). In einer kurzlich durchgefiihrten klinischen Studie konnte Empagliflozin
zudem das Risiko fir kardiovaskulare Todesféalle sowie Hospitalisierungen aufgrund von
Herzinsuffizienz deutlich reduzieren, unabhédngig davon, ob die Patienten an Diabetes
erkrankt waren oder nicht (Packer et al., 2020).

Wahrscheinlich kdnnen die ausgepragten Effekte auf das kardiovaskuldre System daher nicht
allein (ber die Senkung der Blutglukose-Spiegel erklart werden. Denkbar sind daher auch
direkte Wirkmechanismen, die Uber die indirekten, durch die Blutzuckersenkung vermittelten

Effekte hinausgehen.

1.3.2. SGLT2-Inhibitoren und Inflammation

Manche Autoren postulieren aufgrund der Uberraschenden kardio- und nephroprotektiven
Effekte, dass SGLT2-Inhibitoren auch eine direkte Wirkung auf inflammatorische Prozesse
ausitiben und auch auf diese Weise zum guten Outcome beitragen (Yaribeygi et al., 2018;
Uthman et al., 2018a). Verschiedene experimentelle Studien haben zudem in vivo eine
Verbindung zwischen SGLT2-Inhibitoren und verminderter inflammatorischer Aktivitét
hergestellt. So wiesen mit Empagliflozin behandelte M&use eine verminderte myokardiale
INOS- und IL-6-Expression auf (Andreadou et al., 2017) oder zeigten reduzierte
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Plasmaspiegel von TNF-o (Xu et al., 2017). Ein mdoglicher Erklarungsansatz fir die
antiinflammatorischen Effekte liegt u. a. in der Reduktion der Hyperglyk&mie-induzierten
Zytokinproduktion oder Minderung von oxidativem Stress (Yaribeygi et al., 2018). Von
anderen Autoren wurde aulRerdem auch eine leichte Steigerung der Ketonkorper-Bildung
durch die Empagliflozin-Behandlung angefuhrt, da diesen ebenfalls antiinflammatorische
Effekte zugeschrieben werden (Prattichizzo et al., 2018).

Es ist bei den antiinflammatorischen Wirkungen von Empagliflozin oder anderen
Antidiabetika daher relevant zu unterscheiden, ob die herabregulierte Inflammation auf einer
besseren Blutzuckerkontrolle oder auf einer intrinsischen antiinflammatorische Wirkung des
Wirkstoffes beruht (Kothari et al., 2016).

Dass SGLT2-Inhibitoren moglicherweise einen antiinflammatorischen Einfluss unabhdangig
von der besseren Blutzuckerkontrolle austiben, legen in vivo-Experimente an Mausmodellen
nicht-diabetischer Nierenerkrankungen nahe, an denen nach Empagliflozin-Applikation
antiinflammatorische und antifibrotische Effekte in der Niere nachgewiesen werden konnten,
ohne dass es zu einer signifikanten Reduktion des Korpergewichtes oder des
Blutzuckerspiegels kam (Abbas et al.,, 2018). Weitere Anhaltspunkte fir eine direkte
antiinflammatorische Wirkung von SGLT2-Inhibitoren liefern in vitro-Experimente mit
Dapagliflozin und Canagliflozin, in denen durch verschiedene Arbeitsgruppen eine signifikant
niedrigere Expression von inflammatorischen Zytokinen dargelegt wurde (Xu et al., 2018;
Gaspari et al., 2018; Ye et al., 2017). Auch fur Empagliflozin wurde in vitro bereits ein
antiinflammatorischer Effekt nachgewiesen (Koyani et al., 2020). Viele dieser Experimente
hatten gemeinsam, dass die Versuche unter normoglykédmischen Bedingungen stattfanden.
Zudem zeigten Untersuchungen an einem Tiermodell des Diabetes mellitus, dass ein SGLT2-
knockout zwar die Blutglukosespiegel senkte, es jedoch nicht zur Anderung der Expression
inflammatorischer Marker, wie u.a. IL-6, kam (Vallon et al., 2013). Somit scheint die
Zielstruktur Empagliflozins, der SGLT2, nicht fiir die Expression inflammatorischer
Mediatoren relevant zu sein, wodurch die These eines entziindungsmodulierenden Einflusses
Empagliflozins unabh&ngig von der blutzuckersenkenden und SGLT2-blockierenden Wirkung
unterstitzt wird.

Die beobachteten kardio- und nephroprotektiven Effekte unter Empagliflozin-Therapie sind
also wahrscheinlich tiber verschiedenste, sowohl indirekte als auch direkte Mechanismen zu
erklaren. Moglicherweise spielt hierbei auch eine direkte, bisher noch weitgehend

unverstandene Beeinflussung inflammatorischer Prozesse durch Empagliflozin eine Rolle, die
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sich auch bei anderen Erkrankungen, die eine inflammatorische Komponente beinhalten,

nutzen liele.

1.4. Fragestellung

In dieser Arbeit soll erstmalig die Wirkung von Empagliflozin auf ruhende und LPS-
stimulierte Mikroglia der Ratte in vitro untersucht werden. Dabei soll die LPS-Stimulation die
Mikroglia in einen &hnlichen Aktivitatszustand versetzen wie es beim M. Parkinson der Fall
ist, da die Mikroglia-Antwort auf fehlgefaltete Proteine, wie z. B. a-Synuclein, und auf
bakterielle  Zellwandbestandteile  Uber die d&hnliche Oberflachenrezeptoren und
Signalkaskaden vermittelt wird (Butovsky et al., 2005; Kouli et al., 2019). Neben der Frage,
ob Empagliflozin an Mikroglia antiinflammatorische Effekte austbt, soll anhand der
Freisetzung des Zytokins IL-10 auch untersucht werden, inwiefern neuroregenerative
Signalwege durch Empagliflozin angestolen werden, um eine maogliche Eignung zur

Phénotypen-Modulation der Mikroglia zu eruieren.

Konkret sollen folgende Fragestellungen genauer bearbeitet werden:

1. Welche Konzentration von Empagliflozin hat den groBten Effekt bei geringer
Toxizitét?

2. Wie verandert sich die mRNA-Expression inflammatorisch relevanter Molekiile wie
IL-6, IL-1B, TNF-a und iNOS unter Empagliflozin-Stimulation?

3. In welcher Weise wird die Freisetzung von NO, IL-6, TNF-o und IL-10 aus Mikroglia
durch Empagliflozin beeinflusst?

4. Gibt es intrazelluldre Signalwege, die von Empagliflozin in Mikroglia beeinflusst
werden?

5. Lé&sst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass durch Empagliflozin ein

neuroprotektiver Phénotyp an Mikroglia induziert wird?

Die ermittelten Ergebnisse sollen anschlieend vor dem Hintergrund der Rolle der Mikroglia

beim M. Parkinson diskutiert werden.
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2. Material

Die fir diese Arbeit verwendeten Chemikalien, Software-Programme, Gerate, Hilfsmittel und
Verbrauchsmaterialien samt ihrer Hersteller sind im Folgenden aufgelistet. Die hergestellten
Losungen und Puffer sowie Kits, Enzyme und Primer werden nach Methoden geordnet
aufgefuhrt.

Zur Gewinnung der Mikroglia wurden 1-3 Tage alte Ratten (P1-P3) des Sprague Dawley- und
des Wistar-Stammes verwendet. Diese wurden unter Standardbedingungen im Viktor-Hensen-
Haus (Tierstall) der Universitdt Kiel gehalten. Eine Tierversuchsgenehmigung des
Ministeriums fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume des Landes
Schleswig-Holstein lag vor (V312-7224.121-13).

2.1. Chemikalien

Acetonnitril
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Azeton

B-Glycerol-Phosphat

Bisbenzimid

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Ethanol

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetales Kalberserum (FKS)
Glycin

Glykogen

Griess-Reagenz
2-4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-
ethansulfonsaure (Hepes)
Isopropanol

Kasein (Magermilchpulver)

Sigma, St. Louis (USA)

Serva, Heidelberg (Deutschland)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Serva, Heidelberg (Deutschland)
Riedel-de Haén, Seelze (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Invitrogen, Karlsruhe(Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Merck, Darmstadt(Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe(Deutschland)
AppliChem, Darmstadt (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Heirler Cenovis, Radolfzell (Deutschland)
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L-Glutamin

Lipopolysaccharid aus Salmonella typhimurium

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natrium-Vanadat
Natrium-Pyrophosphat

Natronlauge (NaOH)
Penicillin/Streptomycin
Phosphate-buffered saline (PBS)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
RNase-freies Aqua bidest.

Salzsaure (HCI)

Schwefelsdure (H,SOy,)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS)
Trizol

Trypsin

Tween 20

2.2. Testsubstanz

Empagliflozin (Jardiance)

PAN Biotech, Aidenbach (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Serva, Heidelberg (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St.Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
PAN Biotech, Aidenbach (Deutschland)
PAN Biotech, Aidenbach (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Anatomisches Institut, Kiel(Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Quiagen, Hilden(Deutschland)

Sigma, St. Louis (USA)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Boehringer-Ingelheim, Ingelheim
(Deutschland)

Die Substanz lag in Tablettenform vor. Diese wurde vor Gebrauch mechanisch zerkleinert

und das Pulver in 1 ml Stimulationsmedium in einer Konzentration von 1 mM angesetzt. Zur

Verbesserung der Loslichkeit Empagliflozins wurde dem Ansatz 1 pl Dimethylsulfoxid

(DMSO) hinzugefigt.

2.3.  LOsungen und Puffer

2.3.1. Isolierung und Kultivierung priméarer Mikroglia

Dissoziationsldsung:

10 m| DMEM

24 mg Hepes
15
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Kulturmedium Mikroglia:

Kulturmedium fir die Stimulationsversuche:

2.3.2. MTT-Test
MTT-L0sung:

Solubilisierungslésung:

2.3.3. Western-Blot
Lysis-Puffer:

20 mg Trypsin
2mg EDTA
35 pul DNase auf 3 ml Dissoziationsldsung

500 ml DMEM

60 ml FKS (bei 44-53°C inaktiviert)
6 ml Penicillin (10.000 U/ml) und
Streptomycin (10 mg/ml)

5 ml L-Glutamin (200 mM)

500 ml DMEM

60 ml FKS (bei 56°C inaktiviert)

6 ml Penicillin (10.000 U/ml) und
Streptomycin (10 mg/ml)

100 mg MTT-Pulver
20 ml PBS (Ca?*- und Mg?*-frei)

210 ml Dimethylformamid (DMF)-
Losung (50% in A.dest)

60 g SDS

7,5 ml HCI

7,5 ml Essigséure (80%)

1 ml 50 mM TRIS

1 ml 100 mM NacCl

100 pul 5 mM EDTA

100 ul 1% Triton

20 pl 2 mM Natrium-Vanadat

250 ul 2,5 mM Natrium-Pyrophosphat
100 ul 1 mM B-Glycerolphosphat
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Trenngelpuffer (pH 8,8):

Sammelgelpuffer (pH 6,8):

Trenngel 10 %:

Sammelgel 4,5 %:

Laufpuffer/Elektrodenpuffer (pH 8,2):

SDS-Probenpuffer (pH 8,0):

100 pl 1 mM PMSF (Phenylmethylsul-
fonylfluorid)
In Acetonitril angesetzt

4543 g TRIS

19 SDS

ad 250 ml A. dest

mit HCI auf pH 8,8 einstellen

15,1 g TRIS

1gSDS

ad 250 ml A. dest

mit HCI auf pH 6,8 einstellen

2,6 ml Trenngelpuffer

3,33 ml Acrylamid

4,03 ml A. dest

60 pl APS (10% in A. dest)
30 pl Temed

1,3 ml Sammelgelpuffer
0,835 ml Acrylamid

2,895 A. dest

30 pl APS (10% in A. dest)
15 pl Temed

12,2 g TRIS
57,6 g Glycin
4 g SDS

ad 41 A. dest

0,23 g SDS in 7,25 ml A. dest l6sen
1,25 ml Sammelgelpuffer
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3x-Proteinpuffer (pH 6,8):

1 ml Glycerin
50 mM Dithiothreitol (DTT)
ad 10 ml A. dest

2,28 g TRIS

9 g SDS

30 ml Glycerin

1 mg Bromphenolblau

ad 60 ml A. dest, anschlielend ad 85 ml
A. bidest

Vor Gebrauch wurde der 3x-Proteinuffer mit 150 pl 0,5 M DTT versetzt.

Transferpuffer (pH 9):

TBST-Puffer (pH 7,5):

2.3.4. cDNA-Herstellung
dNTP-Mix (100mM)

2.35. ELISA
Waschpuffer:

759 TRIS
36,03 g Glycin
250 ml Methanol
ad 2,51 A. dest

20 mM TRIS

0,14 M NaCl
5ml1mM EDTA
2,5 ml 0,1% Tween20
ad 2,51 A. dest

10 pl dATP
10 ul dGTP
10 pl dCTP
10 pl dTTP
60 pul RNase-freies A. bidest.

80 g NaCl
11,6 g Na;HPO,
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2.3.6. Fluoreszenzfarbung
Antibody Diluent

ImmuMount-Eindeckmedium

2 g KH,PO,

2 g KCI

50 pl Tween
Ad11A. dest,pH7

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

2.4. Gebrauchsfertige Kits, Enzyme und Primer

2.4.1. ELISA

BD OptEIA™Rat TNF ELISA-Set
BD OptEIA™Rat IL-6 ELISA-Set
BD OptEIA™Rat IL-10 ELISA-Set
Streptavidin-HRP

TMB Substrate Kit

2.4.2. cDNA-Herstellung

RQ1 DNase Reaction Buffer

RQ1 RNase-free DNase

DNase Stop Solution

Random Hexamer Primer

d-NTP-Mix (100 mM)

5xReaction Buffer

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase

2.4.3. Western Blot

ECL-Kit

Pierce™ BCA (Bicinchoninsdure)-Protein-
Assay Kit

Reagenz A des BCA-Kits

Reagenz B des BCA-Kits

BD Biosciences, San Diego (USA)
BD Biosciences, San Diego(USA)
BD Biosciences, San Diego(USA)
BD Biosciences, San Diego (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Promega, Madison (USA)

Promega, Madison (USA)

Promega, Madison (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Bioline, London (UK)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

GE Healthcare, Little Chalfont (UK)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
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SuperSignal™ West Femto Stable
Peroxide Solution
SuperSignal™ West Femto

Luminol/Enhancer Solution

24.4. PCR

QuantiNova™ Probe PCR Kit

IL-6: Rat Forward/Reverse Primer, Probe
TNF-a: Rat Forward/Reverse Primer, Probe
IL1-B: Rat Forward/Reverse Primer, Probe
INOS: Rat Forward/Reverse Primer, Probe

GapDh: Rat Forward/Reverse Primer, Probe

2.5. Primarantikorper

Rabbit Phospho-p44/42 MAPK (ERK/,)
(Thr 202/Tyr 204)

Anti-MAP Kinase 2/Erk2, 1B3B9, (80,45 mg/ml)

NF«B (p65), anti-mouse (200 pg/0,5 ml)

2.6. Sekundarantikorper
Chicken anti-mouse 1gG-HRP
Goat anti-rabbit 1gG-HRP

Alexa Fluor A 31620, anti-mouse

2.7. Software

7500 SDS-Software 2.0.6
Axiovision 4.8.2.
Mendeley

FusionCapt Advance

Genb Take3 Session

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Quiagen, Hilden (Deutschland)
Eurogentec, Luttich (Belgien)
Eurogentec, Luttich (Belgien)
Eurogentec, Littich (Belgien)
Eurogentec, Littich (Belgien)
Eurogentec, Luttich (Belgien)

Cell Signaling Technology, Boston (USA)

Millipore, Burlington (USA)
Santa Cruz Biotechnology, Dallas (USA)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas (USA)
Santa Cruz Biotechnology, Dallas (USA)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Applied Biosystems, Waltham (USA)
Carl Zeiss, Gottingen (Deutschland)
Mendeley Ltd., London (UK)

Vilber Lourmat, Eberhardzell
(Deutschland)

BioTek, Winooski (USA)
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GraphPad Prism 5.04
Magellan™ Analyse-Software
Microsoft Word

Microsoft Excel

2.8.  Verbrauchsmaterialien
Deckglaser (22 mmx22 mm)
ELISA 96-Mikrotiterplatten

96 Fast PCR-Platte Halbrand
Gewebekulturschalen (60x15 mm)
Multiply Reaktionsgefille (200ul)
Objekttrager (26x76 mm)
Pipettenspitzen

PVDF-Membran "Hybond P"

ReaktionsgefaRe (0,2 ml/0,5 ml/1,5 ml)
Whatman-Pappe

6-Well Mikrotiterplatten

12-Well Mikrotiterplatten

96-Well Mikrotiterplatten
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)
Zellkulturplatten (6, 12, 24 Vertiefungen)
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen (10 ml, 50 ml)

2.9.

