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Zusammenfassung

Das prozedurale Gedachtnis sowie das Erlernen impliziter Inhalte hangen
malfdgeblich von der synaptischen Plastizitat des dorsalen Striatum ab. Die
vorgelegte Dissertation behandelt Veranderungen der Genexpression und der
kortikostriatalen synaptischen Plastizitdt im dorsalen Striatum von Mausen
unterschiedlicher Altersklassen (junge Tiere: 2 bis 3 Monate alt, alte Tiere: 18
bis 24 Monate alt). Es konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie und real-time RT-
PCR ein deutlicher Anstieg von GFAP-exprimierenden Astrozyten und glialen
Markern gezeigt werden. Mithilfe eines Gen arrays und real-time RT-PCR
wurde ein signifikanter Anstieg der Expression von Genen, die in den Immun-
und Redox-Status involviert sind, beobachtet. Aulerdem wurde eine
verminderte Genexpression der neuronalen Stickstoffmonoxid(NO)-Synthase
(nNOS) sowie der Rezeptoren fur Dopamin und Glutamat (N-Methyl-D-
Aspartat(NMDA)-type) im Alter nachgewiesen. In der Feldpotenzialanalyse
ergab sich bei alten Tieren eine signifikante Abnahme der chemisch induzierten
NO-abhangigen Langzeit-Depression. Weiterhin konnte nach 2 Stunden
Inkubation von Hirnschnitten mit Dexamethason die Hochregulierung von
Lipocalin 2 (Lcn2), einem Marker fur Entzindung und Alterungsprozesse, und
die verminderte Genexpression von nNOS gezeigt werden. Im Gegensatz zu
primaren Kulturen blieben nach der Feldpotenzialanalyse von akuten
Hirnschnitten Veranderungen der Erregbarkeit nach Applikation von
Dexamethason aus. Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass die
altersabhangigen Veranderungen der Kortikostriatalen Plastizitat durch
zunehmende Neuroinflammation, zunehmenden oxidativen Stress sowie eine
altersabhangig veranderte NO-Signalkaskade bedingt sein konnten. Diese
Ergebnisse leisten nicht nur einen Beitrag zur Altersforschung, sondern
verbessern auch unser Verstandnis der Mechanismen neurodegenerativer

Erkrankungen.



Abstract

Implicit memory and procedural learning are dependent on synaptic plasticity in
the dorsal striatum. This dissertation describes age-related alterations in the
expression of genes and corticostriatal plasticity in the dorsal striatum of mice of
different age groups (young mice 2-3 months, old mice 18-24 months). By using
fluorescence microscopy and real-time RT-PCR a significant increase of GFAP-
expressing astrocytes and glial markers was shown. Transcriptional
upregulation of the genes encoding for inflammatory and oxidative stress
markers could be detected using gene array and real-time RT-PCR.
Furthermore, a reduced expression of neuronal nitric oxide synthase (nNOS) as
well as receptors for dopamine and glutamate (N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
type) could be identified. Field potential recordings revealed a decrease of
chemically induced NO-dependent long-term depression. After 2 hours
incubation of corticostriatal slices with dexamethasone a significant increase of
the inflammation- and aging- marker Lipocalin 2 and a significant decrease of
nNNOS was detected. In contrast to primary dissociated cultures, no difference in
excitability (corticostriatal field potentials) or in chemically induced long-term
depression (LTD) was observed after exposure of brain slices to
dexamethasone. This study suggests that age-related alterations in
corticostriatal  synaptic  plasticity may be caused by increasing
neuroinflammation and oxidative stress as well as an altered NO-signaling
pathway. The results of this study advance not only our knowledge on brain
plasticity during aging but also contribute to the understanding of mechanisms

of neurodegenerative disorders.
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1. EINLEITUNG

Die Beeintrachtigung des Lernens und des Gedachtnisses im Alter werden
haufig in Bezug auf die kognitiven Fahigkeiten und das Lernen von expliziten
Inhalten betrachtet. Daflir werden hauptsachlich die zellularen Mechanismen
und die synaptische Plastizitat im Hippocampus untersucht.

In der folgenden Studie soll das prozedurale Gedachtnis im dorsalen Striatum
im Mittelpunkt stehen. Das Erlernen impliziter Inhalte hangt maf3geblich von der
synaptischen Plastizitat des dorsalen Striatum ab. Im prozeduralen Gedachtnis
werden Handlungsablaufe gespeichert, um ein Leben lang automatisch
ablaufen zu konnen. Zu diesen Fahigkeiten gehdoren zum Beispiel Radfahren,
Gehen, Autofahren, Erlernen eines Instruments und Tanzen. Im Alter fallt das
Erlernen von impliziten Inhalten wie zum Beispiel das Klavierspielen schwerer
als in jungen Jahren. Diese Arbeit wird sich mit den Veranderungen des

prozeduralen Gedachtnisses im Alter beschaftigen.

1.1 Corpus Striatum

Das Corpus Striatum umfasst subkortikale Kerngebiete bestehend aus Nucleus
accumbens, Nucleus caudatus und dem Putamen. Zum ventralen Striatum
gehort der Nucleus accumbens. Das dorsale Striatum wird durch den Nucleus
Caudatus und das Putamen gebildet. Die beiden letzteren Kerngebiete werden
durch die Capsula interna voneinander getrennt, sind allerdings durch Streifen
grauer Substanz verbunden und werden daher zusammen als Striatum
bezeichnet (von lateinisch striatus: gestreift). In der vorliegenden Arbeit wird mit
Zellmaterial aus dem dorsalen Striatum gearbeitet.

Die Erforschung der genauen Funktion des Corpus Striatum ist aus
medizinischer Sicht sehr wichtig. Es kdénnen Veranderungen in der
kortikostriatalen synaptischen Aktivitat sowohl in Verbindung mit dem normalen
Alterungsprozess als auch im Rahmen schwerwiegender Erkrankungen wie
Morbus Parkinson, Morbus Huntington, Zwangsstorungen und

Suchterkrankungen beobachtet werden.



1.1.1  Medium spiny neurons (MSN), Interneurone und Transmitter

Das Corpus Striatum weist grof3tenteils Neurone auf, die Uber y-aminobutyric-
acid (GABA, dt. y-Aminobuttersaure) inhibierend wirken. Die Mehrheit der
Neurone im Striatum sind MSN (Di Filippo et al., 2009). MSN weisen
typischerweise ein kleines Zellsoma und grol3e dendritische Auslaufer auf
(Calabresi et al., 2000). Sie werden vornehmlich in zwei Hauptgruppen, je nach
Genexpression und axonaler Projektion, unterteilt. Man unterscheidet
striatonigrale MSN, die den direkten Weg der Basalganglienschleife bedienen,
und striatopallidale MSN, die den indirekten Weg einschlagen (Kreitzer &
Malenka, 2008). Weiterhin gibt es eine kleinere Population an unterschiedlichen
Interneuronen, die durch verschiedene Neurotransmitter Projektionsneurone
innervieren. Dazu gehoren zum Beispiel Neuropeptide wie Neuropeptid Y und
Somatostatin, biogene Amine wie Acetylcholin (ACh), das I6sliche Gas
Stickstoffmonoxid (NO), aber auch die Aminosaure GABA (Kreitzer & Malenka,
2008).