Axiocam Fotokamera

Geréate und Hilfsmittel

Elektrophoresekammer

Epoch Multi Volume Spectrophotometer System
7500 Fast Real-Time PCR System

Fusion SL Vilber Lourmat

Gefrier-/Kuhlschrank

GraphPad Software

Tecan, Mannedorf (Schweiz)
Microsoft, Redmond (USA)
Microsoft, Redmond (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Numbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)
Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Sarstedt, Numbrecht (Deutschland)
Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont (UK)

Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)

GE Healthcare, Little Chalfont (UK)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)
Sarstedt, NiUmbrecht (Deutschland)
Sarstedt, NiUmbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)
Sarstedt, Nimbrecht (Deutschland)
Sarstedt, NiUmbrecht (Deutschland)
Sarstedt, NiUmbrecht (Deutschland)

Carl Zeiss, Oberkochen (Deutschland)
Bio-Rad, Hercules (USA)

BioTek, Winooski (USA)

Applied Biosystems, Waltham (USA)
Vilber Lourmat, Eberhardzell (Deutsch-
land)

Bosch, Gerlingen (Deutschland)
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Gefrierschrank (—70°C)

Gelkammer

Thermocycler GeneAmp PCR System 2400
GENios

Inkubator Hera Cell 150
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
Mikrotiterplatten-Photometer

Neubauer Z&hlkammer
Pipetten (1-1000 pl)
Préazisionswaage BP 610
Sterile Werkbank HERASafe®
Take3™ Multi-Volume Plate
Thermomixer Compact
Trans-Blot Turbo

Vortex Genie 2

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge 5430

Zentrifuge ,,Micro Centrifuge*

3. Methoden

Heraeus, Hanau (Deutschland)
Bio-Rad, Hercules (USA)
PerkinElmer, Waltham (USA)
Tecan, Mannedorf (Schweiz)
Heraeus, Hanau (Deutschland)
Carl Zeiss, Jena (Deutschland)
SLA Laborinstrumente, Karlsheim
(Deutschland)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Sartorius AG, Gottingen (Deutschland)
Heraeus, Hanau (Deutschland)

BioTek Instruments, Winooski (USA)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Biorad, Hercules (USA)

Scientific Industries, Bohemia (USA)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

3.1. Kultivierung und Isolierung priméarer Mikroglia

Zu Beginn wurden zwolf Ratten (P1-P3) dekapitiert, die Gehirne entnommen und diese in
sterilen PBS-Puffer gegeben, welcher zu 1% mit Penicillin/Streptomycin versetzt worden war.
Nach zweifachem Spiilen mit jeweils 13 ml PBS und der anschlieBenden Uberfiihrung in eine
Petrischale schloss sich die Préaparation der Gehirne an, welche unter dem Binokular
vorgenommen wurde. Hierbei erfolgte zundchst die Isolierung der Cortexhélften vom
Hirnstamm, denen anschliefend vorsichtig die Meningen entfernt wurden. Cerebellum,
Diencephalon, die Hippocampi und Bulbi olfactorii wurden abprapariert und verworfen. Die
praparierten Cortexhalften sowie Mesencephali wurden flr die weitere Verwendung in
separate Gewebekulturschalchen Gberfiihrt und zweimal mit sterilem PBS gesplilt. Es folgte

die mechanische Zerkleinerung der Cortexhalften und Mesencephali mit einem Skalpell.
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AnschlieBend wurde das Gewebe der Gewebekulturschélchen in jeweils ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen berfiihrt. Dem schloss sich eine enzymatische Aufspaltung des
Gewebes an, die durch Zugabe von je 3 ml Trypsin-haltiger Dissoziationslésung sowie je
35 pl DNase 1 und anschlieRender 30-minutiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C und
8,3% CO,-Begasung durchgefiihrt wurde. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig
abgesaugt und jedes Zentrifugenrfhrchen mit 2 ml 44-53°-Zellkulturmedium und 50 pl
DNase 1 versetzt. Die Zugabe des FKS-haltigen Zellkulturmediums stoppte hierbei die
Trypsinaktivitat der Dissoziationslosung. Anschliefend wurden die Zellsuspensionen auf
75 cm?-Zellkulturflaschen aufgeteilt, sodass pro Flasche in etwa die Zellsuspensionen von
zwei Cortexhalften bzw. zwei Mesencphali enthalten waren. Diese wurden mit je 10 ml
Zellkulturmedium versetzt. AnschlieBend erfolgte eine 9-10 Tage dauernde Inkubation der
Zellen im Brutschrank, bis ein Zellrasen die Bdden der Zellkulturflaschen bedeckte. Das
Zellkulturmedium wurde bis zur Ernte alle 48 Stunden gewechselt.

Zur Gewinnung der Mikroglia fur die Stimulationsversuche wurden diese geerntet. Dafr
wurden die 75 cm2-Zellkulturflaschen manuell kraftig geschwenkt und die Mikroglia
enthaltenden Kulturtiberstande in 50 ml-Zentrifugenréhrchen dekantiert. Es erfolgte eine
finfminltige Zentrifugation der Réhrchen bei 500xg, was dazu fuhrte, dass sich ein Zellpellet
aus Mikroglia am Boden der Rohrchen absetzte. Der Uberstand wurde verworfen und die
Mikroglia aus Cortices und Mesencephali wurden nun in einem gemeinsamen 50 ml-
Zentrifugenrohrchen  vereinigt.  Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau-Lésung versetzt und im Anschluss 10 pl dieser
Suspension auf eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert, um die vitalen Zellen unter dem

Mikroskop auszuzéhlen.

3.2.  Aussaat und Stimulation der Mikroglia
Fir die jeweiligen Versuche wurden Mikroglia im Stimulationsmedium in unterschiedlicher

Zellzahl auf Kulturplatten bzw. Deckgldsern ausgesat:

e 1 Million Zellen pro Ansatz fiir die Western Blot-Analyse (12-Well-Platte)
e 1 Million Zellen pro Ansatz fiir die Real-Time-PCR und ELISA (12-Well-Platte)
e 1 Million Zellen pro Ansatz flr die NO-Messung (12-Well-Platte)
e je 100.000 Zellen pro Ansatz fur den MTT-Test (96-Well-Platte)

100.000 Zellen pro Deckglas zwecks Immunzytochemie
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Nach Aussaat wurden die Zellen bei 37°C fir 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Uberstande entfernt und frisches Stimulationsmedium hinzugegeben.
AnschlieRend wurden zu den dafiir vorgesehenen Ansatzen Empagliflozin pipettiert und die
Zellen fir 30 Minuten im Brutschrank prainkubiert. Im Anschluss daran wurde LPS zu den
dafiir vorgesehenen Ansatzen hinzugeftigt.
Das Pipettierschema ist nachfolgend aufgefihrt:

1) Stimulationsmedium (Kontrolle)

2) LPS (5ng/ml)

3) 0,5 uMol/l Empagliflozin

4) 0,5 pMol/l Empagliflozin + LPS

5) 50 pMol/lI Empagliflozin

6) 50 uMol/l Empagliflozin + LPS

Die Reaktionsansatze wurden bei 37°C und 8,3% CO,-Begasung inkubiert. Die Stimulationen
wurden fur unterschiedliche Zeitrdume durchgefihrt:

e MTT-Test: 24 Stunden

e RNA-Isolierung mit anschlieBender gPCR: drei und 24 Stunden

e Western Blot-Analyse: 30 Minuten

e ELISA: 24 Stunden

e NO-Messung: 24 Stunden

e Immunzytochemische NF«xB-Farbung: 30 und 60 Minuten.

3.3. MTT-Test

Der MTT-Test wurde verwendet, um eine eventuelle zellschadigende Wirkung von
Empagliflozin zu Gberprifen. Bei diesem Verfahren wird das gelbe Substrat MTT durch
mitochondriale Enzyme zu blau-violettem Formazan reduziert. Da das Vorkommen dieser
Enzyme auf vitale Zellen beschréankt ist, kann von der Menge des entstandenen Formazans
auf den Anteil vitaler Zellen geschlossen werden (Van Meerloo et al., 2011).

Zur Durchfiihrung des Testes wurden Mikroglia in einer 96-Well-Platte ausgeséat und in einem
finffachen Ansatz stimuliert. Die duReren Wells enthielten hierbei keine Zellen und wurden
nur mit Stimulationsmedium versetzt, um einen Leerwert fur den spéteren photometrischen
Abgleich zu schaffen. Nach einer Stimulationsdauer von 24 Stunden erfolgte das Absaugen

der Zellkulturiiberstinde sowie dreifaches Spilen mit Ca?*- und Mg**-freiem PBS. Die
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Reaktionsansétze wurden nachfolgend mit je 100 pl Stimulationskulturmedium sowie je 25 pl
der MTT-L6sung versetzt. Es folgte eine zweistiindige Inkubation im Brutschrank bei 37°C
und 8,3% CO,-Begasung. AnschlieBend wurden durch Hinzufigen von je 100 pl
Solubilisierungslésung und erneuter zweistiindiger Inkubation im Brutschrank die Zellen
lysiert. Die bis dahin intrazellularen Formazan-Kristalle wurden so freigesetzt und durch
einen Ruhrstab mechanisch zerkleinert und aufgeldst. AbschlieRend wurde die Absorption des
Formazans unter Abgleich mit den Leerwerten bei einer Wellenldnge von 550 nm

photometrisch bestimmt.

3.4. Indirekte NO-Messung

Da bei einer LPS-Aktivierung von Mikrogliazellen Stickstoffmonoxid (NO) freigesetzt wird,
kann anhand der Quantifizierung der NO-Freisetzung auf die Mikroglia-Aktivitat
rickgeschlossen werden. Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit wurde NO Uber sein
stabileres Produkt Nitrit (NO, ) mittels Griess-Reagenz indirekt nachgewiesen.

Nach einer 24-stiindigen Stimulation der Mikroglia wurden 100 pl des Uberstandes aus jedem
Stimulationsansatz in die Vertiefungen einer 96-Mikrotiterplatte pipettiert. Es folgte die
Hinzugabe von 100 pl Griess-Reagenz je Ansatz sowie eine 15-minitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Das Griess-Reagenz besteht aus Sulfanilsaure und Naphthylethylendiamin.
Das Nitrit reagiert mit der erstgenannten Substanz zu einem Komplex, der mit
Naphthylethylendiamin einen violetten Azofarbstoff bildet (Tsikas, 2007). Dieser
Farbumschlag wurde im Photometer bei einer Wellenldange von 550 nm und einer

Referenzwellenldnge von 620 nm gegen eine mitgefiihrte Standardreihe gemessen.

3.5.  Untersuchungen auf RNA-Ebene

3.5.1. RNA-Isolierung

Die RNA der stimulierten Zellen wurde unter Zuhilfenahme von Trizol isoliert. In Trizol
enthalten ist Guanidiniumthiocyanat, welches zur Zelllyse fihrt, und Phenol, in dem sich
Proteine und Nukleins&uren losen.

Zu Beginn erfolgte die Lyse der Mikroglia. Daflir wurde der Uberstand der Zellkulturen
zunéchst entfernt und die verbliebenen Mikroglia zwei Mal mit PBS gewaschen.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 1 ml Trizol je Ansatz, zudem wurden die am Boden

verbliebenen Zellen mit einem sterilen Zellschaber vom Boden der Zellkulturplatte geldst.
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Das Lysat der jeweiligen Reaktionsansétze wurde daraufhin in je ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal
uberfiihrt und 200 pl Chloroform hinzupipettiert. AnschlieBend erfolgte ein ca. 15-sekiindiges
manuelles Schitteln. Fur die Phasentrennung wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 12.000xg
und 4°C zentrifugiert. Es ergab sich eine obere wéssrige Phase (RNA), eine Interphase (DNA
und Proteine) und eine untere rote Chloroform-Phenol-Phase (DNA und Proteine). Die
oberste Phase wurde vorsichtig abpipettiert, in neue Reaktionsgefal3e tberfihrt und dort mit je
1 pl Glykogen (70 mg/ml) versetzt, wéhrend die anderen beiden Phasen verworfen wurden. In
einem weiteren Schritt erfolgte die Fallung der RNA unter Hinzugabe von je 500 pl
Isopropanol. AnschlieBend wurden die Reaktionsansatze fur zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und hinterher bei 12.000xg und 4°C zehn Minuten lang
zentrifugiert. Dadurch schlug sich die RNA am Boden und der Seite der Reaktionsgeféalie als
kleines Pellet nieder, sodass der wassrige Uberstand entfernt werden konnte. Die RNA-Pellets
wurden nun durch Beifligen von je 1 ml Ethanol und anschlieBender Zentrifugation fur finf
Minuten bei 7.600xg und 4°C gewaschen. Die entstandenen Uberstande wurden verworfen,
die Pellets getrocknet und anschlieBend in jeweils 20 ul RNase-freiem A. dest. geldst. Die
Ansatze wurden in der Folge bei 57°C flr zehn Minuten inkubiert.

AbschlieRend erfolgte eine photometrische Reinheitskontrolle und Quantifizierung der RNA-
Menge mit dem ,,Epoch Multi Volume Spectrophotometer System* und der Software ,,Gen5
Take3 Session® bei einer Wellenldnge von 260 nm (RNA) und einer Referenzwellenlédnge von
280 nm (DNA). Dabei musste fir die weitere Verwendung der RNA der Quotient aus RNA-
und DNA-Menge in dem Isolat mindestens 1,7 betragen. Die isolierte RNA konnte nun bei

—80°C flir einige Wochen gelagert oder direkt zur Reversen Transkription verwendet werden.

3.5.2. Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird die isolierte RNA in mehreren Arbeitsschritten in
komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA ist Grundlage der darauffolgenden
Real-Time-PCR (gPCR).

Um einen hohen Reinheitsgrad bei der Synthese der cDNA zu gewaéhrleisten, wurde zunéchst
ein DNA-Verdau durchgefiihrt. Hierfur wurde ein Reaktionsansatz, der aus 8 pl Probe (1 ug
RNA in 8 pl Aqua dest.) bestand, mit 1 ul DNase-Puffer sowie 1 pl RNase-freier DNase
versetzt. Es folgte eine 15-miniitge Inkubation bei 37°C in einem Thermocycler, anschlie}end
wurden die Proben sofort auf Eis gestellt. Durch Zugabe von 1 pl einer Stopplésung (25 mM
EDTA) sowie nachfolgender, zehnminutiger Inkubation bei 65°C mit anschlieRender Kiihlung
wurde der DNA-Verdau beendet. Nach Abschluss des DNA-Verdaus erfolgte die eigentliche
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cDNA-Synthese. Zunachst wurde in jedes Reaktionsgefdly 1 ul eines Random Hexamer
Primer-Gemisches pipettiert, d.h. die verwendeten Primer bestanden aus sechs zuféllig
zusammengesetzten Nukleotiden. Jeder Reaktionsansatz erhielt auRerdem einen Mix aus 4 pl
5x-Reaktionspuffer, 2 pul dNTP-Mix sowie 1 pl A. dest. Es folgte eine Inkubation fur finf
Minuten bei 25°C. Nach Abschluss der Inkubation wurde 1 pl Reverse Transkriptase in jedes
ReaktionsgefaR pipettiert und die Proben im Thermocycler automatisch fir zehn Minuten bei
25°C, 60 Minuten bei 42°C und zehn Minuten bei 70°C inkubiert. Danach konnten die Proben
bei —20°C fur mehrere Wochen gelagert oder direkt fur die Real-Time-PCR verwendet

werden.

3.5.3. Quantitative Real-Time-PCR (qPCR)

Die qPCR wurde verwendet, um den Einfluss von Empagliflozin auf die mRNA-Expression
inflammatorischer Mediatoren zu untersuchen. In dieser Dissertation wurde die qPCR mit
dem TagMan®-System durchgefihrt. Dieses System basiert auf zu den Reaktionsansétzen
hinzugegebenen TagMan-Sonden, welche komplementar zu den jeweils gesuchten DNA-
Sequenzen sind. Die Sonden verfiigen an einem Ende Uber einen Fluoreszenzfarbstoff, am
anderen Ende Uber einen ,.Dampfer”, der das Fluoreszenzsignal unterdriickt. Die Tag-
Polymerase weist neben ihrer Polymerase- auch eine 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitat auf. Die
Sonden hybridisieren an die cDNA und werden zeitgleich zur Synthese des Gegenstranges
durch die Exonuklease-Aktivitit des Enzyms am 5°-Ende hydrolytisch gespalten, wodurch
Fluoreszenz und ,,.Dampfer” rdumlich voneinander getrennt werden und letztendlich eine
messbare Fluoreszenz emittiert wird (Wong und Medrano, 2005).

In dieser Arbeit wurde die Quantifizierung der Genexpression unter Anwendung der 2™44¢*-
Methode nach Livak und Schmittgen vorgenommen (Livak und Schmittgen, 2001). Zunéchst
erfolgt die Messung der Fluoreszenzintensitdt, von der auf die Menge der anfangs
vorhandenen DNA geschlossen werden konnte. Dabei gab der Ct-Wert die Anzahl der PCR-
Zyklen an, bei der sich das Fluoreszenzsignal erstmals deutlich vom Hintergrund abhob.
Dieser Wert wurde mit dem Crt-Wert eines housekeeping gene, in diesem Fall
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH), verglichen und somit auf die
Expression der untersuchten Gene geschlossen. Die Bestimmung der Ct-Werte wurde
mindestens in Doppelbestimmung durchgefihrt. Fir die gPCR wurde die cDNA 1:20 mit A.
dest. verdiinnt und von dieser Verdinnung 4 pl cDNA sowie 16 pl Master-Mix pro Well auf
eine 96-Well gPCR-Halbrandplatte pipettiert.
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Der Master-Mix bestand aus:

e 10 ul 2x QuantiNova™ PCR Master Mix

e 1 ul QN Rox Reference Dye

e 1 pl Forward Primer

e 1 pl Reverse Primer

e 1 pl Sonde/Probe

e 2ulA. dest.
AnschlieRend wurde die Platte mit einer Folie abgeklebt und die Anséatze kurz zentrifugiert,
bevor die Proben automatisch im ,,7500 Fast Real-Time PCR System* quantifiziert wurden.
Dabei erfolgte zunachst fur 15 Sekunden bei 94°C eine Denaturierung der doppelstrangigen
cDNA, woraufhin die Temperatur fir 60 Sekunden auf 60°C reduziert wurde. Bei diesem
Schritt erfolgte das Annealing, also die Hybridisierung der Primer an die komplementéren
cDNA-Sequenzen. Im dritten und letzten Schritt eines Zyklus erfolgte eine
Temperatureinstellung auf 72°C. Die Tag-Polymerase konnte nun ausgehend von den Primern
die cDNA synthetisieren.
Die wahrend der PCR-Zyklen emittierten Fluoreszenzsignale konnten durch das ,,7500 Fast
Real-Time PCR System* detektiert und durch die 7500 SDS-Software ausgewertet werden.

3.6. Untersuchungen auf Proteinebene

3.6.1. Western Blot

Der Western Blot wird verwendet, um ausgewéhlte Proteine in einem Proteingemisch
nachzuweisen. Dazu wird das Proteingemisch zundchst mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) im elektrischen Feld nach der Wanderungs-
geschwindigkeit der einzelnen Proteine auf einem Gel aufgetrennt. Da das
Natriumdodecylsulfat hierbei die Eigenladungen der Proteine Uberdeckt und diese somit
vernachléssigt werden konnen, sind nach Beendigung der SDS-PAGE die Proteine in
Abhéngigkeit von ihrem Molekulargewicht in Banden angeordnet. Im Anschluss erfolgt das
Blotting, bei dem die Proteine unter Zuhilfenahme eines senkrecht zum Gel verlaufenden
elektrischen Feldes auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Tragermembran Ubertragen
werden. Im letzten Schritt werden die gesuchten Proteine auf der Membran mittels eines
spezifischen  Primdrantikorpers und eines HRP-gekoppelten  Sekundarantikdrpers
(horseradish-peroxidase, = Meerrettichperoxidase)  detektiert. ~ Dabei  bindet  der

Sekundarantikorper an den Fc-Teil des Primarantikorpers, der seinerseits an das
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nachzuweisende Antigen bindet. Die HRP katalysiert nun die Reaktion von zugesetztem
Luminol in dessen oxidierte Form, bei der durch Chemolumineszenz ein messbares Signal
entsteht.

In dieser Arbeit wurde die Western Blot-Analyse durchgefuhrt, um den Einfluss von
Empagliflozin auf die extracellular-regulated kinases 1/2 (ERKy/2) und ihrer phosphorylierten
Form pERKj/, zu untersuchen.

Folgende Schritte wurden durchgefuhrt:

3.6.1.1. Vorbereitung (Isolierung von Proteinen)

Aus den Reaktionsansdtzen der Stimulationsversuche wurde zundchst das Kulturmedium
entfernt und die Zellen zweifach mit PBS gespilt. Pro Ansatz wurden dann 100 pl
Lysispuffer hinzugefugt und die Zellen mit einem sterilen Zellschaber mechanisch vom
Boden abgeldst. Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren erfolgte die Homogenisierung des

Zelllysates, woraufhin sich die Uberfiihrung in 1,5 ml Eppendorf-GefaRke anschloss.

3.6.1.2. Proteinquantifizierung mit dem BCA-Kit

Die Proteinquantifizierung erfolgte mit Hilfe eines BCA-Kits (bicinchoninic acid,
Bicinchoninsaure). Diese Methode basiert auf der Fahigkeit von Peptidbindungen und einigen
Aminoséuren, Cu?* in alkalischen pH-Bereichen zu Cu* zu reduzieren. Das entstandene Cu®
bildet anschlieBend mit BCA einen photometrisch messbaren Farbkomplex.

Zunéachst wurde eine BSA-Verdinnungsreine mit BSA-Konzentrationen von 0 bis
2000 pg/ml erstellt, wobei die Verdinnung in PBS erfolgte. Im Anschluss daran wurde das
Arbeitsreagenz hergestellt, welches aus Reagenz A und Reagenz B des BCA-Kits im
Verhaltnis 50:1 bestand. Je 200 pl dieses Arbeitsreagenzes wurden mit je 10 pl der zu
analysierenden Proteinprobe vermischt und auf eine 96 Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die
anfangs erstellte BSA-Reihe wurde ebenfalls auf die 96 Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die
Proteinquantifizierung erfolgte photometrisch bei 562 nm, wobei die mitgefiihrte BSA-Reihe
als Abgleichwert diente. Nach Abschluss der Quantifizierung wurden die Proben so mit SDS-

Probenpuffer verdiinnt, dass sich eine Proteinkonzentration von 5 pg/ml ergab.

3.6.1.3. Herstellung der Gele

Zwei Glasplatten wurden nach grindlicher Reinigung mit 70% Ethanol in die entsprechende
Halterung des Gelgiel3standes eingesetzt. Jedes Gel besteht aus einem Trenn- und Sammelgel.
Zunéchst erfolgte die Herstellung des Trenngels (10% Polyacrylamidgehalt), welches
daraufhin zwischen die Glasplatten gegossen und in der Folge mit Propanol Uberschichtet

wurde. Nach 15-minatiger Polymerisationszeit konnte das Propanol abgesaugt werden und die
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Sammelgel-Losung wurde auf das Trenngel gegossen. In das Sammelgel (4,5%
Polyacrylamidgehalt) wurde ein Kamm zur Formung der Geltaschen eingesetzt, der nach
weiteren 15 Minuten entnommen werden konnte. Das Gel wurde dann ausgespannt und in die

mit Elektrodenpuffer geflllte Laufkammer eingebaut.

3.6.1.4. Elektrophorese und Blotting

Die Proteinproben wurden mit je 10 pl 3x-Proteinpuffer sowie Bromphenolblau versetzt, fur
5 Minuten bei 95°C inkubiert und anschlieBend kurz zentrifugiert. Je 20 pl aus diesen Protein-
Proben wurden in die durch den Kamm vorgeformten Taschen des Sammelgels pipettiert,
wobei die erste Tasche ausschlieRlich mit 6 pl eines Proteinstandards befillt wurde.
AnschlieRend wurde der Deckel auf die Kammer gesetzt und das Laufprogramm (180 V,
340 mA) gestartet. Die Trennung der Proteine war abgeschlossen, nachdem die
Bromphenolblau-Linie nach etwa 30-45 Minuten das untere Ende des Trenngels erreicht
hatte. Im Anschluss daran wurde die PVDF-Membran fur das Blotting vorbereitet. Daflr
wurde die Membran fiir eine Minute in Methanol aktiviert und in der Folge fir 15 Minuten in
Transferpuffer eingeweicht.

AnschlieRend wurde die PVDF-Membran auf zwei ebenfalls in Transferpuffer eingeweichte
Whatman-Pappen auf der Blotterplatte des ,, Trans-Blot Turbo* platziert. Das Gel wurde nach
Abschluss der SDS-PAGE aus der Halterung zwischen den Glasplatten entfernt, auf die
PVDF-Membran gelegt und wiederum mit zwei Whatman-Pappen bedeckt. Nachdem
Luftblasen durch Verstreichen entfernt wurden, wurde die zweite mit Transferpuffer
angefeuchtete Blotterplatte aufgesetzt und der Blotting-VVorgang gestartet Der Proteintransfer
vom Gel auf die PVDF-Membran erfolgte entlang eines elektrischen Feldes in Richtung
Anode und fand bei 25 VV und 1 A fiir 30 Minuten im ,,Trans-Blot Turbo statt.

3.6.1.5. Immundetektion

Um die Immundetektion der gesuchten Proteine vorzubereiten wurde die Membran eine
Stunde lang in einem 2% Kasein-TBST-Puffer (2% Magermilchpulver in TBST-Puffer)
behandelt, wodurch freie Bindungsstellen der Membran geblockt wurden.

Im Anschluss folgte die Inkubation der Membran mit dem Priméarantikorper Anti-MAP
Kinase 2/Erk2 (1:1000 in 2% Kasein-TBST-Puffer). Dafiir wurden 5 ml dieser
Priméarantikorper-Losung auf die PVDF-Membran pipettiert und in einem 50 ml-Rohrchen
auf dem Rollmischer ber Nacht bei 4°C inkubiert. Durch anschliefendes dreimaliges 15-
mindtiges Waschen in TBST-Puffer wurden ungebundene Primérantikorper entfernt.

AnschlieBend wurde die Membran mit einem HRP-konjugierten Sekundarantikorper (1:10000
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in 2% Kasein-TBST-Puffer) fir eine Stunde inkubiert und anschliefend dreimalig fur 15
Minuten in TBST-Puffer gesplilt.

Zur optischen Darstellung der detektierten Proteinbanden wurden 300 pl des ,,SuperSignal™
West Femto-Kits* auf die PVDF-Membran gegeben. Die Losung bestand zu gleichen Teilen
aus Luminol-Reagenz (Solution B des Kits) und Peroxid-Losung (Solution A des Kits), bei
der die Meerrettich-Peroxidase eine Oxidation des Luminols bei gleichzeitiger Reduktion des
Wasserstoffperoxids katalysiert, wobei Chemilumineszenz freigesetzt wird. Diese wurde mit
Hilfe des Chemilumineszenz-Detektors ,,Fusion Vilber Lourmat* detektiert und mit der
Software ,,FusionCapt Advance* quantifiziert.

Um auf derselben Membran die Inkubation mit dem Antikorper gegen phophoryliertes ERK,
durchzufuhren, wurden zunéchst die gebundenen Antikdérper von der Membran entfernt. Dies
erfolgte mit dem sogenannten Strippen. Dazu wurde die PVDF-Membran bei
Raumtemperatur unter Bewegung fir zehn Minuten mit 0,2 M NaOH gespilt und
anschlieBend fur mindestens eine Stunde in 2% Kasein-TBST-Puffer geschwenkt.
Darauffolgend wurde die Membran nach der oben beschriebenen Vorgehensweise mit dem
anderen Priméarantikorper (Rabbit Phospho-p44/42 MAPK (ERKj), verdinnt 1:1000 in 2%
Kasein-TBST-Puffer) behandelt, um das phosphorylierte ERKy, in oben beschriebener Weise

zu detektieren und anschliefend zu quantifizieren.

3.6.2. Immunfluoreszenzfarbung zum Nachweis vom Transkriptionsfaktor NFkB

Der Transkriptionsfaktor NFxB, der in Mikroglia und vielen anderen Zellen in die
Transkription inflammatorisch relevanter Gene eingebunden ist, transloziert nach seiner
Aktivierung vom Zytoplasma in den Zellkern. Anhand der Lokalisation des NFkB im
Zellkern bzw. Zytoplasma wurde daher in dieser Arbeit auf seine Transkriptionsaktivitét
geschlossen.

Zum Nachweis der Lokalisation des NFxB wurden die auf Deckglaser ausgesaten Mikroglia
nach in Kapitel 3.2 beschriebener Weise stimuliert und danach in eiskaltem Azeton fixiert
sowie drei Mal mit PBS gespdlt. Im né&chsten Schritt wurden die freien Bindungsstellen fiir
30 Minuten in einer BSA-LOosung (1% BSA in PBS) bei Raumtemperatur blockiert.
AnschlieBend wurde die Blockier-Losung abpipettiert und die Zellen fir 60 Minuten mit je
50 pl des 1:50 in Antibody Diluent verdinnten Primdrantikorpers (Anti-NFkB (p65)) bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Deckgléser drei Mal mit PBS
gespult. Es folgte die Hinzugabe von je 100 pl des Sekundérantikdérpers (Alexa Fluor A
31620), welcher 1:700 in Antibody Diluent verdunnt war. Nach einer 45-60-min{tigen
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Inkubation, welche bei Raumtemperatur und unter Lichtabschluss erfolgte, wurden die
Deckgléser erneut dreimalig mit PBS gewaschen. Zur Detektion der Zellkerne wurde jedes
Deckglas mit 50 pl Bisbenzimid (geltst in PBS), das DNA anfarbt, versetzt. Es folgte eine
finfmindtige Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss. Das Bisbenzimid wurde
danach abpipettiert und die Deckglaser drei Mal mit PBS gewaschen und abschlieRend in
A. dest. gespilt. Das Eindecken der Deckgléser erfolgte luftblasenfrei mit ImmuMount-
Eindeckmedium. Dafur wurden die Deckglaser auf Objekttrager Uberfuhrt, auf denen sich je
ein Tropfen ImmuMount befand. Nach Aushérten des Eindeckmediums erfolgte die Analyse

am Fluoreszenzmikroskop.

3.6.3. Sandwich-ELISA

Der Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunsorbent assay) ist neben dem Western-Blot eine
weitere Methode zum gezielten Proteinnachweis in einem Proteingemisch. Dazu werden zwei
Antikorper verwendet, welche an unterschiedlichen Stellen an das gesuchte Protein binden.
Zunachst bindet ein Capture-Antikorper das nachzuweisende Protein aus dem
Zellkulturiiberstand. Nach Entfernen des restlichen Uberstandes wird der zweite, sogenannte
Detection-Antikorper hinzugegeben. Dieser bindet ebenfalls das Protein, allerdings an einer
anderen Bindungsstelle. Der Sekundarantikorper wird anschlieBend zudem mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase konjugiert, welches iber eine Reaktion mit ebenfalls hinzugegebenem
Tetramethylbenzidin (TMB) und Schwefelsdure fur einen Farbumschlag sorgt. Die Intensitét
des Farbumschlages kann photometrisch quantifiziert werden und gibt Aufschluss tber die
Menge des gesuchten Proteins.

Um die IL-6-, TNF-a- und IL-10-Freisetzung aus den Mikroglia zu quantifizieren, wurden die
Zellkulturiberstande der Stimulationsversuche mittels Sandwich-ELISA untersucht. Hierflr
wurden zundchst je 100 pl des entsprechenden Capture-Antikorpers in die Vertiefungen einer
96-Well-Platte pipettiert. Die Antikorper gegen IL-6 waren dabei im Verhaltnis 1:125 in PBS,
jene gegen TNF-a und IL-10 1:250 in PBS verdunnt. Die so beschichtete 96-Well-Platte
wurde anschlieBend ber Nacht bei 4°C inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden die
Vertiefungen der Platte finf Mal mit dem ELISA-Waschpuffer gewaschen. Es folgte das
Blocken unspezifischer Bindungsstellen, indem jede Vertiefung der 96-Well-Platte mit 200 pul
Assay Diluent (PBS mit 10% FKS) versetzt und die Platte dann bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde inkubiert wurde. Im Anschluss daran erfolgte erneutes funfmaliges Waschen sowie die
Zugabe der Zellkulturiiberstande. Hierbei wurden bei der Untersuchung auf TNF-a die
Versuchsansétze, die LPS enthielten 1:10 verdiinnt, jene Versuchsansétze ohne LPS blieben
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unverdinnt. Bei der Untersuchung auf IL-6 erfolgte keine Verdinnung der Kulturliberstande.
Zur Untersuchung der IL-10-Proteinmenge wurden alle Versuchsanséatze 1:10 verdlnnt.
AnschlieRend wurden je 100 pl der Zellkulturiiberstdnde in Doppelbestimmung in die
Vertiefungen der 96-Well-Platte pipettiert. Es erfolgte eine zweistlindige Inkubation bei
Raumtemperatur (TNF-a, IL-10) bzw. 37°C (IL-6), die von erneutem funfmaligem Waschen
beendet wurde. Nach Hinzugabe des Biotin-konjugierten Detection-Antikorpers, verdinnt in
Assay Diluent, wurde die Platte erneut fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Ein
erneuter Waschschritt entfernte (berschissige Detection-Antikorper. AnschlieBend wurde
jede Vertiefung mit 100 pul HRP-konjugiertem Streptavidin (1:250 in Assay Diluent) beftllt
und die 96-Well-Platte fur 30 Minuten inkubiert, wobei das Streptavidin eine hochaffine
Bindung an das Biotin des Detection-Antikorpers herstellte. Nach erneutem Waschen der
Vertiefungen erfolgte die Zugabe von je 100 ul TMB-Substrat, welches zu gleichen Teilen
aus TMB (0,4 g/l in Wasser) und Wasserstoffperoxid (0,02%) bestand. Es folgte eine 30-
mindtige Inkubation unter Lichtabschirmung, woraufhin durch die Hinzugabe von je 50 pl
Schwefelsdure ein Farbumschlag induziert wurde. Die photometrische Auswertung fand bei
einer Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 550 nm statt und wurde

mit dem Gerat GENios der Firma Tecan durchgefihrt.