MSN erhalten kortikale Afferenzen und sind fur den Informationsfluss zur
Ausgangsstation der Basalganglien verantwortlich. Dieser Informationsfluss
wird mafgeblich durch die Dopaminausschittung aus der Substantia nigra
kontrolliert und von cholinergen und nitrinergen Interneuronen des Striatum
moduliert. Das Zusammenspiel von Neurotransmittern bewirkt entweder die
Hemmung oder die Aktivierung des Kkortikostriatalen Informationsfluss
(Chepkova et al., 2015).

1.1.2 Funktion des Corpus Striatum

Das Corpus Striatum spielt als Eingangsstation der Basalganglien eine zentrale
Rolle in der Verarbeitung von motorischen Afferenzen aus dem Kortex.
Allerdings gelangen nicht nur Afferenzen aus dem Motorkortex ins Striatum,
sondern auch ausgehend von dem sensorischen, cingularen und dem
assoziativen Kortex (Albin et al., 1989; Graybiel et al., 1994). Dies deutet darauf
hin, dass dem Striatum keine ausschlieBlich motorische Funktion zugewiesen
werden kann. So wird angenommen, dass das Striatum eine wichtige Rolle
sowohl in der Gedachtnisbildung, dem assoziativen Lernen, der visuellen
2



Wiedererkennung (Calabresi et al., 2000) als auch bei der Verhaltensbildung,
dem auf Belohnung basierenden Lernen und bei Suchterkrankungen eine Rolle
spielt (Di Filippo et al., 2009; Mahon et al., 2004). Dies wird auch durch die
Entdeckung von Langzeit-Potenzierung (LTP) und Langzeit-Depression (LTD)
im Striatum untermauert (Calabresi et. al 1992; Calabresi et al., 1992; Lovinger
et al., 1993).

1.2 Die Basalganglien

Die Basalganglien werden aus funf bilateral angeordneten und subkortikal
gelegenen Kerngebieten gebildet. Sie spielen eine wichtige Rolle fur Motorik
und Kognition.

Um eine Bewegung auszufuhren, werden die motorischen Nervenimpulse des
Kortex unter anderem in den Basalganglien modifiziert, bis sie an der
ausfuhrenden  Muskulatur schlieBlich die Bewegung bewirken. Die
Basalganglien sind maligeblich an der Steuerung des Bewegungsausmalles
beteiligt: Bewegungsfordernde und bewegungshemmende Einflisse werden
exakt festgelegt und kdnnen komplexe Bewegungsablaufe genau modellieren
(Obeso et al, 2008). Krankheiten, die mit einer Storung des
Bewegungsausmales einhergehen, fallen durch Hyper- oder Hypokinesie auf.

Beim Morbus Parkinson kommt es zum Beispiel zu einer Hypokinesie.

Die Eingangsstationen der Basalganglien werden durch das Corpus Striatum
und den im Diencephalon gelegenen Nucleus subthalamicus gebildet (DeLong
& Wichmann, 2007). Sie erhalten exzitatorische glutamaterge Afferenzen vom
sensomotorischen Kortex und dem Thalamus (Kreitzer & Malenka, 2008).
Weiterhin gehéren zu den Basalganglien der Globus Pallidus und die
Substantia nigra. Den Globus Pallidus kann man in eine pars medialis und eine
pars lateralis gliedern, die Substantia nigra in eine zellreichere pars compacta
und eine zellarmere pars reticularis. Die Ausgangsstation der Basalganglien
bilden der Globus Pallidus mediale und die Substantia nigra Pars reticularis. Sie
werden zusammen auch Pallidum-mediale-Komplex genannt und empfangen

fordernde und hemmende Afferenzen. Ausgehend vom Corpus Striatum wird



eine monosynaptische inhibitorische Leitungsbahn direkt zur Ausgangsstation
der Basalganglien und eine exzitatorische polysynaptische indirekte
Leitungsbahn Uber den lateralen Globus Pallidus und die Substantia nigra zur
Ausgangsstation beschrieben (DeLong & Wichmann, 2007). Man spricht von
einem direkten und einem indirekten Weg: Der direkte Weg weist eine hohe
Dichte an Dopamin-1-Rezeptoren (D1R) auf und inhibiert die Hemmung der
exzitatorischen thalamokortikalen Projektionen, wodurch Bewegung gefordert
wird. Die inhibitorische Aktivitat des Pallidum-mediale-Komplexes wird somit
moduliert. Im Gegensatz dazu weist der indirekte Weg vornehmlich Dopamin-2-
Rezeptoren (D2R) auf, inhibiert die thalamokortikalen Projektionen und
verhindert folglich Bewegung (Kreitzer & Malenka, 2008). Dopamin aus der
Substantia nigra pars compacta beeinflusst, welcher der beiden Wege gefordert
wird. Die Axone der nigralen Neurone fuhren zu einem groRen Teil zum
Striatum: Man bezeichnet dies als nigrostriatalen dopaminergen Pfad. Wird
Dopamin ausgeschuttet, wird Uber D1-Rezeptoren der direkte Weg aktiviert und
so die Leitung uber den indirekten Weg gehemmt (DeLong & Wichmann, 2007).
Dopamin bewirkt also an D1-Rezeptoren eine Exzitation und an D2-Rezeptoren
eine Inhibition. Insgesamt qilt, dass die Substantia nigra eine
bewegungsférdernde Wirkung durch Dopaminausschuttung im Striatum hat.
Vom Pallidum-mediale-Komplex gelangt die modifizierte Information zum
Thalamus und darauffolgend zurick zum Kortex oder direkt zum Hirnstamm.
Eine vereinfachte Darstellung dieser Verschaltung wird in Abbildung 1 (Abb. 1)

gezeigt.
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Abb. 1: Die Basalganglienschleife (DeLong & Wichmann, 2007)

1.3 Physiologische Alterungsprozesse und Pathophysiologien

Der physiologische Alterungsprozess des Gehirns geht mit der Atrophie des
Cortex (S M Resnick et al., 2000; S M Resnick et al., 2003; Thambisetty et al.,
2010), einer verminderten Durchblutung, einer gestdorten Neurotransmission
und einer kognitiven Einschrankung einher (Portugal et al.,, 2015). Diese
alterstypischen Veranderungen konnen gehauft bei altersabhangigen
Erkrankungen wie zum Beispiel Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson
beobachtet werden. Diese beiden neurodegenerativen Erkrankungen sind eng
mit dem Altersprozess verknupft, da sie vor allem nach dem flnfzigsten
Lebensjahr auftreten und das Altern selbst einen der grofdten Risikofaktoren der
Erkrankung darstellt.