3.7. Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse wurde das
Programm GraphPad Prism (Version 5.04) verwendet. Die Berechnung erfolgte durch
Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur, wobei eine
Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant angenommen wurde. Alle Experimente

erfolgten in mindestens dreifacher Ausfiihrung.
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4. Ergebnisse

4.1. Einfluss von Empagliflozin auf das Zelliberleben der Mikroglia

Um eine zytotoxische Wirkung der in dieser Arbeit eingesetzten Empagliflozin-
Konzentrationen auszuschlielen, wurde ein MTT-Test angewendet. Bei diesem Verfahren
wird von der Menge an intrazellular gebildetem Formazan auf den Anteil vitaler Zellen
geschlossen, da das Formazan nur in vitalen Zellen mit entsprechender Enzymausstattung
gebildet wird.

Es wurden verschiedene  Empagliflozin-Konzentrationen  untersucht und  die
Zelliiberlebensrate in Prozent angegeben, wobei die Uberlebensrate der unbehandelten
Kontrollzellen auf 100 % festgelegt wurde. Alle Einzel- als auch Simultanstimulationen
erhdhten die ZellUberlebensrate im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen. Daraus lasst
sich schlieen, dass die Substanz in keiner der untersuchten Konzentrationen zytotoxisch
wirkt. In den sich anschlieenden Untersuchungen wurden sowohl die héchste als auch die
geringste im MTT-Test untersuchte Empagliflozin-Konzentration (nachfolgend in den
Abbildungen Empa 0,5 uM bzw. Empa 50 uM genannt) verwendet, um einen mdglichen

konzentrationsabhangigen Effekt deutlich erkennen zu kénnen.
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Abbildung 4.1.: Einfluss von Empagliflozin auf das Zelliiberleben der Mikroglia. Der MTT-Test zeigte,
dass Empagliflozin im Bereich von 0,5-50 pM allein oder auch in Simultanstimulation mit LPS nach einer 24-
stiindigen Inkubation keine zytotoxische Wirkung hatte. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (n=3).
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4.2. Einfluss von Empagliflozin auf die Radikalbildung

Eine Beteiligung Stickstoffmonoxids (NO) an der Pathogenese des M. Parkinson wurde in
Kapitel 1.2.2. dargelegt. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Empagliflozin die Freisetzung
von NO aus LPS-aktivierten Mikroglia sowie die Expression der induzierbaren NO-Synthase

(iINOS) beeinflusst.

4.2.1. NO-Freisetzung
Die Mikroglia wurden fur 24 Stunden stimuliert, NO wurde anschlieBend indirekt mittels

Griess-Reagenz gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.2. dargestellt, wobei die NO-
Freisetzung aus den allein mit LPS stimulierten Mikroglia auf 100 % genormt wurde. Die
Werte der brigen Stimulationsversuche wurden relativ zu den Ergebnissen der mit LPS
behandelten Zellen angegeben.

Die Inkubation mit Empagliflozin allein zeigte nach 24 Stunden keine Verénderung der NO-
Freisetzung im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Durch LPS-Stimulation wurde die
NO-Freisetzung der Mikroglia in allen Versuchen signifikant gesteigert (****p <0,0001).
Durch gleichzeitige Inkubation mit 0,5 uM Empagliflozin und LPS erfolgte eine signifikante
Reduktion der durch LPS stark erhdhten NO-Freisetzung um 7,19 % (*p <0,05). Bei
Steigerung der Konzentration auf 50 uM zeigte sich keine signifikante Beeinflussung der NO-

Freisetzung.
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Abbildung 4.2.: Einfluss von Empagliflozin auf die NO-Freisetzung nach 24 Stunden. Die NO-Freisetzung
wurde nach 24 Stunden indirekt mittels Griess-Reagenz gemessen. LPS erhohte in allen Versuchen die NO-
Freisetzung aus Mikroglia im Vergleich zu den Kontrollen. Eine Inkubation von 0,5puM bzw. 50 uM
Empagliflozin mit LPS reduzierte die NO-Freisetzung leicht um 7,19 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 2,83 %
(50 uM Empagliflozin). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (n=12; *p < 0,05; ****p < 0,0001).
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4.2.2. INOS-mRNA-Synthese

Die mRNA-Expression der iNOS wurde in dieser Arbeit nach drei- bzw. 24-stundiger
Stimulation mittels gPCR quantifiziert. Die INOS-mRNA-Expressionsrate bei LPS-
stimulierten Mikroglia wurde auf 100 % festgelegt und die Ergebnisse in Relation dazu
angegeben. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.3. (Versuche nach drei Stunden) und
4.4. (Versuche nach 24 Stunden) dargestellt. Die iINOS-mRNA-Synthese zeigte sowohl nach
drei als auch nach 24 Stunden keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und den
allein  mit Empagliflozin behandelten Zellen. Nach LPS-Stimulation wurde die
Expressionsrate in allen durchgefihrten Versuchen signifikant gesteigert (****p < 0,0001).
Die Simultanstimulation mit LPS und Empagliflozin zeigte nach drei Stunden im Vergleich
zur alleinigen LPS-Stimulation eine insgesamt leichte Minderung der Expressionsrate um
14,5 % (0,5 uM) bzw. 11,28 % (50 uM).

Nach 24 Stunden ergaben die Versuche mit 0,5 uM Empagliflozin eine Reduktion um
20,36 %. Bei Simultanstimulation mit LPS und 50 uM Empagliflozin wurde die iNOS-
MRNA-Expressionsrate signifikant um 35,61 % gesenkt (**p <0,01).

INOS gPCR nach 3 Stunden
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Abbildung 4.3.: Einfluss von Empagliflozin auf die iNOS-mRNA-Expression in Mikroglia nach drei
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhdhte die iNOS-mRNA-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 14,5 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 11,28 %
(50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (****p < 0,0001; n=5).
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INOS gPCR nach 24 Stunden
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Abbildung 4.4.: Einfluss von Empagliflozin auf die iNOS-mRNA-Expression in Mikroglia nach 24
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhohte die iINOS-mRNA-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 20,36 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 35,61 %
(50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM (****p < 0,0001; **p < 0,01;
n=5).

4.3. Einfluss von Empagliflozin auf die Genexpression proinflammato-

rischer Zytokine
In dieser Arbeit wurde die mMRNA-Expression der proinflammatorische Zytokine IL-6, TNF-a
und IL-1B in LPS-aktivierten Mikroglia nach drei und 24 Stunden mittels qPCR unter dem
Einfluss von Empagliflozin untersucht. Da eine Stimulation mit LPS zu einer Mikroglia-
Aktivierung und in der Folge zur Erh6hung der Genexpression proinflammatorischer
Zytokine fihrt, wurde die mRNA-Synthese nach LPS-Stimulation auf 100 % festgelegt und

die mMRNA-Expression aus den Ubrigen Stimulationsansatzen in Relation dazu angegeben.

4.3.1. IL-6-mRNA-Synthese

Eine Inkubation mit 0,5 bzw. 50 uM Empagliflozin ergab sowohl bei den drei- als auch bei
den 24-stindigen Versuchen keine Veranderungen der IL-6-mRNA-Synthese im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollzellen. Nach einer Stimulationszeit von drei Stunden erfolgte nach
LPS-Aktivierung der Mikroglia eine signifikante Steigerung der IL-6-mRNA-Expression
(****p <0,0001). Eine gemeinsame Inkubation von LPS und 0,5 uM Empagliflozin fuhrte zu
einer leichten Reduktion der LPS-induzierten mRNA-Expression um 6,79 %. Die

dreistindige, simultane Stimulation mit LPS und 50 uM Empagliflozin erbrachte eine

37



Ergebnisse

signifikante Reduktion der IL-6-mRNA-Expression um 16,5% (****p <0,0001). Die
Ergebnisse der dreistiindigen Stimulationsversuche sind in Abbildung 4.5. dargestellt.

Auch nach 24 Stunden war die 1L-6-mRNA-Menge in den Kontrollen sowie den nur mit
Empagliflozin stimulierten Versuchsansatzen signifikant niedriger im Vergleich zu den mit
LPS stimulierten Mikroglia (****p <0,0001). Die Zugabe von 0,5puM bzw. 50 uM
Empagliflozin zu den LPS-stimulierten Zellen ergab eine Reduktion der IL-6-Expression um
8,15% bzw. 4826% (****p<0,0001). Die Ergebnisse der 24-stiindigen

Stimulationsversuche sind in Abbildung 4.6. dargestelit.
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Abbildung 4.5.: Einfluss von Empagliflozin auf die IL-6-mRNA-Expression in Mikroglia nach drei
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhdhte die IL-6-mRNA-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese bei Verwendung von 0,5 uM um 6,79 % und bei
50 uM um 16,5 % reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (****p < 0,0001; n=5).
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Abbildung 4.6.: Einfluss von Empagliflozin auf die IL-6-mRNA-Expression in Mikroglia nach 24 Stunden.
Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhohte die IL-6-mRNA-Expression signifikant. Durch Simultaninkubation
mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 8,15% (0,5puM Empagliflozin) bzw. 48,26 % (50 pM
Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (****p < 0,0001; n=5).
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4.3.2. TNF-a-mRNA-Synthese
Die mRNA-Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-o wurde mittels gPCR nach
drei bzw. 24 Stunden quantifiziert. Nach dreisttindiger Stimulation war die mMRNA-Menge in
den Kontrollzellen sowie in den allein mit Empagliflozin behandelten Ansétzen signifikant
niedriger als in den nur mit LPS stimulierten Zellen (****p <0,0001). Die gleichzeitige
Stimulation von Empagliflozin und LPS ergab nach drei Stunden bei Verwendung von
0,5 UM Empagliflozin keine Anderung der TNF-a-Expression im Vergleich zu den LPS-
aktivierten Mikroglia. Bei Verwendung von 50 uM Empagliflozin wurde die Expressionsrate
um 14,34 % (*p<0,05). Die

Stimulationsversuche sind in Abbildung 4.7. dargestellt.

signifikant gesenkt Ergebnisse der dreistindigen
Nach 24-stlindiger Stimulation war bereits in den unstimulierten oder allein mit Empagliflozin
stimulierten Ansatzen eine leicht erhdhte TNF-a-mRNA-Expression feststellbar. In der
Kontrolle betrug die mMRNA-Synthese bereits 22,24 %, dartber hinaus bewirkte eine alleinige
Inkubation mit Empagliflozin eine Erhohung der TNF-a-Expressionsrate auf 36,72 %
(0,5 pM Empagliflozin) bzw.36,8 % (50 uM Empagliflozin). Die Stimulation mit LPS fuhrte
zu einer signifikanten Erhéhung der TNF-a-mRNA-Expression. Durch gleichzeitige
Stimulation mit LPS und 0,5 uM Empagliflozin wurde diese Erhohung der mMRNA-Synthese
um 20,01 % reduziert. Die Simultanstimulation mit LPS und 50 uM Empagliflozin ergab eine
signifikante Reduktion der TNF-a-mRNA-Synthese um 33,88 % (*p < 0,05). Die Ergebnisse

der 24-stundigen Stimulationsversuche sind in 4.8. dargestellt.
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Abbildung 4.7.: Einfluss von Empagliflozin auf die TNF-a-mRNA-Expression in Mikroglia nach drei
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhéhte die TNF-a-mRNA-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese nicht verandert (0,5 pM Empagliflozin) bzw. um
14,34 % (50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (*p <0,05;
**%*kp < 0,0001; n=5).
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TNF-a qPCR nach 24 Stunden
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Abbildung 4.8.: Einluss von Empagliflozin auf die TNF-o-mRNA-Expression in Mikroglia nach 24
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhohte die TNF-a-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 20,01 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 33,88 %
(50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (*p <0,05; ***p <0,001;
****p < 0,0001; n=5).

4.3.3. IL-1B-mRNA-Synthese

Die Quantifizierung der IL-1B-Expression ergab nach drei und 24 Stunden keine signifikanten
Unterschiede zwischen Kontrollgruppen und den allein mit 0,5uM bzw. 50 uM
Empagliflozin stimulierten Zellen. Eine LPS-Aktivierung der Mikroglia erhohte die
Basisexpressionsrate in beiden untersuchten Zeitrdumen signifikant (****p < 0,0001).

Nach dreistundiger Simultaninkubation von 0,5 bzw. 50 uM Empagliflozin mit LPS ergab die
gPCR eine leichte Erhéhung der Genexpression um 1,5% im Vergleich zu den mit LPS
stimulierten Mikroglia. Die Ergebnisse der dreistindigen Stimulationsversuche sind in
Abbildung 4.9. veranschaulicht.

Die Durchfiihrung der 24-stiindigen Versuche erbrachte bei Simultaninkubation von 0,5 uM
Empagliflozin zusammen mit LPS eine leichte Minderung der mRNA-Synthese um 8,19 %.
Eine Steigerung der Empagliflozin-Konzentration auf 50 uM erbrachte eine deutlichere
Reduktion der IL-1B-Expression um 25,19 % (***p <0,001). Die Ergebnisse der 24-
stundigen Versuche sind in Abbildung 4.10. dargestellt.
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IL-1p qPCR nach 3 Stunden
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Abbildung 4.9.: Einfluss von Empagliflozin auf die IL-1p-mRNA-Expression in Mikroglia nach drei
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhohte die IL-1B-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin (0,5 und 50 uM) und LPS wurde diese um 1,5 % erhoht. Dargestellt sind

jeweils die Mittelwerte + SEM (****p < 0,0001; n=5).
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Abbildung 4.10.: Einfluss von Empagliflozin auf die IL-1p-mRNA-Expression in Mikroglia nach 24
Stunden. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhéhte die IL-1B-Expression signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 8,19 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 25,19 %
(50 uM  Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte = SEM (***p <0,001;

***%kp < 0,0001; N=5).

4.4. Einfluss von Empagliflozin auf die Zytokin-Freisetzung aus

Mikroglia
In dieser Arbeit erfolgte die Analyse der Zellkulturiiberstande der Stimulationsversuche

mittels ELISA, wobei die Freisetzung der proinflammatorisch wirksamen Zytokine IL-6 und
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TNF-a sowie des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 aus Mikroglia in den Uberstand nach
24 Stunden gemessen wurde. In Analogie zu den bereits gezeigten Ergebnissen wurden die
Protein-Expressionsraten nach LPS-Stimulation auf 100 % genormt und die Protein-

Expression der tibrigen Stimulationsansatze in Relation dazu angegeben.

4.4.1. IL-6-Freisetzung
Nach 24 Stunden Stimulationszeit war die IL-6-Sekretion aus den Kontroll- bzw.

Empagliflozin-Mikroglia signifikant geringer als in den mit LPS stimulierten Zellen
(****p < 0,0001). Die Zugabe von 0,5 uM Empagliflozin zu den LPS-aktivierten Mikroglia
fihrte eine signifikante Reduzierung der IL-6-Freisetzung um 13,68 % herbei (*p <0,05).
Eine Erhohung der Empagliflozin-Konzentration auf 50 pM erbrachte ein ahnliches Ergebnis:
Die Reduktion betrug hier 13,62 % (*p <0,05). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.11.

dargestellt.
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Abbildung 4.11.: Einfluss von Empagliflozin auf die IL-6-Freisetzung aus Mikroglia nach 24 Stunden. Die
LPS-Aktivierung der Mikroglia erhohte die IL-6-Freisetzung aus den Mikroglia signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 13,68 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 13,62 %
(50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM (****p < 0,0001; *p <0,05;

n=4).