Beim Morbus Parkinson kommt es durch den Untergang dopaminerger Zellen
in der Substantia nigra pars compacta sowie der Verringerung der D1- und D2-
Rezeptorendichte im Striatum zu einer verminderten Dopaminkonzentration

(Ossowska, 1993). Die verminderte Dopamin-Freisetzung wird mit motorischen
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Defiziten in Verbindung gebracht (R Cham et al., 2008; R Cham et al., 2007).
Die typische Symptomtrias besteht aus Rigor (Steifheit), Tremor (Zittern) und
Akinese (Bewegungsarmut) (Duda et al., 2016). Es bestehen Schwierigkeiten
bei der Initierung von Bewegungen, es herrschen ein abnormer Muskeltonus
und ein Unvermdgen ungewollte Bewegungen zu unterdricken. Die
Atiopathogenese des idiopathischen Parkinsonsyndroms, das 80 bis 90 % der
Falle ausmacht, ist multifaktoriell und bisher noch nicht hinreichend geklart. Zu
der multifaktoriellen Genese tragen wahrscheinlich ein  vorzeitiger
Alterungsprozess, oxidativer Stress, Neuroinflammation, eine beeintrachtigte
Calciumhomoostase, genetische Aspekte und umweltbedingte Aspekte wie
Toxine bei (Deleidi & Gasser, 2013; Gasser et al., 1994; Olanow, 1999; Sulzer
& Surmeier, 2013). Auch im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses
wird ein Zelluntergang von dopaminergen Neuronen beobachtet, allerdings
nicht in dem Ausmal3, dass er parkinsonoide Symptome hervorruft (Albin et al.,
1989). Die Ubrigen Falle werden durch sekundare Parkinsonsyndrome oder
atypische Parkinsonsyndrome hervorgerufen. Ursachlich fur sekundare
Parkinsonsyndrome kann zum Beispiel die virale Enzephalitis oder eine
traumatische Hirnerkrankung sein. Atypische Parkinsonsyndrome kénnen durch
eine andere neurodegenerative Erkrankungen, wie zum Beispiel die Multi-
Systematrophie, verursacht werden.

Beim Morbus Alzheimer kommt es zu einem progredienten Verlust der
Gedachtnisleistung. Zuerst werden vor allem Erinnerungen, die im
Kurzzeitgedachtnis gespeichert werden, unzuganglich fur die Betroffenen. Im
weiteren Verlauf werden auch Langzeiterinnerungen vergessen (Galton &
Hodges, 1999). Der Hauptrisikofaktor flr den sporadisch auftretenden Morbus
Parkinson ist das Alter und somit auch die typischen altersbedingten
Veranderungen im ZNS wie oxidativer Stress und Neuroinflammation. Die
Manifestation der Erkrankung wird meist erst nach dem 65. Lebensjahr
beobachtet. Das Risiko zu erkranken steigt ab dem 65. Lebensjahr alle 5 Jahre
um das Doppelte an (Haass et al., 1993). Bei der familiaren Demenz, die
ungefahr 1 % der Demenzerkrankungen ausmacht, treten die Symptome meist
schon vor dem 50. Lebensjahr auf (Haass et al., 1993). Die Pathologie wird
durch Ablagerung fehlgefalteter Proteine im Gehirn ausgelost. Dabei handelt es
sich um B-Amyloid, phosphoryliertes tau-Protein und a-Synuclein, die durch das

Ubiquitin-Proteasom fehlgefaltet wurden (Jellinger, 2008).
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Der physiologische Alterungsprozess geht mit einer Dysfunktion der
Basalganglien einher und fiihrt zu sensomotorischen Beeintrachtigungen. Es
kommt zu Stérungen der Feinmotorik, der Balance und des Gangbildes
(Marchand et al.,, 2011). Als zellulares Korrelat werden eine zunehmende
Atrophie der Basalganglien (Kalpouzos et al., 2012; Langenecker et al., 2007),
eine Akkumulation von Eisen in den Basalganglien und Veranderungen in den

Dopamin-Signalwegen beobachtet (Marchand et al., 2011).

1.4 Histologische Korrelate des Alterungsprozesses

Astrozyten sind sternformige Gliazellen und Ubersteigen die Zahl an Neuronen
im ZNS um das 5- bis 10-fache (Cotrina & Nedergaard, 2002). Sie Gibernehmen
im ZNS Stutz- und Haltefunktion, beteiligen sich an der Ausbildung der Blut-
Hirn-Schranke und sorgen flr die optimale metabolische Umgebung der
Nervenzellen. Viele Jahre beschrankte man ihr Aufgabengebiet auf die oben
genannten Punkte. Mittlerweile werden den Astrozyten auch weitere Aufgaben
zugeordnet und es ist allgemein anerkannt, dass sie in viele Aspekte
physiologischer und pathologischer Prozesse involviert sind (Hol & Pekny,
2015; Ransom & Ransom, 2012).

Astrozyten halten durch die Aufnahme von Kalium (K*) aus dem
Extrazellularraum (EZR) nach Neuronenaktivitat die lonenhomdostase aufrecht
(Ransom & Ransom, 2012). Sie spielen eine wichtige Rolle in der Regulation
der interstitiellen Homoostase im Gehirn (Simard et al.,, 1999). Es wird
diskutiert, ob der 6demreduzierende Effekt von Glukokortikoiden durch erhdhte
Ca?*-Signalvermittlung der Astrozyten erzielt werden kann (Simard et al., 1999).
Den Neurotransmitter Glutamat nehmen sie nach dessen Freisetzung durch
Neurone auf und wandeln ihn in Glutamin, das wiederum die Neurone
aufnehmen und als Energiequelle nutzen kdonnen, um (Ransom & Ransom,
2012). Astrozyten spielen weiterhin eine Rolle in der synaptischen
Signalvermittlung (Ransom & Ransom, 2012). Sie bilden viele Zellkontakte mit
anderen Zelltypen des Gehirns aus. Zum Beispiel mit Neuronen, Endothelzellen
und benachbarten Astrozyten. Jeder Astrozyt verfugt iber mehr als 50000 gap
junctions (Yamamoto et al., 1990) und kann so mit anderen Zellen
kommunizieren. Durch elektrische Potenzialanderung akkumuliert Ca®* in der
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Zelle und wird Uber gap junctions an benachbarte Zellen weitergeleitet. Die
Ca?* -Stréme kénnen lange Strecken durch verschiedene Zellen zuriicklegen
und die Ca?'-Konzentration von Neuronen und Mikroglia verandern
(Nedergaard, 1994).

Im Alter steigt die Astrozytenzahl an (Linnemann & Skarsfelt, 1994; Nichols et
al., 1993). Die Zellen werden sowohl hypertroph als auch hyperplastisch.
AuRerdem weisen die Zellen eine auf das Doppelte gesteigerte Expression von
Saurem Gliafaserprotein (GFAP) auf (Cotrina & Nedergaard, 2002). GFAP gilt
als charakteristisches Protein der Astrozyten. Es ist wichtiger Bestandteil des
Intermediarfilaments und verantwortlich fir mechanische Festigkeit und Form
der Gliazellen.

Immunologisch betrachtet weist das ZNS einige Besonderheiten im Vergleich
zum restlichen Organismus auf. Es existiert kein lymphatisches System und die
Expression der Haupthistokompatibilitatskomplexe 1 und 2 sind im gesunden
Gehirn nur gering vertreten. Dies weist darauf hin, dass eine professionelle
Antigenprasentation im Gehirn eher nicht stattfindet (Lynch, 2010).
Mikrogliazellen stellen die wichtigsten Vertreter des Immunsystems im ZNS dar.
Sie nehmen bei Inflammation zu, begunstigen die Entstehung von Glianarben
und sind durch Ausschittung des Zytokins Interleukin 1 an der Proliferation von
Astrozyten beteiligt. Ein Marker flr Mikroglia und Makrophagen im ZNS ist das
kalziumbindende Adaptermolekil IBA-1 (Szabo & Gulya, 2013).

Als weiterer glialer Marker ist S1008 zu nennen. Es ist wie IBA ein
kalziumbindendes Protein. Die S100-Familie konnte bisher in vielen
verschiedenen Gewebearten nachgewiesen werden, wobei S1008 im ZNS vor
allem von Astrozyten exprimiert wird. S1008 wirkt parakrin auf Neurone. Es
stimuliert die Proliferation der Neurone sowie die Expression von GFAP und gilt
als wichtiger Mediator bei Interaktionen zwischen Gliazellen und Neuronen.
(Hov et al., 2017; Reeves et al., 1994)

Lipocalin 2 (Lcn2) kann ebenfalls in Astrozyten nachgewiesen werden.
Ursprunglich wurde Lcn2 als Akute-Phase-Protein in Neutrophilen Granulozyten
nachgewiesen. Lcn2 kann in verschiedensten Zellarten unter pathologischen
Umstanden wie Karzinomerkrankungen, Intoxikationen, Infektionen und

Entzindung nachgewiesen werden. (Abella et al., 2015)



1.5 Molekulare Korrelate des Alterungsprozesses

Hohes Alter ist mit einem generellen Anstieg proinflammatorischer Zytokine und
oxidativem Stress assoziiert (Cevenini et al.,, 2010). Eine der wichtigsten
Theorien Uber den Alterungsprozess ist die Freie-Radikale-Theorie (Harman,
2003). Sie besagt, dass das Altern das Ergebnis von oxidativem Stress ist, der
innerhalb einer Lebenszeit durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verursacht
worden ist. Der wichtigste Ursprung fur das Auftreten von ROS sind Elektronen,
die durch undichte Stellen aus dem Mitochondrium austreten und darauffolgend
an der Bildung von Hyperoxiden und Wasserstoffperoxiden beteiligt sind
(Linford et al.,, 2006). Durch das fehlende Vermodgen, all diese Radikale
abzufangen, kommt es im weiteren Verlauf zur Schadigung von DNA, Lipiden
und Proteinen. Zum Abfangen von freien Radikalen gibt es einige korpereigene
Antioxidationssysteme. Diese erflillen die Aufgabe, das Uberlebenswichtige
Reduktions- und Oxidationsgleichgewicht in der Zelle aufrecht zu erhalten. Zu
den wichtigsten gehéren Glutathionabhangige Glutathionperoxidasen (Gpx),
Thioredoxin, Nicotinamidadenindinukleotid-phosphate (NADPH/NADH),
Ascorbinsaure wie Vitamin C, Tocopherole wie Vitamin E und Ubichinon 10
(Q10) (Tadros et al., 2014). Wenn diese antioxidanten Systeme abnehmen und
der Organismus zusatzlich vermehrt oxidativem Stress ausgeliefert ist, wird der
Prozess des Alterns beschleunigt (Sohal & Weindruch, 1996).

Im Folgenden wird ein Uberblick der wichtigen Marker fir oxidativen Stress und
Entzindung gegeben. In der vorliegenden Studie wurden diese Marker im

Hinblick auf eine vermehrte oder verminderte Expression untersucht.

Cyba, auch p22P"* genannt, ist eine Untereinheit von Cytochrom bsss, das
wiederum zu der NAD(P)H-Oxidase gehort (Fukui et al., 1997). Cyba ist
malfigeblich am  Elektronentransport von  NAD(P)H-Oxidase zum
Sauerstoffmolekul beteiligt und somit an der Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies (Avogaro et al., 2003). Cyba kann als Marker fur oxidativen

Stress verwendet werden.

Zu der Familie der Glutathionperoxidasen (Gpx) gehdren verschiedene

Enzymisoforme, die sich nur gering in ihren Eigenschaften voneinander
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unterscheiden. Allen gemein ist, dass sie glutathionabhangig die Reduktion von
Peroxiden katalysieren und zu dem wichtigsten Redox-System des Korpers
gehodren (Tadros et al., 2014). Es konnte bereits an Mausen und Ratten
nachgewiesen werden, dass das Gen, das fir Gpx6 kodiert, im Alter
hochreguliert wird. Dies soll wahrscheinlich dem Alterungsprozess

entgegenwirken (Tadros et al., 2014).

Die Stearoyl-CoA-Desaturase (Scd) ist ein Enzym, das in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums die Bildung von einfach ungesattigten
Fettsauren aus langkettigen gesattigten Fettsauren katalysiert. Fur diesen
Vorgang werden die beiden Polypeptide NADH-Cytochrom b5 und Cytochrom
b5 bendtigt. Man nimmt an, dass Scd eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel
und Energiehaushalt spielt (Wang et al., 2008). Aul’erdem ist das Verhaltnis
von gesattigten zu ungesattigten Fettsauren mdoglicherweise eine Risikofaktor
fur die Entwicklung von kardiovaskuldren Erkrankungen, Ubergewicht,
neurologischen Erkrankungen und Tumorerkrankungen (Ntambi & Miyazaki,
2004), da ungesattigte Fettsduren sensitiver flir Schadigung durch oxidativen
Stress sind (Arranz et al., 2013).

Txnip (thioredoxin-interacting protein) ist ein ubiquitar vorkommendes Protein,
das die Thiol-Oxidoreduktase Thioredoxin an sich bindet und somit hemmt
(Junn et al., 2000). Thioredoxin spielt eine wichtige Rolle im Redox-System. Es
fangt freie Radikale ab. Durch die Hemmung von Thioredoxin fordert Txnip
oxidativen Stress und reguliert den zellularen Redox-Zustand (Chen et al.,
2010). Es ergaben sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer
diabetogenen Stoffwechsellage und der vermehrten Expression von Txnip. So
wurde in einer Studie festgestellt, dass Txnip bei erhdhten Blutglukosewerten
drastisch im Pankreas ansteigt (Shalev et al., 2002), und in einer anderen, dass
Txnip mdglicherweise den Zelltod von B-Zellen im Pankreas induziert (Minn et
al., 2005).

B2m (B2-Mikroglobulin) stellt die kleine I6sliche Untereinheit des
Haupthistokompatibilitdatskomplex 1 (MHC1) dar und spielt eine wichtige Rolle
in der Immunantwort. Der MHC1-Proteinkomplex befindet sich auf nahezu jeder

kernhaltigen Zelle des Organismus und ist verantwortlich fir die
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Antigenprasentation von intrazellularen Peptiden gegentiber CD8+
zytotoxischen T-Zellen (VanGuilder Starkey et al., 2012). Dieser Mechanismus
dient zum einen zur Abwehr gegen korperfremdes Material und zum anderen

zum Schutz von gesunden Zellen durch Killerzellen.

Irgm ist eine mit dem Immunsystem assoziierte GTPase und reguliert die
Resistenz im Korper gegen intrazellulare Pathogene, wie zum Beispiel
Mycobacterium tuberculosis und Toxoplasma gondii, durch verschiedene
Mechanismen (Taylor et al., 2004). Dazu gehdort unter anderem die Regulation
von T-Zell Lymphozyten (H. Xu et al., 2010).

1.6 Der Gasotransmitter Stickstoffmonoxid (NO)

Einer der Hauptmodulatoren der striatalen neuronalen Aktivitat ist
Stickstoffmonoxid (NO). NO gehort zu der Gruppe der Gasotransmitter und ist
als Gas im Korper an der interzellularen Kommunikation beteiligt. NO ist frei
durchgangig an biologischen Membranen und kann endokrine, parakrine und
autokrine Wirkung haben. Im Jahr 1987 wurde entdeckt, dass NO als
endothelial derived relaxation factor (ERDF) eine relaxierende Wirkung auf
BlutgefalRe hat (Palmer et al., 1987).