4.4.2. TNF-a-Freisetzung
Bei den durchgefuhrten Versuchen war, verglichen mit den LPS-aktivierten Zellen, in den

Kontrollansatzen eine signifikant niedrigere TNF-a-Sekretion in den Uberstand feststellbar
(****p <0,0001). Auch die Inkubation mit Empagliflozin alleine erbrachte keine Steigerung
der TNF-o-Freisetzung. Die Simultaninkubation von 0,5 uM Empagliflozin mit LPS
reduzierte die TNF-a-Freisetzung aus Mikroglia um 35,40 % (***p <0,001). Die Erhéhung

der Empagliflozin-Konzentration auf 50 UM verstarkte diese Reduktion, welche bei dieser
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Konzentration 49,23 % betrug (****p <0,0001). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.12.

dargestellt.
150 1504
o j=l)]
=} =}
8 sk B sokskok stk
3 ! E 1 11 |
‘Z) ,;\ I Z-) ? ]OO I i 1
o X 1004 o X B
—
%3 % 3
5T =
S a s &
A= S0 & 507
3 3
0 T T 0 T T
Nt Sl ¢ & ©
& 3 S &S N;
& Q S ) X
A & & & &
< < X
,Q“D-
Q)\'(\

Abbildung 4.12.: Einfluss von Empagliflozin auf die TNF-a-Freisetzung aus Mikroglia nach 24 Stunden.
Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhdhte die TNF-o-Freisetzung aus den Mikroglia signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 35,40 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 49,23 %
(50 uM  Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (***p <0,001;
****p < 0,0001; n=6).

4.4.3. 1L-10-Freisetzung

In Abbildung 4.13. sind die Ergebnisse, wie Empagliflozin die IL-10-Freisetzung aus
Mikroglia beeinflusst, grafisch dargestellt. Sowohl 0,5 als auch 50 uM Empagliflozin
erbrachten im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Anderung der IL-10-Freisetzung in den
Zellkulturiiberstand. Erst die Inkubation mit LPS steigerte diese deutlich (****p <0,0001).
Die gleichzeitige Stimulierung mit Empagliflozin und LPS erbrachte im Vergleich zu den
LPS-Stimulationen eine signifikante Minderung der 1L-10-Freisetzung. Bei Verwendung von
0,5 uM Empagliflozin betrug diese Reduktion 24,90 % (****p <0,0001), mit 50 uM
Empagliflozin 22,97 % (**p < 0,01).
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Abbildung 4.13.: Einfluss von Empagliflozin auf die IL-10-Freisetzung aus Mikroglia nach 24 Stunden.
Die LPS-Aktivierung der Mikroglia erhéhte die IL-10-Freisetzung aus den Mikroglia signifikant. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde diese um 24,90 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 22,97 %
(50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + SEM (**p < 0,01; ****p <0,0001;
n=>5)

4.5. Untersuchung potentieller Signalwege von Empagliflozin

In die komplexe Regulation der mikroglialen Inflammation sind u.a. die extracellular signal-
regulated kinases 1/2 (ERKy) involviert. In dieser Arbeit wurden daher die MAP-Kinasen
ERKy, sowie deren aktivierte Formen pERK;, aus mit LPS und/oder Empagliflozin
inkubierten Mikroglia isoliert. In der Folge wurde das Verhaltnis der mittels Western Blot
gemessenen Bandenintensitaten von pERKy, zu ERKy/, gebildet, was Rickschliisse auf den
Aktivierungsgrad dieser Kaskade zulé&sst. Dabei war eine Erhohung des pERKj,-Anteils
gleichbedeutend mit einer Aktivierung des Signalweges.

Neben intrazelluldren Proteinkinasen regulieren Transkriptionsfaktoren, insbesondere der
Transkriptionsfaktor NF«kB, Entzindungsprozesse in diversen Zellen, darunter auch in
Mikroglia. Mittels immunzytochemischer Farbungen wurde daher zusétzlich der
Transkriptionsfaktor NFkB dargestellt und anhand seiner Lokalisation die inflammatorische
Transkriptionsaktivitdt der Miroglia beurteilt. Eine starke Anreicherung des NFkB in den
Zellkernen der Mikroglia wurde in dieser Arbeit als Zeichen einer vermehrten
inflammatorischen Transkriptionsaktivitit gewertet. Es wurde untersucht, ob Empagliflozin

das Verteilungsmuster des NFkB beeinflusst.

4.5.1. Beeinflussung des ERK;;-Signalweges durch Empagliflozin
Der Nachweis der MAP-Kinasen ERKy/, und pERKjy, erfolgte mittels Western Blot nach 30-

mindtiger Stimulation. Der Quotient der Bandenintensitaten aus den nur mit LPS stimulierten
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Mikroglia wurde auf 100 % festgelegt und die Quotienten der Ubrigen Stimulationsversuche
im Verhéltnis dazu angegeben.

Nach 30-mindtiger Stimulation war der Anteil von phosphoryliertem ERKj, in den
Kontrollen sowie nur mit Empagliflozin behandelten Ansétzen signifikant geringer als in den
mit LPS stimulierten Mikroglia (****p <0,0001). Die Simultaninkubation von LPS mit
0,5 UM Empagliflozin ergab eine signifikante Reduktion der pERKj,-Aktivierung um
28,22% (*p<0,05). Die hohere Empagliflozin-Konzentration zeigte in der
Simultaninkubation mit LPS ebenfalls eine signifikante Verringerung des pERKy,,-Anteils um

25,77 % (*p<0,05). Die Ergebnisse der 30-mindtigen Stimulationsversuche sind in

Abbildung 4.14. dargestellt.
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Abbildung 4.15.: Einfluss von Empagliflozin auf die ERKj,-Phosphorylierung in Mikroglia nach 30
Minuten. Die LPS-Aktivierung der Mikroglia bewirkte einen starken Anstieg des pERKj,-Anteils. Durch
Simultaninkubation mit Empagliflozin und LPS wurde dieser um 28,22 % (0,5 uM Empagliflozin) bzw. 25,77 %
(50 uM Empagliflozin) reduziert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM (*p <0,05; ****p <0,0001;

n=4).
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4.5.2. Beeinflussung des NFkB-Signalweges durch Empagliflozin

Der immunzytochemische Nachweis von NFxB erfolgte nach 30- bzw. 60-mindtiger
Stimulation der Mikroglia mit LPS, Empagliflozin sowie Empagliflozin und LPS.

Abbildung 4.15. zeigt reprasentative Bilder einer 30-min(tigen, Abbildung 4.16. einer 60-
mindtigen Stimulation. Die unstimulierten Kontrollzellen (A) wiesen NFxB (grin)
uberwiegend im Zytoplasma auf, wahrend die Zellkerne (blau) so gut wie keine griine
Fluoreszenz zeigten. Durch LPS-Stimulation &nderte sich das Verteilungsmuster des
fluoreszenzmarkierten Transkriptionsfaktors deutlich mit einer stark vermehrten Griin-
Fluoreszenz der Zellkerne als Ausdruck einer im Zuge der Mikroglia-Aktivierung
stattfindenden NF«kB-Translokation (B).

Die Inkubation mit 0,5uM (C) bzw. 50 uM (E) Empagliflozin alleine zeigte in beiden
untersuchten Konzentrationen keine Aktivierung des NFxB-Signalweges auf. Das
Verteilungsmuster von NF«B ahnelte dem der unbehandelten Kontrollzellen.

Eine Simultaninkubation von 0,5 uM Empagliflozin und LPS (D) zeigte sowohl nach 30 als
auch nach 60 Minuten keine sicher ersichtliche Fluoreszenzédnderung in den Zellkernen im
Vergleich zu den nur mit LPS stimulierten Mikroglia. Fur eine niedrige Empagliflozin-
Konzentration konnte mit den verwendeten Methoden somit keine erkennbare Beeinflussung
der NFxB-Signalkaskade festgestellt werden.

Die Untersuchung der mit 50 uM Empagliflozin und LPS stimulierten Zellen ergab in beiden
untersuchten Zeitrdumen eine Veranderung des Fluoreszenzmusters, mit einem stérkeren
Effekt nach 60-min0tiger Stimulationsdauer (F). Die Fluoreszenzintensitiat von NF«xB in den
Zellkernen war etwas geringer im Vergleich zu den nur mit LPS stimulierten Zellen, obgleich
auch in diesen Mikroglia die Kerne nicht komplett frei von NF«xB waren und sich dadurch
von den Kontrollen unterschieden. Die Verwendung von 50 uM Empagliflozin konnte somit
eine Beeinflussung des NFkB-Verteilungsmusters herbeifiinren, wahrscheinlich mit einem

starker ausgepragten Effekt nach langerer Stimulationsdauer.
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10 pm

Abbildung 4.16.: Einfluss von Empagliflozin auf den NFkB-Signalweg nach 30 Minuten in Mikroglia. Die
unstimulierten Kontrollzellen wiesen eine minimale NFxB-Kernfarbung auf (A), hingegen flhrte die LPS-
Stimulation zu einer deutlichen NF«kB-Translokation in die Kerne (B). Wahrend die Simultaninkubation mit
0,5 UM und LPS keine eindeutig erkennbare Veranderung bewirkte (D), zeigte sich bei Verwendung von 50 pM
Empagliflozin und LPS eine schwache Minderung der NFkB-Translokation in die Zellkerne (F). Eine
Stimulation mit Empagliflozin allein bewirkte keine Anderung des NF«B-Verteilungsmusters im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollzellen (C und E) (n=3).
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150 nM+LPS

Abbildung 4.17.: Einfluss von Empagliflozin auf den NFkB-Signalweg nach 60 Minuten in Mikroglia. Die
unstimulierten Kontrollzellen wiesen eine minimale NFkB-Kernfarbung auf (A), hingegen flhrte die LPS-
Stimulation zu einer deutlichen NFxB-Translokation in die Kerne (B). Wéhrend die Simultaninkubation mit
0,5 UM und LPS keine eindeutig erkennbare Veranderung bewirkte (D), zeigte sich bei Verwendung von 50 pM
Empagliflozin und LPS eine deutlichere Minderung der NFxB-Translokation in die Zellkerne (F). Eine
Stimulation mit Empagliflozin allein bewirkte keine Anderung des NF«B-Verteilungsmusters im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollzellen (C und E) (n=3).

48



Diskussion

5. Diskussion

Die Annahme eines proinflammatorischen Phanotyps durch Mikroglia, z.B. in der Folge von
Kontakt zu pathogenen Proteinaggregaten oder Mikroorganismen, ist unter physiologischen
Bedingungen streng reguliert und zeitlich begrenzt, wodurch die proinflammatorischen
Effekte wenig Schaden am gesunden Gewebe hinterlassen und trotzdem ein effektiver Schutz
des ZNS vor z.B. Mikroorganismen erreicht wird. Beim M. Parkinson fuhren die
Umgebungsbedingungen einschlie3lich Untergang dopaminerger Neurone und Freisetzung
der a-Synuclein-haltigen Proteinaggregate zu einer chronischen Annahme des M1-Phénotyps
mit entsprechender Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und NO, resultierend in der
Schéadigung umliegender Neurone. Eine Aufhebung dieser Dysregulation durch eine
antiinflammatorische Therapiestrategie oder gar einen Phéanotypen-,,Switch® hin zu
neuroregenerativen M2-Mikroglia kann daher neurodegenerative Prozesse entschleunigen und
stellt somit einen moglichen Therapieansatz bei Erkrankungen wie dem M. Parkinson dar
(Tang und Le, 2016).

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde in der durchgefuhrten Arbeit eine mogliche
modulierende Wirkung des SGLT2-Inhibitors Empagliflozin auf die mikrogliale

Inflammation untersucht.

5.1. Einfluss von Empagliflozin auf die Radikalbildung

Die im Zuge des M. Parkinsons stattfindende Dysregulation der mikroglialen Inflammation
beinhaltet die stark erhohte Bildung Stickstoffmonoxids (NO), das anschliefend auf
verschiedenen Ebenen oxidative Stressmechanismen induziert und so zur weiteren
Neurodegeneration beitrdgt. Zum einen kann NO selbst die Nitrosylierung zelluldrer Proteine
verursachen. Zum anderen bildet es mit reaktiven Sauerstoffspezies Peroxinitrit (ONOQO ),
das Enzyme der mitochondrialen Atmungskette inhibiert und dartiber einen zytotoxischen
Effekt generiert (Steinert et al., 2010). Dabei sind die verschiedenen Herstellungsenzyme des
Stickstoffmonoxids offenbar in unterschiedlichem MaRe fur dessen toxische Wirkung
verantwortlich. So zeigte die selektive Hemmung der iNOS, jedoch nicht der nNOS, am
MPTP-Modell der Parkinson-Erkrankung in vitro eine neuroprotektive Wirkung (Brzozowski
et al., 2015). Auch in vivo bewirkte eine Inhibition der iNOS nach LPS-Injektionen in die SN
eine verminderte Neurodegeneration (Arimoto und Bing, 2003). Eine Reduzierung der NO-
Bildung und des Herstellungsenzyms iNOS kann somit einen therapeutischen Ansatz

darstellen, um die Progression der Erkrankung aufzuhalten.
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In dieser Arbeit wurde in allen durchgefuhrten Versuchen sowohl die NO-Freisetzung aus
Mikroglia als auch die iINOS-mRNA-Expression durch LPS-Stimulation stark gesteigert.
Empagliflozin reduzierte die NO-Freisetzung aus LPS-aktivierten Mikroglia nach 24 Stunden
signifikant, jedoch zeigte sich dieser Effekt nur leicht ausgepragt bei der Verwendung von
0,5 uM Empagliflozin, wahrend 50 uM Empagliflozin keine Verringerung der NO-
Freisetzung bewirkte. Neben der Messung der NO-Freisetzung aus Mikroglia wurde in dieser
Arbeit auch die mRNA-Expression der iNOS nach drei und 24 Stunden beurteilt. Eine kurze
Stimulationsdauer von drei Stunden beeinflusste die INOS-mRNA-Synthese nicht signifikant.
Zudem unterlagen die Ergebnisse bei den dreistiindigen Versuchen Ergebnisschwankungen,
sodass in diesem Stimulationszeitraum ein Effekt Empagliflozins auf die iNOS-mRNA-
Synthese nicht sicher erkennbar war. In den Versuchen dieser Arbeit zeigte sich erst nach
einer 24-stiindigen Stimulation ein reduzierender Effekt auf die iINOS-mRNA-Synthese, der
wiederum erst bei der Verwendung von 50 uM signifikant war. Auffallend war die nur
schwache Reduktion der NO-Freisetzung aus den Mikroglia bei gleichzeitig starkerer
Senkung der INOS-mRNA-Synthese. Mdoglicherweise wird diese Inkongruenz durch
Modifikationen, die erst nach der iINOS-mRNA-Synthese stattfinden, erklart, wie z. B.
Verédnderungen des fertigen Proteins. Denkbar ware hier eine Steigerung der katalytischen
Aktivitdt des Enzyms durch Interaktionen mit anderen Proteinen oder ein verlangsamter
intrazellularer Abbau der INOS (Aktan, 2004; Zhang et al., 2003). Ebenfalls moglich ist, dass
andere NO-Herstellungsenzyme durch die Inkubation mit Empagliflozin vermehrt in
Mikroglia exprimiert werden. In vivo-Untersuchungen zeigten eine derartige Beeinflussung
durch Empagliflozin am myokardialen Gewebe von Ratten. Dabei flihrte Empagliflozin zu
einer signifikant vermehrten Expression der eNOS und nNOS bei gleichzeitiger Minderung
der iINOS-Expression und somit trotz verringerter iNOS-Expression zu erhéhten NO-Werten
(Asensio Lopez et al., 2020). Zukunftig sinnvoll wére daher zu untersuchen, ob eine &hnliche
Beeinflussung auch in Mikroglia vollzogen wird. Auch eine weitere in vivo-Studie zeigte eine
signifikant niedrigere iINOS-mRNA-Expression in ischdmischem Myokard-Gewebe von
Méusen nach Empagliflozin-Verabreichung (Andreadou et al., 2017). Somit sind die
Ergebnisse dieser Arbeit prinzipiell mit den beiden vorgestellten Studien vereinbar. Da es sich
in den beiden beschriebenen Arbeiten um in vivo-Experimente am myokardialen Gewebe
handelt und nicht um in vitro-Studien an isolierten Zellen, ist die genaue Gegenuberstellung
der Versuchsergebnisse der Arbeiten jedoch erschwert. Eine bessere Vergleichsmoglichkeit
bieten daher in vitro-Studien an Makrophagen, da neben Gemeinsamkeiten im
Versuchsaufbau auch eine ontogenetische Verwandtschaft zwischen Mikroglia und
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Makrophagen besteht (Prinz et al., 2014). Eine andere Arbeitsgruppe wies bei diesen
Versuchen an LPS-aktivierten Makrophagen eine starke Reduktion der NO-Freisetzung durch
Hinzugabe von 1 uM Empagliflozin nach, zudem zeigte sich in dieser Arbeit auch eine
signifikante  Herabregulierung  der  INOS-mRNA-Expression in  LPS-aktivierten
Kardiomyozyten (Koyani et al., 2020). Eine kirzlich veroffentlichte Arbeit zeigte ebenfalls
eine signifikant geringere iINOS-Expression in LPS-stimulierten Makrophagen auf, die mit
Empagliflozin behandelt wurden (Lee et al., 2021).