Seitdem wurden drei verschiedene Formen von NO-Synthasen erforscht: Die
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase  (eNOS), die induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS) und die neuronale Stickstoffmonoxid-
Synthase (NNOS) (West & Tseng, 2011). Erstere bewirkt in den Gefallen eine
Relaxation der Gefalwandmuskulatur und fuhrt so zu einer Vasodilatation. Die
INOS ist keine konstitutiv produzierte NO-Synthase und spielt eine Rolle bei der
Immunabwehr durch Makrophagen. Die nNOS ist im ZNS weit verbreitet und
kommt reichlich im dorsalen Striatum vor. Die eNOS konnte ebenfalls im
Striatum nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass der lokale
Blutfluss im Striatum durch Freisetzung von NO kontrolliert wird und dass NO

so auch Einfluss auf benachbarte Nervenzellen hat (Doreulee et al., 2003).

NO wird im Striatum vor allem von nNOS-positiven Interneuronen gebildet. Die

Synthese wird durch glutamaterge Kkortikostriatale und dopaminerge
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nigrostriatale Leitungsbahnen stimuliert. Diese aktivieren gleichzeitig N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA)- und D1-Rezeptoren, die wiederum die NO-Synthese
fordern (Chepkova et al.,, 2015). NO diffundiert daraufhin an die I&sliche
Guanylatzyklase (sGC), die sich in hoher Konzentration in den Dendriten der
MSN befindet. Sobald NO gebunden ist, produziert die sGC den second
messenger zyklisches Guanylmonophosphat (cGMP). Die durchgehende
Erhdhung von intrazellularem cGMP steigert die neuronale Erregbarkeit und
erleichtert die  kortikostriatale  Leitung (West & Tseng, 2011).
Phosphodiesterasen (PDE’s) bauen cGMP wieder ab. Dieser Vorgang kann
durch PDE-Inhibitoren wie zum Beispiel Zaprinast verhindert werden. Zaprinast
ist dadurch in der Lage die synaptische Plastizitat zu beeinflussen (Calabresi et
al., 1999). NO reguliert also durch seinen Rezeptor sGC und dessen Produkt
cGMP die Kurz- und Langzeitplastizitdt an kortikostriatalen Synapsen in MSN
(Calabresi et al., 1999; Chepkova et al., 2015; Sergeeva et al., 2007).

1.7 Kortikostriatale synaptische Plastizitat

Langzeit-Potenzierung (LTP) und Langzeit-Depression (LTD) stellen Formen
der synaptischen Plastizitat dar. Synaptische Plastizitat spielt eine groRe Rolle
fur Gedachtnisbildung und Lernen und wird somit vor allem in Hirnregionen wie
dem Hippocampus beobachtet. Auf neuronaler Ebene bedeutet synaptische
Plastizitat Umbauprozesse synaptischer Verbindungen. Das heil3t, dass haufig
genutzte Leitungsbahnen ausgebaut und seltener genutzte Verschaltungen
aufgehoben werden. Im Rahmen der LTP wird die synaptische Kopplung
stabilisiert und somit die Antwort auf eine elektrische Aktivierung gesteigert. Bei
der LTD wird durch seltenere Nutzung von Verschaltungen die Kopplung

abgeschwacht.

Beide Formen der synaptischen Plastizitdt sind im Striatum von Mausen
nachgewiesen worden (Calabresi et al., 2000; Chepkova et al., 2015). Ob nun
LTP oder LTD entsteht, hangt neben der Dopaminausschuttung mafgeblich
von der Modulation durch die Neurotransmitter ACh und NO ab (Centonze et
al., 2003; Chepkova et al., 2015)
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In frGhen in vitro Studien wurde LTD als die Uberwiegende Form der
synaptischen Plastizitdt an kortikostriatalen Synapsen nachgewiesen. LTD
konnte NMDA-unabhangig bei physiologischer Magnesium (Mg?*)-
Konzentration durch Hochfrequenzstimulation (HFS) reproduziert werden
(Calabresi et al., 2000). Auf die Membrandepolarisation folgt ein intrazellularer
Anstieg von Ca?*-lonen in postsynaptischen striatalen Neuronen und Ca?'-
abhangige Kinasen werden aktiviert. Weiterhin werden metabotrope
Glutamatrezeptoren (mGIuR) der Gruppe 1, D1- und D2-Rezeptoren aktiviert
(Calabresi et al., 2000). LTD kann auch durch chemische Aktivierung der
Gruppe 1 mGIuR(1/5) mit dem  spezifischen  Agonisten  3,5-
dihydroxyphenylglycine (DHPG) ausgelost werden (Chepkova et al., 2009;
Bellone et al., 2008; Sergeeva et al., 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass HFS-LTD sowie DHPG-induzierte LTD auf eine funktionierende NO-
cGMP-Proteinkinase G (PKG)-Signalkaskade angewiesen sind (Calabresi et
al., 1999; Sergeeva et al., 2007).

In dieser Studie wird das DHPG-induzierte LTD im dorsalen Striatum durch
Aktivierung der mGIuR1 in Bezug auf Veranderungen in der Auspragung bei
jungen und alten Mausen untersucht. Metabotrope Glutamatrezeptoren spielen
eine wichtige Rolle in der Modulation neuronaler Erregbarkeit, synaptischer
Plastizitat und Neurodegeneration durch ihre Verbindung zu intrazellularen
second messenger Systemen (Chepkova et al.,, 2009; Gubellini et al., 2004).
Frihe Stadien von Morbus Parkinson gehen mit einer erhdhten
Glutamatfreisetzung einher (Chepkova et al., 2009; Senkowska & Ossowska,
2003). Daher ist es von grolier Bedeutung, das Verstandnis fur glutamaterge
Signalkaskaden und die synaptische Plastizitat in dieser Hirnregion zu
erweitern. Zur Entwicklung des LTDobnrc ist die Synthese von NO und die
Aktivierung von Cannabinoid-Rezeptoren ndétig (Sergeeva et al.,, 2007).
Sergeeva et al. haben herausgefunden, dass der NO-Synthase-Inhibitor Nw-
nitro-L-Arginin  (NL-Arg) ein durch Cannabinoid-Rezeptor-1-Agonist ACEA
ausgelostes LTDonpc verhindert. Daraus resultiert die Annahme, dass NO in der
Entwicklung der LTDopnpc eine Ubergeordnete Rolle spielt im Vergleich zur

Aktivierung des Cannabinoid-Rezeptors-1 (Sergeeva et al., 2007).
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1.8 Wirkung von Dexamethason im Striatum

Diese Arbeit beschaftigt sich unter anderem mit dem experimentell
beeinflussbaren Alterungsprozess durch Dexamethason. Dexamethason ist ein
synthetisch  hergestelltes Steroidhormon, das in der Medizin als
Immunsuppressivum eingesetzt wird. Es wirkt ungefahr finfundzwanzigfach
starker als das naturlich vorkommende Cortisol und wird zum Beispiel zur
Behandlung von rheumatischen Erkrankungen, Lungenerkrankungen wie
Asthma, Dermatosen, anaphylaktischem Schock, Hirnddem und als
Supportivum zur Chemotherapie verwendet. Bei Langzeitbehandlung kommt es
zu den typischen Nebenwirkungen der Glukokortikoide wie Osteoporose,
Hypertension, Stammfettsucht, Hirsutismus und Muskelatrophie.

Es gibt Hinweise auf  eine Fehlregulation des negativen
Ruckkopplungsmechanismus im Alter bei erhdhten Cortisolkonzentrationen im
Blut. Dies aullert sich durch eine verspatete Beendigung der
Cortisolausschuttung und eine damit verlangerte Exposition von Gewebe mit
Cortisol (E R De Kloet et al., 1998). Es wird angenommen, dass die vermehrte
Sekretion von Glukokortikoiden altersabhangige neurodegenerative Prozesse
im Hippocampus fordern (E R De Kloet et al., 1998). Diese Prozesse beinhalten
Atrophie, erhohte Vulnerabilitdt nach schadlichen Stimuli und Zelluntergang (E
R De Kloet et al.,, 1998). Bei Menschen mit einem Hyperkortisolismus konnte
eine Verminderung der kognitiven Fahigkeiten innerhalb von vier Jahren
nachgewiesen werden (Lupien et al., 1994). Weiterhin konnte ein vermindertes
Volumen des Hippocampus, der eine hohe Glukokortikoidrezeptordichte
aufweist, bei Menschen, die Uber einen langeren Zeitraum einem erhdohtem
Cortisolspiegel durch Morbus Cushing (Ledn-Carrion et al., 2009), einer
Depression (Sheline, Wang, Gado, Csernansky, & Vannier, 1996) oder einer
Posttraumatischen Belastungsstorung (Gurvits et al., 1996), ausgesetzt waren,
im MRT festgestellt werden. Auch im Striatum konnten durch Dexamethason
bedingte neurodegenerative Prozesse bis hin zur Apoptose beobachtet werden
(Haynes et al., 2001).
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die altersabhangigen
Veranderungen der Expression von Genen im dorsalen Striatum untersucht. Es
werden Gene analysiert, die in den NO-Stoffwechsel sowie in Entziindungs-,
Immunitats- und Redoxprozesse involviert sind.

Da in vielen Studien gezeigt wurde, dass NO einen der wichtigsten
Neuromodulatoren im Striatum darstellt, interessiert uns nun, ob auch weitere
Gene, die in den NO-Stoffwechsel involviert sind, im Alter verandert im Striatum
vorkommen und potenzielle Ruckschlisse auf ihre Bedeutung im Hinblick auf
den Alterungsprozess zulassen.

Dartber hinaus werden die Astrozytenzahl, gliale Marker und Marker flr

oxidativen Stress sowie Entzindung in verschiedenen Altersklassen analysiert.

Zusatzlich wird im Hinblick auf mogliche pharmakologische Strategien zur
Modulation des Alterungsprozesses die Wirkung von Dexamethason auf das
Corpus Striatum auf molekularer und elektrophysiologischer Ebene untersucht.

Dazu wird auf molekularer Ebene mithilfe von qRT-PCR die Genexpression von
Len2, GFAP, NR1/Grin1 (Untereinheit des NMDA-Rezeptors), nNOS, Dopamin-
1-Rezeptor und dem Lcn2-Rezeptor 24P3R nach Inkubation mit Dexamethason
ermittelt. Auf elektrophysiologischer Ebene wird durch Feldpotenzialanalyse die
Auswirkung von Dexamethason auf DHPG-induzierte LTD analysiert.
Aulerdem wird die Aktivitat der Neurone des Corpus Striatum nach Inkubation
mit Dexamethason durch Anwendung des Multielektrodenarrays (MEA)

untersucht.

Ziele dieser Arbeit sind folglich:

1. Ermittlung der histologischen Korrelate des Alterungsprozesses im
Corpus Striatum

2. Ermittlung der molekularen Korrelate des Alterungsprozesses im Corpus
Striatum

3. Ermittlung der Wirkung von Dexamethason im Corpus Striatum auf

molekularer und elektrophysiologischer Ebene.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeine Richtlinien

Alle Versuche wurden gemal der aktuellen Richtlinien fir Tierversuche des
Landesamtes fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-
Westfalen sowie des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG) durchgefuhrt.
Die Organentnahmen fanden im S1-Labor des Instituts flir Neurophysiologie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf statt. Die Projekthnummer lautet
058/91. Der Nachweis uUber die Fachkunde im Umgang mit Versuchstieren
(,Versuchstierkundlicher Ubungsschein mit Fachkundennachweis gemafR §9

des geltenden Tierschutzgesetzes®) liegt durch Frau Prof. Dr. Sergeeva vor.

2.2 Histologie

2.2.1 Anfertigung der striatalen Schnitte

Fir die histologische Untersuchung von striatalem Gewebe der Maus wurden
transgene mannliche Mause FVB/N-Tg (GFAPGFP) 14 Mes/J von Jackson
Laborities (Bar Harbor, Maine, USA, stock#003257) bezogen. Die Tiere
zeichnen sich durch die Genexpression von grun fluoreszierendem Protein
(GFP) unter der Kontrolle des Promotors von GFAP aus. Durch die simultane
Expression von GFP mit GFAP erlaubt GFP die Visualisierung von Astrozyten
im Gehirn (Zhuo et al., 1997). Bei Bestrahlung mit blauem oder ultraviolettem
Licht emittiert GFP grunes Licht und kann so Dichte, Anzahl und Formation von
Astrozyten unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen.

Die Versuchstiere wurden in Gruppen von 2 bis 6 Tieren in der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf gehalten. Sie
durchlebten einen zwdlfstiindigen Tag mit Licht und eine zwdlfstlindige Nacht in
Dunkelheit. Es wurde ein ad-libitum-Zugang zu Nahrung und Wasser zur
Verfiugung gestellt. Vier verschiedene Altersgruppen wurden in dieser Studie
untersucht: Gruppe 1 sind junge Mause im Alter von 2 bis 3 Monaten, Gruppe 2

sind jugendliche Mause im Alter von 6 bis 7 Monaten, Gruppe 3 sind
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erwachsene Mause im Alter von 12 bis 13 Monaten und Gruppe 4 besteht aus
alten Mausen im Alter von 18 bis 24 Monaten.