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse sprechen in Zusammenschau mit den vorgestellten
Experimenten anderer Arbeitsgruppen fir eine iNOS-reduzierende Wirkung Empagliflozins.
Da, wie oben dargelegt, vor allem die iINOS entscheidend zu sein scheint fiir die NO-
vermittelte Neurotoxizitat, konnte sich die Minderung der iINOS-Expression prinzipiell auch

im Rahmen einer Mikroglia-Modulierung beim M. Parkinson therapeutisch nutzen lassen.

5.2. Einfluss von Empagliflozin auf die Expression und Freisetzung

inflammatorischer Zytokine

52.1. IL-6

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass Empagliflozin die mMRNA-
Expression von IL-6 in aktivierten Mikroglia zu reduzieren vermochte, mit einem
deutlicheren Effekt bei hoheren Konzentrationen sowie nach langerer Stimulationsdauer. In
niedrigeren Konzentrationsbereichen zeigte sich allein nach 24-stlindiger Stimulationsdauer
eine schwach ausgepragte Reduktion. Die Analyse der Zellkulturiiberstande der
Stimulationsversuche ergab nach 24 Stunden ebenfalls eine Minderung der IL-6-Freisetzung
aus LPS-aktivierten Mikroglia durch beide untersuchte Empagliflozin-Konzentrationen.

Nach Empagliflozin-Gabe wurde in vivo sowohl in diabetischen als auch nicht-diabetischen
Tiermodellen eine signifikante IL-6-Reduktion nachgewiesen (Maayah et al., 2020;
Andreadou et al., 2017; Han et al., 2017; Xu et al., 2019). Experimente mit Empagliflozin in
einer Konzentration von 40 und 60 pM zeigten daruber hinaus auch in vitro eine signifikante
Verringerung der IL-6-Expression an mit LPS aktivierten Makrophagen auf (Xu et al., 2018;
Lee et al., 2021). Andere in vitro-Versuche an LPS-aktivierten humanen Endothelzellen
wiesen hingegen fir Empagliflozin (1 puM) bei einer Stimulationsdauer von drei Stunden
keine signifikante Anderung der I1L-6-Expression nach (Uthman et al., 2020). Die Ergebnisse

dieser in vitro- und in vivo-Studien stimmen damit gut mit den hier ermittelten Resultaten
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Uberein und lassen einen konzentrations- und zeitabhangigen Effekt Empagliflozins auf die
IL-6-Expression vermuten.

Beim M. Parkinson wurden erhohte IL-6-Werte in den Gehirnen von Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen (Mogi et al., 1994). Zudem scheinen hohe IL-6-
Spiegel mit der Schwere der motorischen Symptome zu korrelieren (Green et al., 2019).
Dessen ungeachtet wird die Rolle dieses Zytokins im Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen kontrovers beurteilt. So zeigten Untersuchungen an IL-6-knockout-Mausen im
MPTP-Modell des M. Parkinsons einen signifikant starkeren neuronalen Zelluntergang als die
Tiere, die das Zytokin exprimierten (Bolin et al., 2002). Auch in in vitro-Experimenten am
MPTP-Modell schien IL-6 dopaminerge Neurone vor dem Zelltod schitzen zu konnen
(Akaneya et al., 1995). Eine erhohte IL-6-Expression kann daher alleine betrachtet nicht
eindeutig als neurotoxisch oder -protektiv Klassifiziert werden. Vielmehr scheinen andere
Aspekte wie die verschiedenen Arten der IL-6-Signaltibermittlung oder die gleichzeitige
Prasenz anderer inflammatorischer Zytokine tber die Wirkung dieses Zytokins auf Neurone
mitzuentscheiden (Rothaug et al., 2016; Hanisch, 2002).

Neben der direkten Wirkung auf Neurone ist auch die Involvierung weiterer Zellen neben den
Mikroglia fir die IL-6-Effekte in vivo relevant. So resultiert eine erhohte Konzentration von
IL-6 im ZNS auch in einer erhohten Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-13
und TNF-a aus anderen Gliazellen (Di Santo et al., 1996). Eine erhohte Freisetzung von IL-6
aus Mikroglia bewirkt somit durch eine Forcierung neuroinflammatorischer Prozesse
wahrscheinlich zumindest auf indirektem Weg neurotoxische Effekte.

Zusammenfassend wird am Beispiel des Zytokins IL-6 deutlich, dass die mikrogliale
Inflammation immer in ihrem Gesamtkontext, einschlieBlich des vorliegenden Mikroglia-
Phénotyps, betrachtet werden sollte und dass eine alleinige Hemmung einzelner
inflammatorischer Mediatoren in Mikroglia daher nicht zielfihrend zu sein scheint, um die
Neurodegeneration beim M. Parkinson positiv zu beeinflussen (Heimke, 2018; Hanisch, 2002;
Tang und Le, 2016).

Therapeutisch nutzbar ist die in dieser Arbeit festgestellte IL-6-Reduktion wahrscheinlich nur,
wenn sie auch mit der Reduktion weiterer proinflammatorischer Marker sowie der Forderung
neuroregenerativer Signalwege einhergeht und im Optimalfall nur in solchen Mikroglia zum
Tragen kommt, bei denen die IL-6-Sekretion einen Baustein der toxischen
Aktivierungsschleife aus Neurodegeneration und -inflammation reprasentiert. Da eine LPS-
Stimulation diesen neurotoxischen Phénotyp in Mikroglia induziert (Gao et al., 2002), kann
die IL-6-Herabregulierung im Rahmen dieser Arbeit fiir eine neuroprotektive M2-Polarisation
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des mikroglialen Phanotyps durch Empagliflozin und damit fiir eine ,,sinnvolle® IL-6-
Herabregulierung sprechen. Nur anhand der IL-6-Expression kann dies jedoch nicht
abschlieRend beurteilt werden und wird daher an anderer Stelle diskutiert.

5.2.2. IL-1p und TNF-a

Die Konsequenzen des IL-1B- und TNF-a-Einflusses auf Neurone sind, &hnlich wie bei IL-6,
differenziert zu betrachten. So scheinen auch hier die Dauer der Exposition sowie die
vorherrschende Konzentration der beiden Zytokine relevant fir die weiteren Effekte auf
Neurone zu sein. Akute, einmalige IL-1B- und TNF-a-Expositionen induzieren
wahrscheinlich keine Neurotoxizitat (Castafio et al., 2002). Fur TNF-a wurde zudem eine
neuroprotektive Wirkung postuliert, sofern dieses Zytokin uber ldngere Zeitrdume in
niedrigen Konzentrationen auf nigrostriatale Neurone einwirkte (Chertoff et al., 2011).
Chronische Exposition gegeniber hoéheren I1L-18 und TNF-a-Konzentrationen scheinen
jedoch eine irreversible Schadigung dopaminerger Neurone zu induzieren (Ferrari et al.,
2006; Chertoff et al., 2011). In vivo-Experimente zeigten dementsprechend auch einen
gesteigerten Zelluntergang dopaminerger Neurone nach Injektion beider Zytokine, einzeln
oder in Kombination, in das VVorderhirn (Carvey et al., 2005; Leal et al., 2013).

Neben der direkten Wirkung auf Neurone beeinflussen beide Zytokine auch andere Zellen im
ZNS. So konnen TNF-a und IL-1P beispielsweise in Astrozyten die iNOS-vermittelte NO-
Produktion steigern (Chao et al., 1995; Brown und Vilalta, 2015; Jana et al., 2005). In
Analogie zum simplifizierten M1/M2-Modell der Mikroglia wird auch den Astrozyten die
Féahigkeit zur Phéanotypenvariation zugeschrieben (Kwon und Koh, 2020). Unter
pathologischen Umgebungsbedingungen wie beim M. Parkinson flhrt die dauerhaft erhohte
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren durch Mikroglia zu einer Annahme des Al-
Phanotyps, der durch verminderte phagozytische Aktivitat, beeintrachtigte Uberwachung
synaptischer Funktionen sowie Induzierung der Apoptose in umliegenden Neuronen
charakterisiert wird (Liddelow et al., 2017).

Trotz zahlreicher physiologischer Funktionen im gesunden ZNS (Kap. 1.2.1.) sowie
maoglicher neuroprotektiver Effekte in niedrigen Konzentrationsbereichen koénnen beiden
Zytokinen daher im Rahmen einer mikroglialen Dysregulation und der damit einhergehenden,
langfristig erhohten Zytokinfreisetzung eine schadigende Komponente zugeschrieben werden,
die zur Neurodegeneration beitragt (Leal et al., 2013). Eine Reduktion der erhohten
Freisetzung beider Zytokine aus neurotoxisch aktivierten Mikroglia kann daher bei

Erkrankungen wie dem M. Parkinson eine Protektion dopaminerger Neurone bewirken.
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In den hier durchgefiihrten in vitro-Versuchen an LPS-aktivierten Mikroglia wurde die stark
erhdhte IL-1B-mRNA-Expression in Mikroglia signifikant reduziert, jedoch erst bei
Verwendung von 50 uM Empagliflozin und einer Stimulationsdauer von 24 Stunden.
Niedrigere Konzentrationsbereiche sowie ein kirzerer Stimulationszeitraum beeinflussten die
IL-1B-mRNA-Synthese nicht signifikant. In Bezug auf TNF-a wurde bereits nach drei
Stunden eine signifikante Minderung der mRNA-Expression festgestellt, ebenfalls erst bei der
Verwendung von 50 uM Empagliflozin. Deutlicher wurde diese Reduktion auch hier mit
Erhoéhung der Stimulationsdauer, sodass nach 24-stiindiger Stimulation beide untersuchten
Konzentrationen eine Minderung der TNF-a-Expression bewirkten. Im Einklang mit der
verringerten TNF-a-mRNA-Expression ergab die Analyse der Zellkulturliberstande nach 24
Stunden eine signifikant geminderte TNF-a-Sekretion aus Mikroglia fir beide Empagliflozin-
Konzentrationen, wobei sich erneut eine Verstarkung dieses Effektes mit Erhéhung der
Konzentration zeigte.

In vitro-Experimente einer anderen Arbeitsgruppe untersuchten den Einfluss von
verschiedenen Empagliflozin-Konzentrationen (1, 10 und 100 uM) auf die IL-1f- und TNF-a-
Expression in MAC-Zellen (myeloid angiogenic cell), welche einen molekularen Phanotyp
ahnlich zu den monozytaren Zellen, genauer gesagt M2-Makrophagen aufweisen (Medina et
al., 2011). Die MAC-Zellen wurden durch einen Entziindungsreiz aktiviert und zeigten eine
signifikante Erhohung der IL-1p und TNF-o-mRNA-Expression. Nach Applikation von
Empagliflozin mit einer Stimulationsdauer von 3 bzw. 6 Stunden gelang eine signifikante
Reduktion der IL-1B- und TNF-a-mRNA-Expression, allerdings erst bei Verwendung der
hdchsten getesteten Konzentration von 100 uM (Spigoni et al., 2020). Auch an LPS-
aktivierten Makrophagen wurde in vitro durch verschiedene Arbeitsgruppen eine Reduktion
der TNF-a-Expression durch Empagliflozin (1 puM fur 9 Stunden und 40 uM fir 12 Stunden)
beschrieben (Koyani et al., 2020; Xu et al., 2018). In einem weiteren in vitro-Modell mit
LPS-aktivierten Makrophagen senkte Empagliflozin zudem ebenfalls die IL-1B- und TNF-o-
Expression (Lee et al., 2021). Diese in der Literatur beschriebenen Effekte Empagliflozins auf
die IL-1B- und TNF-a-Expression decken sich somit weitestgehend mit den hier ermittelten
Ergebnissen an Mikroglia, insbesondere zeigten sich auch in den Versuchen anderer
Arbeitsgruppen die Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Empagliflozin-Effekte. Zudem
wies eine weitere Arbeitsgruppe auch in vivo an Mé&usen eine signifikante Reduktion der
Expression beider Zytokine nach, nachdem durch LPS-Verabreichung eine systemische
inflammatorische Reaktion hervorgerufen wurde, was weitere Anhaltspunkte fir eine

antiinflammatorische Einflussnahme Empagliflozins liefert (Maayah et al., 2020).
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5.2.3. IL-10

Eine Bindung von IL-10 an seine Rezeptoren auf der Zelloberflache von Mikroglia oder
Astrozyten vermittelt u.a. durch eine Hemmung des Transkriptionsfaktors NF«xB und
Steigerung der Aktivitdt von SOCS-Proteinen (suppressor of cytokine signaling) eine
Modulation der Zytokinfreisetzung, insbesondere eine Minderung der EXxpression
proinflammatorischer Zytokine (Kwilasz et al., 2015). Im Vergleich zu den zahlreichen
proinflammatorischen Mediatoren wird das antiinflammatorische Zytokin IL-10 erst relativ
spat, also nach langerer Konfrontation der Mikroglia mit einem Entziindungsreiz, freigesetzt.
Somit wird IL-10 allgemein als regulierendes Zytokin charakterisiert, das nach einer
schnellen  proinflammatorischen  Reaktion der Mikroglia die Terminierung der
Entzindungsreaktion einleiten soll, um eine Uberschielende Inflammation zu verhindern
(Ledeboer et al.,, 2002; Tang und Le, 2016). Dementsprechend wurden bei Parkinson-
Patienten als Ausdruck permanent ablaufender Entziindungsprozesse erhéhte Zytokinspiegel,
darunter IL-10, im peripheren Blut und im Liquor festgestellt (Qin et al., 2016; Karpenko et
al., 2018). Die IL-10-Erh6hung ist also wahrscheinlich ein Ausdruck einer kontinuierlichen
Mikroglia-Aktivierung sowie deren Versuch, die normalerweise strikt regulierten
Entziindungsprozesse zu antagonisieren.

In Tiermodellen des M. Parkinson konnte durch Gabe von IL-10 ein verminderter Zelltod
dopaminerger Neurone sowie eine geringere mikrogliale Entzindungsreaktion erreicht
werden. Diese Modelle basierten z. B. auf LPS-Injektionen in die Substantia nigra, das die
dortigen Neurone schadigt, und einer anschlieenden IL-10-Gabe in diese Region (Arimoto et
al., 2007; Kwilasz et al., 2015). In &hnlicher Weise zeigten Versuche an mesenzephalen
Neuron-Glia Ko-Kulturen in vitro eine neuroprotektive Wirkweise dieses Zytokins auf, die
mit der reduzierten Expression und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und
Sauerstoffradikalen aus Mikroglia erklart wurde (Qian et al., 2006; Kwilasz et al., 2015). Als
therapeutisches Ziel bei neurodegenerativen Erkrankungen wie dem M. Parkinson gilt daher,
in den dysregulierten Mikroglia neben einer Reduktion der proinflammatorischen Mediatoren
auch die Forderung der Freisetzung neuroregenerativer Faktoren, wie z.B. IL-4 oder I1L-10 zu
induzieren (Tang und Le, 2014). Diese Modulation des Phé&notyps von M1 zu M2 kann die
sich gegenseitig verstdrkenden Mechanismen aus Neurodegeneration und -inflammation
durchbrechen und den Krankheitsverlauf somit positiv beeinflussen.

Eine Mikroglia-Stimulation mittels LPS wurde in dieser Arbeit als in vitro-Simulation der
inflammatorischen Aktivierung der Zellen beim M. Parkinson genutzt. Die IL-10-Freisetzung
aus den Zellen in den Zellkulturiberstand galt hierbei als Parameter fur die F&higkeit
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Empagliflozins, neuroregenerative Signalwege zu férdern. Es zeigte sich, dass die durch LPS-
Stimulation erhohte IL-10-Freisetzung durch Hinzugabe von Empagliflozin in beiden
Konzentrationen signifikant gesenkt wurde. Der reduzierende Einfluss von Empagliflozin auf
proinflammatorische Mediatoren, der in dieser Arbeit beobachtet wurde, scheint sich also in
ahnlicher Weise auch bei der IL-10-Freisetzung aus Mikroglia zu wiederholen.