Nach der Dekapitation durch Frau Prof. Dr. Sergeeva wurde das Gehirn
entnommen und das Cerebellum mit einem glatten Skalpellschnitt abgetrennt.
Es wurde ein ca. 2 mm dickes Gewebestlck von der dorsalen Cortexoberflache
abgeschnitten und der Gehirnblock mit Gewebekleber auf einer Metallplattform
befestigt. Danach wurden von der ventralen Gehirnhalfte horizontale Schnitte
(400 um dick) mithilfe eines Vibratoms (Vibroslicer, Campden Instruments,
Loughborough, GrofRbritannien) hergestellt. Die Schnitte, die Striatum und
Hippocampus enthielten (Abb. 2), wurden in ein Behaltnis mit modifizierter
eiskalter artifizieller zerebrospinaler Flussigkeit (aCSF) eingebracht. Die Halfte
dieser Schnitte wurde direkt flr histologische Untersuchung vorbehandelt und
zur Analyse der Genexpression verwendet. Die andere Halfte wurde in einer
standardisierten aCSF flur elektrophysiologische Experimente behalten. Diese
wurden nach mindestens zwei Stunden Inkubationszeit durchgeflhrt.
Elektrophysiologische Messungen zur Untersuchung der Auswirkung von
Dexamethason (DM) wurden nach 2 bis 6 Stunden Inkubation mit DM
durchgefuhrt. Die Kontrollgruppe und die mit DM behandelten Schnitte wurden
abwechselnd gemessen. Fur die messenger Ribonukleinsaure (MmRNA)-

Aufreinigung wurden beide Gruppen gleichzeitig bearbeitet.

aCSF-Losung (in mmol)
e 125 Natriumchlorid (NaCl)
e 1,8 Kaliumchlorid (KCL)
e 1,2 Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
e 2,4 Kalziumchlorid (CaCl,)

¢ 1,2 Magnesiumchlorid (MgCl,)

e 26 Natriumbikarbonat (NaHCO3)

e 10-D-Glukose

e gesattigt mit 95 % Sauerstoff (O2,) 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) mit einem pH

von 7,4
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Abb. 2a und 2b: Skizzierung eines horizontalen Hirnschnittes der Maus. 1. Corpus
Striatum, 2. Hippocampus, 3. lateraler Ventrikel, 4. Cortex, 5. Globus pallidus lateralis

2.2.2 Quantifizierung von GFP-exprimierenden Astrozyten

Die kortikostriatalen Schnitte, die zur histologischen Untersuchung der
Astrozytenzahl verwendet wurden, wurden Utber Nacht in 0,1 M Phosphatpuffer
mit einem pH von 7,4 fixiert. Nach der Fixierung wurden sie fur 30 Minuten in
0,1 M Phosphatpuffer, der 4 % Paraformaldehyd enthielt, postfixiert (Yanovsky
et al., 2011). Eine Stunde bevor die Praparate auf einen Objekttrager
aufgezogen wurden, wurde der Gewebeabschnitt in 20 % Saccharosel6sung
eingelegt und anschlieBend mithilfe von Parafim auf den gefrorenen
Saccharoseblock aufgetragen. Mit dem Kryotom der Firma Leica (Modell
SM2000R, Wetzlar, Deutschland) konnten bei -20 °C 25 pym dinne Schnitte
gewonnen werden, die anschlielend auf den mit Gelatine beschichteten

Objekttrager aufgezogen werden konnten.

210,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4)
o 2297 g wasserfreies Dinatriumhydrogenphosphat

o 5,2 g Natriumdihydrogenphosphat x H,O

e mit destilliertem Wasser auf 2 | auffiillen

20 ml 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC)-Puffer
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e 20 mg N-Hydroxysuccinimid 98 %
e 800 mg EDAC
o mit 0,1 M Phosphatpuffer auf 20 ml auffillen

100 ml Saccharoseldsung

e 20 g Saccharose

o mit Phosphatpuffer auf 100 ml auffillen

Die Schnitte wurden mit dem konventionellen Fluoreszenzmikroskop (Zeiss
Axioskop 2 plus, Wetzlar, Deutschland) ausgewertet und fotografiert. Es
wurden nur die Astrozyten gezahlt, deren Zellkrper scharf im Fokus waren und
sich durch die Intensitat der Fluoreszenz, im Gegensatz zum schwarzen
Hintergrund, klar und deutlich abhoben. Pro Schnitt wurden die GFP-positiven
Zellen in jeweils 1 bis 2 zuféllig ausgewahlten quadratischen Feldern von 300
pm ausgezahlt. Pro Tier wurden Zellen in 4 bis 10 verschiedenen Schnitten
gezahlt und von dieser Zahl der Durchschnitt gebildet. Diese durchschnittlichen
Werte wurden zwischen den unterschiedlichen Altersgruppen mithilfe des

Mann-Whitney-U-Tests statistisch verglichen.

2.2.3 Immunhistochemie zum Nachweis von Lcn2

Len2 wird von aktivierten Astrozyten unter entzundlichen Prozessen freigesetzt.
Um Lcn2 in den histologischen Praparaten des Corpus Striatum von alten und
jungen Mausen sichtbar zu machen, wurde eine immunhistochemische
Farbung mit einem goat-anti-mouse-Lcn2-Antikdrper durchgefuhrt (mouse
Lipocalin-2/NGAL antibody AF1857, R&D Systems, Minneapolis, USA). In
Experimenten mit Dexamethason wurde diese Farbung in Hirnschnitten von
Wild Typ (WT) Mausen durchgefuhrt, daher verwenden wir den polyklonalen
rabbit-anti-S100-Antikdrper AB868 (Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich)
fur die Astrozyten Identifikation. Fur die neuronale Identifikation benutzen wird
den chicken-MAP-2(microtubule-associated protein 2)-Antikorper (AB5543,
Merk Millipore, CA, USA). Das zu untersuchende Gewebe wurde zunachst
dreimal in Phosphatpuffersalz (PBS) mit Triton-X 100 (PBS-T) gewaschen.
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Triton-X 100 erleichtert den Zugang des Antikorpers ins Zellinnere durch
Erhéhung der Permeabilitat des Gewebes. Die Markierung von Lcn2 und S10083
im Corpus Striatum erfolgte durch die indirekte Methode beziehungsweise
Zwei-Schritt-Methode. Der polyklonale Antikorper, der an Lcn2 bindet, ist nicht
direkt mit einem Markerenzym verbunden, sondern reagiert mit einem zweiten
Antikorper, der allerdings an ein Fluorophor gebunden ist und somit durch
Fluoreszenz sichtbar gemacht werden kann. Es wurden jeweils 2 pl der
Primarantikérper Anti-Lcn2 und Anti-S100 mit 500 yl PBS-T gemischt und auf
die Gewebeprobe aufgetragen. Nach einer Einwirkungsdauer von 12 Stunden
wurden die Reste durch 3 Waschschritte mit PBS-T ausgewaschen. Als
Sekundarantikorper wurde donkey-anti-goat Texas Red (Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Kdénigreich, verdinnt 1:200) fur Lcn2 und donkey-anti-rabbit AF488
(verdinnt 1:500, Invitrogen/Life technologies, USA) fur S100 verwendet.
Zusatzlich haben wir in manchen Versuchen dritte Antikorper (chicken-MAP-2,
1:500) mit Anti-Lcn2 und Anti-S100 Antikdrpern gemischt und Gber Nacht auf
die Gewebeproben aufgetragen. Chicken-MAP-2 wurde am zweiten Tag mit
Hilfe des Sekundarantikorpers goat-anti-chicken AF647 (1:500, Invitrogen/Life
technologies, USA) visualisiert. Nach einer Einwirkungsdauer von 90 Minuten
wurden die Reste des Sekundarantikérpers in 3 Waschschritten mit PBS
ausgewaschen und die Schnitte mit Deckglasern und Aqua-Poly/Mount

(Polisciences, Warrington, PA) abgedeckt.