In in vivo-Experimenten an Mausen zeigte sich nach sechswdchiger Empagliflozin-Einnahme
eine signifikante Reduktion der IL-10-Serum-Werte im Vergleich zu den Tieren ohne
Empagliflozin-Einnahme (Liu et al., 2021), was somit vereinbar ware mit den in dieser Arbeit
ermittelten Ergebnissen an Mikroglia. Im Gegensatz dazu offenbarte eine Untersuchung an
menschlichen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, welche tber 24 Wochen Empagliflozin
erhielten, signifikant hohere Serum-Werte von IL-10 als an den Patienten, die den SGLT2-
Inhibitor nicht erhielten (lannantuoni et al., 2019). Mdglicherweise spielt bei der Wirkung
Empagliflozins auf die IL-10-Freisetzung also die Dauer der Einnahme eine relevante Rolle.
In den in dieser Arbeit durchgefuhrten in vitro-Versuchen wurde eine zeitabh&ngige
Verstarkung der Effekte Empagliflozins auf proinflammatorische Zytokine bereits angedeutet.
Eventuell kann daher eine langfristige Empagliflozin-Einwirkung auf Mikroglia auch zu einer
Steigerung der 1L-10-Freisetzung fiihren. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse weisen
allerdings darauf hin, dass die Mikroglia durch Empagliflozin einzig in ihrer
proinflammatorischen ~ Aktivierung gebremst werden, ohne jedoch gleichzeitig
antiinflammatorische oder neuroregenerative Mediatoren vermehrt freizusetzen und somit

eine M2-Polarisation des mikroglialen Phanotyps zu bewirken.

5.3. Einfluss von Empagliflozin auf ausgewahlte Signalwege
Die MAP-Kinasen ERKy/, katalysieren die Phosphorylierung und damit die Aktivierung einer
Vielzahl anderer Kinasen und Transkriptionsfaktoren. AuRer Entzindungsreaktionen
organisieren sie somit diverse zellulare Funktionen in Mikroglia, Neuronen und weiteren
Zelltypen (Sun und Nan, 2017). Als zentraler ,,Hauptschalter* entziindlicher Reaktionen in
fast allen Zelltypen gilt zudem der Transkriptionsfaktor NFkB (Singh et al., 2020). Im
Zusammenhang mit dem M. Parkinson sind wahrscheinlich beide Signalwege in die
proinflammatorische Mikroglia-Aktivierung durch z. B. a-Synuclein involviert (Wilms et al.,
2009; Klegeris et al., 2008). Passend hierzu stellten post mortem-Analysen an Parkinson-
Patienten eine vermehrte NFxB-Expression im Vergleich zu nicht betroffenen
Kontrollpersonen fest, als Anzeichen fur eine gesteigerte Aktivitat dieses Signalweges (Mogi
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et al., 2007). In verschiedenen in vitro-Experimenten wurden entziindungshemmende Effekte
an Mikroglia, wie z. B. eine reduzierte Expression inflammatorischer Mediatoren, Uber eine
Aktivitatsminderung der ERKj,- und/oder der NFkB-Kaskade herbeigefuhrt (Li et al., 2016;
Qiu et al., 2020). Eine Herabregulierung sowohl der ERK3/,- als auch der NFxB-Kaskade in
Mikroglia konnte somit lber eine Reduktion der Neuroinflammation eine neuroprotektive
Wirkung entfalten.

In den hier durchgefihrten Experimenten wurde der Einfluss Empagliflozins auf den
Aktivierungsgrad der MAP-Kinasen ERKy/, untersucht. Nach 30-mindtiger Stimulationsdauer
konnte Empagliflozin in beiden untersuchten Konzentrationen eine signifikante Minderung
des Aktivierungsgrades dieser Kinasen bewirken. In der Literatur finden sich beztglich des
Einflusses Empagliflozins auf diesen Signalweg keine eindeutigen Angaben. So fiihrte eine
Empagliflozin-Verabreichung in einem Mausmodell zur Kardiomyopathie in vivo ebenfalls
eine signifikante Aktivitdtsminderung der ERK;,-Kaskade im kardialen Gewebe herbei
(Sabatino et al., 2020). Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an in vivo-Tiermodellen des
Diabetes mellitus Typ 2 ergaben im Gegensatz dazu keine signifikante Aktivitdtsminderung
des ERKjy,-Signalweges im kardialen Gewebe nach Empagliflozin-Verabreichung an die
Versuchstiere (Zhang et al., 2020; Habibi et al., 2017). Interessanterweise lieR sich aber auch
in Vorversuchen dieser Arbeit in anderen Stimulationszeitrdumen keine signifikante
Beeinflussung des ERKj,-Aktivierungsgrades in Mikroglia feststellen (Ergebnisse in dieser
Arbeit nicht gezeigt). Mdglicherweise héngt die Beeinflussung der ERKy,,-Aktivitdt damit
von der Dauer der Empagliflozin-Einwirkung ab. Denkbar ist zum Beispiel, dass die
Inhibierung der ERK/,-Kaskade durch Empagliflozin in einem engen Zeitfenster und nicht
mehr zu spdteren Zeitpunkten vollzogen wird, womit es sich daher nur um eine kurzfristige
Herabregulierung dieser Kaskade handeln wirde.

Die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte bei der Verwendung von 0,5 uM
Empagliflozin in mehreren Versuchen nach 30 und 60 Minuten keine deutlich sichtbare
Beeinflussung des NFxkB-Verteilungsmusters zeigen. In in vitro-Untersuchungen einer
anderen Arbeitsgruppe wurde mittels High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) eine
Induktion des NFxB-Signalweges an proximalen Tubuluszellen der Niere veranlasst. Eine
Koinkubation mit 0,5 uM Empagliflozin erbrachte hier ebenfalls keine Minderung der NFxB-
Aktivitat (Panchapakesan et al., 2013), womit diese Versuchsergebnisse auch mit den in
dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro-Versuchen an LPS-aktivierten Mikroglia in
Ubereinstimmung gebracht werden konnen. Eine andere Arbeitsgruppe hingegen zeigte

sowohl in in vivo-Versuchen an Mausen als auch in vitro an humanen Endothelzellen neben
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weiteren antiinflammatorischen Effekten auch eine signifikante Inhibierung der NF«xB-
Aktivitdt durch Empagliflozin (3 pM) (Ortega et al., 2019). Verschiedene in vivo-Studien
sowohl an diabetischen als auch an nicht-diabetischen Tiermodellen ergaben ebenfalls eine
signifikante Minderung der NFkB-Aktivierung nach Empagliflozin-Gabe an die Versuchstiere
(Jigheh et al., 2019; Abdelhamid et al., 2020; Byrne et al., 2020). In den hier durchgefihrten
Versuchen an Mikroglia erbrachte die fluoreszenzmikroskopische Analyse erst bei 50 uM
Empagliflozin eine sichtbare Minderung der NFxB-Translokation in die Zellkerne als
Ausdruck einer geringeren Aktivierung dieses Signalweges. In Zusammenschau mit den in
der Literatur und in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen scheint somit eine Beeinflussung
des NFxB durch Empagliflozin gut denkbar, auch wenn in dieser Arbeit erst bei der hohen
Empagliflozin-Konzentration ein Effekt erkennbar wurde. In den hier vollzogenen Versuchen
erfolgte zudem keine genaue Quantifizierung der NFxB-Expression, sodass die Ergebnisse
der in dieser Arbeit durchgefuhrten Fluoreszenzmikroskopie nur eine mogliche Tendenz
aufzeigen konnen und durch genauere, weiterfiihrende Untersuchungen an Mikroglia in
Zukunft erganzt werden sollten.

Zusammenfassend kénnen die fur 0,5 uM Empagliflozin beobachteten Effekte (Reduktion der
IL-6-, TNF-a- sowie IL-10-Expression) an Mikroglia zumindest teilweise mit einer zeitlich
begrenzten Verminderung der Aktivitat der ERKj,-Kaskade erklart werden, da dieser
Signalweg auch in die Regulation der Zytokinexpression eingebunden ist (Saraiva und
O’Garra, 2010; Sun und Nan, 2017). Fur die Verwendung von 50 uM Empagliflozin, bei
denen die Expression aller untersuchten Zytokine starker herabreguliert wurde, erscheint

daruiber hinaus auch ein NFkB-abhangiger Mechanismus denkbar.

5.4. Wie interagiert Empagliflozin mit den Mikroglia?
Bisher offen geblieben ist die Frage, auf welche Weise Empagliflozin mit den Mikroglia
interagiert. Gibt es auf der Zelloberflache oder im Zytosol Molekiile, nach deren Aktivierung
oder Inhibierung eine Beeinflussung intrazellularer Signalwege zu einer Anderung der
Transkription inflammatorischer Mediatoren fiihrt? Im Folgenden sollen Mdglichkeiten
vorgestellt werden, auf welche Weise Empagliflozin seine Wirkung an Mikroglia entfalten
konnte.
Fur Empagliflozin und weitere SGLT2-Inhibitoren wurde gezeigt, dass sie in der Lage sind,
den Natrium-Protonen-Austauscher 1 (NHE-1) an Herzmuskelzellen hochaffin zu binden und
zu blockieren (Uthman et al., 2018b; Baartscheer et al., 2017). Zurzeit sind zehn NHE-
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Isoformen bekannt, wobei der NHE-1 neben Herzmuskelzellen auch von Mikroglia auf der
Plasmamembran exprimiert wird (Shi et al., 2013; Karmazyn, 2013). In mit LPS aktivierten
Mikroglia ist der NHE-1 vor allem in die pH-Regulation involviert, da intrazellular
entstehende Protonen {iber den NHE-1 im Austausch mit Na'-lonen aus den Mikroglia
transportiert werden. Die daraus resultierende Erhéhung des intrazelluldren Na® fiihrt iiber
eine Aktivierung von Na*/Ca®*-Austauschern (NCX) zur Normalisierung des intrazellularen
Natriums und Erhohung des Calciums. Dementsprechend geht eine LPS-Aktivierung von
Mikroglia mit einer Erhohung des intrazellularen Calciums einher (Hoffmann et al., 2003).
Das erhohte Calcium wirkt intrazelluldr als eine Art Stimulator, der (ber andere

Signalmolekdle die Expression inflammatorischer Molekdle verstérkt (Liu et al., 2010).
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Abbildung 5.1.: Darstellung der Involvierung des NHE-1 in die mikrogliale Inflammation (aus Liu et al.,
2010). Die in Folge einer LPS-Aktivierung in Mikroglia veranlassten lonenverschiebungen werden u. a. durch
den NHE an der Zellmembran vollzogen und tragen zur Gentranskription proinflammatorischer Mediatoren bei.

Aufgrund der Einbindung des NHE-1 in die zelluldre Reaktion auf inflammatorische Stimuli
fihrte dessen Blockade in verschiedenen Geweben und Zellarten zu einer verminderten
inflammatorischen Antwort, bei der sowohl pro- als auch antiinflammatorische Zytokine
signifikant geringer exprimiert wurden (Zhang et al., 2018; Rolfe et al., 1992; Németh et al.,
2002; X. Lin et al., 2014). In manchen dieser Versuche wurde auch eine Herabregulierung der
MAP-Kinasen ERK3/, sowie des Transkriptionsfaktors NFkB fur die in Folge einer NHE-1-
Inhibition eintretenden Effekte mitverantwortlich gemacht (Zhang et al., 2018; Németh et al.,
2002). Da neben einer reduzierten Expression inflammatorischer Zytokine in dieser Arbeit
auch der ERKy,- sowie NFkB-Signalweg zeit- und konzentrationsabhangig herabreguliert
wurden, wéren diese Ergebnisse daher prinzipiell vereinbar mit einer NHE-1-Blockade als
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maoglicher Interaktionspunkt zwischen Empagliflozin und den Mikroglia. Empagliflozin
zeigte zudem bereits in einem Tiermodell zur nicht-diabetischen Herzinsuffizienz einen
antiinflammatorischen Effekt tber die Aktivitatsminderung Calcium-abhangiger Signalwege
im kardialen Gewebe (Byrne et al., 2020).

Die anfangs erwahnte Fahigkeit Empagliflozins, den NHE-1 an Kardiomyozyten in vitro zu
blockieren, wurde bei einer Empagliflozin-Konzentration von 1 pM gezeigt (Uthman et al.,
2018b). In einer weiteren in vitro-Studie, bei der antiinflammatorische Effekte von
Empagliflozin auf eine NHE-1-Blockade zurlickgefiihrt wurden, fanden die Versuche unter
der Verwendung deutlich hoherer Empagliflozin-Konzentrationen (100 uM) statt (Spigoni et
al., 2020). Moglicherweise reichen die in dieser Arbeit verwendeten 0,5 uM Empagliflozin
daher nur fur eine schwécher ausgepragte NHE-1-Blockade an Mikroglia, wahrend 50 pM
Empagliflozin diese Blockade starker ausuben. Untersuchungen zu Calcium-abhéngigen
Signalwegen in Mikroglia zeigten allerdings auch, dass verschiedene inflammatorische
Zytokine unterschiedlich stark durch Anderungen des Calcium-Spiegels beeinflusst werden
und dass es neben den Anderungen des intrazellularen Calcium-Spiegels auch viele andere
Steuerungselemente der Zytokinexpression gibt (Hoffmann et al., 2003). Denkbar ist daher
ebenfalls, dass auch bei 0,5 uM Empagliflozin eine NHE-1-Blockade stattfindet, diese aber
das Expressionsmuster nur von einem Teil der untersuchten Mediatoren beeinflusst und bei
Erh6hung der Empagliflozin-Konzentration auf 50 uM neben der NHE-1-Blockade auch
weitere Signalwege in den Mikroglia in ihrer Aktivitdt moduliert werden.

Zur genaueren Beantwortung der Frage, ob die NHE-1-Blockade fiir die hier ermittelten
Ergebnisse verantwortlich ist, wéren jedoch weiterfihrende Untersuchungen notwendig, z. B.
wie Empagliflozin die intrazellularen Calcium-Konzentrationen beeinflusst oder ob die hier
gewonnenen Versuchsergebnisse durch eine Inkubation mit NHE-1-Blockern reproduziert
werden konnen. Zudem wurden mit dem ERKy,- und NFkB-Signalweg nur zwei Signalwege
untersucht, die in die Regulation der mikroglialen Inflammation eingebunden sind. Hingegen
wird fur Empagliflozin in der Literatur auch eine Stimulation der AMP-aktivierten
Proteinkinase (AMPK) beschrieben (Koyani et al.,, 2020; Zhou et al., 2018), dessen
Aktivierung an Mikroglia eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine nach sich ziehen
kann (Zhou et al., 2020). Zudem geht eine Stimulierung der AMPK-Kaskade in Mikroglia
offenbar auch mit einer Hemmung des Transkriptionsfaktors NF«B einher (Chen et al., 2014),
womit also auch die AMPK als mdgliche ,,Schnittstelle” zwischen Mikroglia und

Empagliflozin in Frage kame.
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5.5. Bewertung der Ergebnisse
5.4.1. Das in vitro-Modell als vereinfachte Betrachtung der Mikroglia
In dieser Arbeit wurden LPS-aktivierte Mikroglia der Ratte als Modell fur den
Aktivitatszustand dieser Zellen beim M. Parkinson angenommen. Da Mikroglia in Folge einer
LPS-Stimulation, insbesondere bei LPS-Konzentrationen von 0,1-10 ng/ml (in dieser Arbeit
5 ng/ml), einen fir dopaminerge Neurone neurotoxischen Phanotyp annehmen (Gao et al.,
2002), qilt dies als etablierte Simulation der mikroglialen Inflammation beim M. Parkinson.
Die in vitro-Kultivierung der Zellen stellt dennoch nur einen vereinfachten
Betrachtungsansatz dar, der die Zellaktivitét in vivo nicht vollstandig rekonstruieren kann, da
zahlreiche weitere Faktoren, die in die in vivo-Regulation der Mikroglia involviert sind, in
dem hier verwendeten Modell keine Berlcksichtigung finden. In diesem Zusammenhang
sollte beispielsweise die Regulation der mikroglialen Neuroinflammation durch umgebende
Neurone erwahnt werden, welche Uber unterschiedliche Rezeptoren auf Mikroglia und den
entsprechenden Liganden auf Neuronen gewahrleistet wird (Bajramovic, 2011; Cardona et al.,
2006). In Abwesenheit diese neuronaler Liganden entwickeln Mikroglia eine
Hyperreagibilitat auf pathogene Stimuli wie LPS oder apoptotischen Zelldebris (Carson et al.,
2008). In dhnlicher Weise steuern beim M. Parkinson auch andere Immunzellen, wie z. B. T-
Lymphozyten, die mikrogliale Inflammation (Appel et al., 2010). Diese Beispiele sollen
verdeutlichen, dass Mikroglia in vivo auch von umgebenden Zellen reguliert werden. Da diese
Interaktionen in vitro unberlcksichtigt bleiben, ist eine exakte in vitro-Rekonstruktion des
mikroglialen Phénotyps nie ganzlich moglich, wodurch eine einfache Translation der hier
ermittelten Versuchsergebnisse auf das Verhalten der Mikroglia in vivo nicht vollumfanglich
maoglich ist.
In den Experimenten dieser Arbeit wurden Mikroglia der Ratte verwendet. Dies gilt als weit
verbreiteter Versuchsansatz, da grundlegende Eigenschaften, wie z.B. die Fahigkeit zur
M1/M2-Phénotypenvariation oder die Reaktion auf Stimuli wie LPS, von Mikroglia aus
Nagetieren mit dem menschlichen Aquivalent weitestgehend iibereinstimmen (Smith und
Dragunow, 2014). Somit liefern die hier ermittelten Ergebnisse Anhaltspunkte, wie
Empagliflozin auch menschliche Mikroglia beeinflussen konnte. Da jedoch auch
Unterschiede zwischen den Zellen verschiedener Spezies bestehen, wie zum Beispiel die
Ausstattung mit manchen Zelloberflachenmolekdlen, ist fiir einen Grofiteil der mikroglialen
Funktionen noch nicht abschlieend geklart, ob menschliche Mikroglia in derselben Weise
reagieren wie ihr Aquivalent aus Ratten oder Mausen (Smith und Dragunow, 2014). Da die
Mikroglia in dieser Arbeit aus neugeborenen Ratten isoliert wurden, fehlt zudem die
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Berlicksichtigung des Zellverhaltens im gealterten Gehirn. Sowohl fir menschliche als auch
fur Mikroglia aus Nagetieren wurden Veranderungen mit voranschreitendem Alter
beschrieben (Galatro et al., 2017). So werden die Mikroglia im alternden Gehirn mit einer
erhdhten basalen Produktion proinflammatorischer ~ Zytokine charakterisiert, was
wahrscheinlich eine Uberreaktion der Zellen auf neuronale Schaden oder andere
inflammatorische Stimuli herbeiftihrt (Niraula et al., 2017; Harry, 2013). Von einigen
Autoren wird diese chronische, niedriggradige Inflammation im Alter daher auch mit dem
Begriff ,, inflammaging “ beschrieben (Di Benedetto et al., 2017). Es ware somit gerade bei
Betrachtung von Erkrankungen des fortgeschrittenen Alters wie dem M. Parkinson
aufschlussreich, wie diese ,,proinflammatorisch vorprogrammierten Mikroglia auf

Empagliflozin reagieren.

5.4.2. Wie geeignet ist Empagliflozin zur Anwendung als Mikroglia-Modulator beim
M. Parkinson? Abschliel3endes Fazit und Ausblick

Die in dieser Arbeit festgestellte in vitro-Reduktion der mikroglialen Inflammation war haufig
erst bei der Kombination aus hohen Empagliflozin-Konzentrationen von 50 uM mit langen
Stimulationszeitrdumen deutlich sichtbar. Dies gilt vor allem fir die Herabregulierung der
Expression von IL-1p sowie der iNOS in den Mikroglia. Eine signifikante Reduktion der
proinflammatorischer Mediatoren gelang mit 0,5 UM nur in schwdacher ausgepragtem MaRe
fir die Freisetzung von IL-6, TNF-a sowie NO in den Uberstand. Gerade aber diese
niedrigere Empagliflozin-Konzentration scheint beziiglich der Ubertragung auf in vivo-
Prozesse beim Menschen relevanter zu sein, da angenommen wird, dass die
Plasmakonzentration unter normaler Dosierung etwa in diesem Bereich liegt (Heise et al.,
2013; Friedrich et al., 2013). Allerdings verwendeten auch andere Arbeitsgruppen bei ihren
Untersuchungen mit bis zu 150 uM deutlich héhere Empagliflozin-Konzentrationen (Shi et
al., 2017; Yang et al., 2019). Hinsichtlich einer mdglichen Toxizitdt erwies sich
Empagliflozin in dieser Arbeit auch in hohen Konzentrationen in Bezug auf Mikroglia als
unbedenklich, da alle verwendeten Konzentrationen das Zelliberleben sogar steigerten.
Trotzdem ist es schwer vorstellbar, dass diese sehr hohe Konzentration im Plasma erreicht
und Uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten wird. So fiihrte die orale Gabe von bis zu
800 mg Empagliflozin (Vgl. Maximaldosis in der Diabetes-Therapie: 25 mg/Tag, Européaische
Arzneimittelagentur) an gesunden Probanden zu Plasmakonzentrationen von bis zu 7,9 uM,
interessanterweise ohne dass trotz dieser hohen Dosierung vermehrt Nebenwirkungen
auftraten (Seman et al., 2013).
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Neben dem Erlangen der fir die hier beobachteten Effekte notwendigen Plasmakonzentration
ist auch die Passierbarkeit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) durch Empagliflozin ungeklart.
Verglichen mit BHS-gangigen Medikamenten wie Antidepressiva oder Neuroleptika weist
Empagliflozin ein hoheres Molekulargewicht auf, was gegen eine BHS-Gangigkeit spricht.
Manche Autoren postulieren allerdings fur einen weiteren SGLT2-Inhibitor, Dapagliflozin,
aufgrund seiner Lipophilie eine BHS-Penetration (Bakris et al., 2009). Dieser Hypothese
widersprechen Untersuchungen in Ratten, in denen die Verteilung des Medikaments nach
intravendser Gabe mittels Positronen-Emissions-Tomografie (PET) geprift wurde. Dabei
ergab sich keine Ansammlung Dapagliflozins in den Gehirnen der Versuchstiere (Ghezzi et
al., 2017). Denkbar ist, dass Empagliflozin sich aufgrund der Zugehorigkeit zur selben
Stoffklasse &hnlich verhalt und daher nicht die BHS passieren kann. Auch wenn beim
M. Parkinson eine Erhohung der BHS-Permeabilitdit in von der Neurodegeneration
betroffenen Hirnregionen nachgewiesen wurde (Gray und Woulfe, 2015), kann daraus nicht
zwangslaufig auf eine Permeabilitatssteigerung geschlossen werden, die sich auch zur
Beforderung neuer Medikamente uber die BHS nutzen l&sst. So kommt es im Zuge der
pathologischen Prozesse an der BHS perivaskular auch zur Ablagerung toxischer Substanzen,
die eine zusatzliche Beeintrachtigung des Stofftransports zum Gehirn darstellen (Sweeney et
al., 2018). Manche Autoren nehmen trotzdem an, dass eine geschédigte BHS fir
Empagliflozin eine therapeutisch nutzbare Eintrittsstelle in das ZNS darstellt (Amin et al.,
2020). Zum jetzigen Zeitpunkt ist daher eine Penetration Empagliflozins ins ZNS unkKlar,
weshalb sich diesbezilglich weiterfuhrende Untersuchungen anschlieBen sollten, um die
Maoglichkeit einer klinischen Anwendung im ZNS zu evaluieren.

Entscheidender noch als durch die Problematiken der Empagliflozin-Konzentration sowie der
BHS-Passierbarkeit wird die Eignung von Empagliflozin zur therapeutischen Modulation der
Mikroglia beim M. Parkinson durch die wahrscheinlich  fehlende Induktion
neuroregenerativer  Signalwege eingeschrankt. In dieser Arbeit konnte zwar ein
antiinflammatorischer Effekt des SGLT2-Inhibitors festgestellt werden. Jedoch beinhaltet die
von Mikroglia ausgehende Neuroinflammation auler einer Beteiligung an neurodegenerativen
Erkrankungen auch einen physiologischen Hintergrund, ndmlich den Schutz der Neurone,
weshalb sich vordringlich die langfristig anhaltende Neuroinflammation schédlich und
neurodegenerativ auswirkt (Hickman et al., 2018). In der Vergangenheit hat sich im Bezug
auf die mikrogliale Neuroinflammation deshalb die Bezeichnung des ,,zweischneidigen
Schwertes* etabliert (Hickman et al., 2018; Marchetti und Abbracchio, 2005). Somit ist die
bloRe Dampfung und Herabregulierung der entzindlichen Mediatoren kein erstrebenswertes
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therapeutisches Ziel (Tansey und Goldberg, 2010). Eine therapeutische Strategie sollte stets
die Balance zwischen einer Unterdriickung der schéadlichen Mikroglia-Effekte und der
Forderung neuroprotektiver Funktionen beinhalten. Die in diesen Versuchen festgestellte
Reduktion der IL-10-Freisetzung durch Empagliflozin deutet allerdings darauf hin, dass eine
derartige Beeinflussung der Mikroglia in dieser Arbeit nicht gelang. Eine diesbeziglich
endgultige Aussage kann mit den vorliegenden Ergebnissen jedoch nicht getroffen werden, da
der  Einfluss Empagliflozins auf andere neuroregenerative  Molekile  oder
antiinflammatorische Zytokine wie IL-4 sowie Wachstumsfaktoren (Kap. 1.2.1) in dieser
Arbeit nicht untersucht wurde. Dementsprechend kodnnen weitere Experimente
aufschlussreich sein, die die Beeinflussung des Expressionsprofils durch Empagliflozin
tiefergehender untersuchen, gerade im Hinblick auf die Expression neuroregenerativer
Mediatoren. Zumindest nach Betrachtung den hier erzielten Ergebnisse fiihrt Empagliflozin
wahrscheinlich nicht zu einer Induktion des M2-Phéanotyps an Mikroglia, was eine zukinftige
therapeutische Verwendung zur Mikroglia-Modulation bei neurodegenerativen Erkrankungen
wie dem M. Parkinson unwahrscheinlich erscheinen lasst.

Fur Empagliflozin wurde an Tiermodellen des Diabetes mellitus Typ 2 neben einer
verbesserten kognitiven Leistungsfahigkeit auch eine Reduktion oxidativen Stresses sowie
inflammatorischer Prozesse in den Gehirnen der Versuchstiere aufgezeigt (B. Lin et al.,
2014). In dieser Arbeit konnte bei plasmarelevanten Empagliflozin-Konzentrationen zudem
ein schwacher, direkter antiinflammatorischer Effekt an Mikroglia festgestellt werden. Dieser
allein rechtfertigt, wie oben dargelegt, nicht den gezielten Einsatz zur Mikroglia-Modulation
bei neurodegenerativen Erkrankungen, jedoch kann in Zusammenschau mit den systemischen
Wirkungen eine neuroprotektive Wirkung Empagliflozins im diabetischen Gehirn postuliert
werden. Zukiinftig von Interesse ware daher, ob diese neuroprotektive Wirkung selektiv beim
Diabetes mellitus Typ 2 zum Tragen kommt oder ob eine Eignung auch bei nicht-diabetischen
Stoffwechsellagen besteht. So kdnnten von einer Einddmmung der peripheren Inflammation
auch positive Effekte auf das Uberleben dopaminerger Neurone ausgehen (Kustrimovic et al.,
2018). Aktuelle Untersuchungen beschaftigen sich mit den pathophysiologischen
Gemeinsamkeiten des M. Parkinson sowie Diabetes mellitus Typ 2. Die eingangs erwéhnten
atiologischen Faktoren beim M. Parkinson, u.a. mitochondriale Dysfunktion, oxidativer Stress
und Entziindungsprozesse, sind auch in die Pathogenese des Diabetes mellitus involviert (Kim
et al., 2017; Hassan et al., 2020). Hyperglykédme Stoffwechsellagen sind moglicherweise auch
fir eine Glykierung des o-Synucleins und eine dariber gesteigerte Toxizitdt der
Proteinaggregate verantwortlich (Vicente Miranda et al., 2016). Passend dazu riickten auch
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epidemiologische Zusammenhange wie das erhéhte Erkrankungsrisiko fir M. Parkinson bei
vorbestehendem Diabetes mellitus Typ 2 in den Fokus der Forschung (Hassan et al., 2020).
Die Hoffnung liegt darin, zukiinftig durch genauere Untersuchungen der verantwortlichen
Signalwege therapeutische Zielstrukturen fir beide Erkrankungen identifizieren zu kdnnen.
Nach Identifizierung dieser Signalwege kann es zukunftig sinnvoll sein, eine eventuelle
Beeinflussung durch Empagliflozin oder andere Antidiabetika zu untersuchen und darlber
gegebenenfalls andere, neue Therapiestrategien zur Behandlung des M. Parkinson zu

erschliefen.
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6. Zusammenfassung

Der M. Parkinson wird im Zuge des demografischen Wandels eine zunehmende Bedeutung
fur den klinischen Alltag entwickeln und wird heute vor allem durch Substitution des
Neurotransmitters Dopamin und tiefe Hirnstimulation therapiert. Eine kausale Therapie, die
den Untergang dopaminerger Neurone verhindert, ist bisher nicht méglich. Im Zuge der
Erforschung der Mechanismen, die zu Entstehung und Progression des M. Parkinson
beitragen, sind auch die Mikroglia in den Fokus geriickt. Fir diese Zellen wurde im
Zusammenhang mit dem M. Parkinson eine Dysregulation nachgewiesen, die sich in der stark
erhdhten Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie u. a. IL-6, TNF-a, IL-1 und NO
darstellt. Uber die daraus resultierende Neurotoxizitat wird die mikrogliale Dysregulation
daher flr die weitere Progression der Erkrankung mitverantwortlich gemacht. Als mogliche
Therapiestrategie gilt daher, den proinflammatorischen Mikroglia-Phénotyp in Richtung eines
neuroregenerativen Phanotyps zu modifizieren, welcher sich durch vermehrte Produktion und
Freisetzung antiinflammatorischer Molekiile, wie z.B. IL-10, auszeichnet. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde in vitro untersucht, ob der SGLT2-Inhibitor Empagliflozin die Mikroglia auf
diese Weise beeinflussen kann und sich daher als mogliches Therapeutikum fir
neurodegenerative Erkrankungen wie den M. Parkinson eignet.

Empagliflozin hat in groRen klinischen Studien an Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 ein
uberraschend gutes kardiovaskuldres und renales Outcome ergeben, das nicht allein tber
dessen blutzuckersenkende Wirkung erklart werden kann. Zudem wurden fur andere SGLT2-
Inhibitoren direkte antiinflammatorische Effekte auf Zellen, die den Mikroglia
entwicklungsbiologisch verwandt sind, festgestellt. Denkbar ist daher, dass Empagliflozin
neben seiner systemischen blutzuckersenkenden Wirkung auch eine direkte Modulierung
inflammatorischer Prozesse vollzieht.

Dieser Fragestellung wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig an isolierten Mikroglia der
Ratte in vitro nachgegangen, wobei die Mikroglia durch eine Behandlung mit LPS in einen
ahnlichen Aktivitatszustand wie beim M. Parkinson versetzt wurden. Dabei zeigte sich in
verschiedenen Konzentrationen keine Zytotoxizitdt auf die Zellen. In einer zeit- und
konzentrationsabhéngigen Wirkung vermochte Empagliflozin zudem die mRNA-EXxpression
und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Enzyme signifikant zu reduzieren. Auf
Seiten der antiinflammatorischen Mediatoren wurde die Sekretion des Zytokins IL-10 aus den
Mikroglia ebenfalls reduziert. Es war eine allenfalls leichte Reduktion der NO-Freisetzung
erkennbar. Signalwege der Neuroinflammation, wie die MAP-Kinasen ERKj, und der

Transkriptionsfaktor NFxB, wurden in ihrem Aktivitdtsgrad herabreguliert, wobei die
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Beeinflussung der ERKy,-Kaskade in einem begrenzten Zeitfenster stattfand. Die
antiinflammatorischen Effekte waren zudem haufig erst bei hohen Empagliflozin-
Konzentrationen und/oder langen Stimulationszeitraumen stark ausgepragt. Als Erklarung fir
die Beeinflussung der Zytokinexpression durch Empagliflozin ist eine Inhibition des NHE-1
auf der Zelloberflache der Mikroglia oder ein AnstoRen der AMP-Kinase denkbar.

Insgesamt konnte Empagliflozin in vitro zwar die Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren, insbesondere bei Verwendung hoher Konzentrationen, reduzieren. Es war jedoch
hinsichtlich des ebenfalls reduzierten IL-10 in den hier durchgefuhrten Versuchen
wahrscheinlich nicht in der Lage, einen neuroregenerativen Mikroglia-Phanotyp zu induzieren
und somit eine bei neurodegenerativen Erkrankungen winschenswerte Modulation des
mikroglialen Phé&notyps zu bewirken. Zudem stehen weitere ungeklarte Fragen, wie
beispielsweise die fragliche Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitat, einer weiteren Evaluierung
der Substanz zur therapeutischen Beeinflussung der mikroglialen Neuroinflammation beim
M. Parkinson im Weg und lassen eine zukinftige alleinige therapeutische Anwendung beim

M. Parkinson unwahrscheinlich erscheinen.
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