21 0,01 M Phosphatpuffersalz (PBS)
e 1800 ml destilliertes Wasser
e 200 ml 0,1 M Phosphatpuffer
e 18 gNaCl

110,01 M Phosphatpuffersalz mit Triton-X 100 (PBS-T)
e 8 ml Triton TM x100
e mit0,01 M PBS auf 1 | aufflillen
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2.3 Konventionelle PCR, real-time RT-PCR und PCR-array

In dieser Arbeit wurde mithilfe des PCR-arrays ,Mouse Nitric Oxide Signaling
Pathway“ (SA Bioscience, A Quiagen Company, Venlo, Niederlande) der NO-
Signalweg im Striatum bei Mausen verschiedenen Alters untersucht und
verglichen. Gene, die im array signifikant erhdht waren, wurden mit real-time
Rerverse Transkriptase (RT)-PCR zur Kontrolle erneut untersucht. Die hierzu
verwendeten Primer wurden in einem Testlauf mit konventioneller PCR und
darauffolgender Gelelektrophorese auf ihre zu erwartende Ampliconlange hin

untersucht.

2.3.1 Konventionelle PCR

Die PCR wurde mit folgendem Standard-PCR-Ansatz durchgeflhrt.

100 pl PCR-Reaktionsansatz
e 10 pl Polymerase-Pufferldsung
o 10 pl Desoxy-Nukleotide 200 pM
¢ 1,5-3 mM Magnesiumchlorid (MgCl.)
e 1 ul Tag-Polymerase
e 1yl Primer up 10-100 pM
e 1yl Primerlo 10-100 pM

Der Standard-Ansatz wurde mit nukleasefreiem Wasser (Promega, Fitchburg,
Wisconsin, USA) auf 100 ul aufgefullt. Die Polymerase-Pufferlosung, die Tag-
Polymerase, das MgCl2 und die Desoxy-Nukleotide wurden von Qiagen (Venlo,
Niederlande) erworben. Die PCR wurde mit dem Thermocycler master cycler
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt.

Die MgClz2-Konzentration wurde fir jede PCR ermittelt. Die optimale Temperatur
fur die Hybridisierung ergab sich aus dem Cytosin- und Guaningehalt des

Primers, also aus seiner Lange. Die optimale Temperatur lag bei 50 °C.
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2.3.2 Entwicklung der Primer

Folgende Primer (Tabelle 1) wurden nach unten genannten Protokollen

(Tabelle 2) hergestellt. Die restlichen Primer wurden mithilfe von Primer
Express (ABI PRISM, Pleasanton, Kalifornien, USA) entwickelt. Die Primer
wurden durch MW G-Biotech (Ebersberg, Deutschland) hergestellit.

Gen

Aass

Aif1 / Iba1

Als2

B2m

CB1R

Cyba
D1R/Drd1a
D2R

GapdH

GFAP

GLT-1

Glul/GSs
GIuN1/NR1/Grin1
GIuN2A/ (NR2A)
GIuN2B (NR2B)
GIuN2C (NR2C)
Gpx6

Hsp90

Irgm1

Len2

MAG

mGIuR1
mGIuR5

eNOS

nNOS

Peal15a

Scd1

Scd2

Scd3

S100R8

Txnip

GenBank
Nummer

NM_013930
NM_0194672
NM_028717.6
NM_009735.3
NM_007726
NM_007806.3
XM_00651684
EM_O1 0077
NM_00100130
iR_388347
KC825358
NM_008131
NM_008169
NM_008170.2
NM_008171
NM_010350.2
NM_145451.3
NM_008302.3
NM_008326.1
NM_008491.1
NM_010758.2
NM_016976
NM_00108141
;4\IM_00871 34
NM_008712.2
NM_011063
NM_009127
NM_009128
NM_024450.2

NM_009115.3

NM_023719.2

sense primer

CTCTGGCTCCCAAGCACATC

GTCCTTGAAGCGAATGCTG
G
GAGAGCTTTTGCTAATGGGA
TGG
ACTGACCGGCCTGTATGCTA

GTGGGCAGCCTGTTCCTCA

CATCGTGGCTACTGCTGGA
C
CAGAACTGTGACACAAGGTT
GAGC
GCAGTCCGAGCTTTCAGAG
cc
TGTGTCCGTCGTGGATCTGA

ACCAGCTTACGGCCAACAG
TG
CTCACTGACTGTGTTTGGTG

CACTACCGGGCCTGCTTGT
AT
GCTGTACCTGCTGGACCGC
T

GGTTCTGCATCGACATCC

GCTACAACACCCACGAGAA
GAG
GCTTCTGCATCGACATCC

GCCCAGAAGTTGTGGGGTT
C
GTGCGAGTCGGACTTGGTC
CG
ACGAAGACGCGGACTGAGT
ACT
CCAGTTCGCCATGGTATTT

GAGACATCCCCAACTCAGG
GAGAC
CCATTTTGTCCTACCCG

GGATATAATGCATGACTATC
CA
GCAAGACAGACTACACGAC
ATTGA
AGTTTTTGGCAACAGCGACA

CAAGGAGGACATCCCCAGT

TCTTGTCCCTATAGCCCAAT
CCAG
AGTGTTGCTCGTGAGCCTGT
G
TCACACCGTGAACCCTGAG
ATTGT
GCCCTCATTGATGTCTTCCA

CAAGTTCGGCTTCGAGCTTC

22

antisense primer

CCCAAAATCAGACAGGCTT
EZTTCTCAAGATGGCAGAT
gCCTGGCAACCTCTCTGG
-CI-)AGTCTCAG TGGGGGTGA
QZTGCGGGCTTGGTCAGG

TGGACCCCTTTTTCCTCTT
T
CTGGCAATTCTTGGCATGG
ACTG
GCTATACCGGGTCCTCTCT
GG
TTGCTGTTGAACTCGCAGG
AG
TGTCTATACGCAGCCAGGT
TGTTC
GAGGTGCCACCAGAACTTT
C
GCATGGCCTTGGTGCTAAA
GTTG
GCAGTGAGGAAGCCACTA
TGATC
GTGAGCCCACAGCCATGA
CT
GAGAGGGTCCACGCTTTC
C
CCATGTCTGCCCGCTTGTA

TCCATACTCATAGACGGTG
cc
TGCCTGAAAGGCAAAGGT
CTCC
CAGAGGCAATGATGAATAA
GTCAC
GGGTGAAACGTTCCTTCAG
T
TGTGCGGGACTTGAAGAC
CA
GTCATGATCTTGTAGTTGC
T
GTCATGATTTTGTAGTTGC
T
GAGTACCTCGTCCCGGTA
GA
GCAGGGTCTCCTCTCTGTA
GATATG
CTTCAGCACACGGGTTCTG
TA
AGCTCAGAGCGCGTGTTC
AA
CCTGCAGATCCATGTCCAG
CTA
TGCTTGCTCTGCCTCTTGA
CCTAT
GAGAGAGCTCGTTGTTGAT
AAGCT
ACACTTACCTTGCCAATGG
C

Amplicon
(bp)
151

157
162
244
401
116
177
206
150
138
457
249
219
162
314
150
129
123
182
113
290
246
232
112
121
184
130
140
160
101

379

r2

0,98
0,96
0,95
0,99
0,99
0,96
0,99
0,98
0,99
0.995
0,99
0,99
0,99
0,99
0,97
0,98
0,98
0,99
0,99
0,98
0,99
0,97
0,98
0,94
0,99
0,98
0,98
0,99
0,99
0,93

0,98

1,8
2,4
21
2,2
1.9
2,2
1,6
1,9
1,9
2,14

21

1,9
1,8
2,5
1,8
2,2
1,8
2,2
2,3

1,9

21

1.9

2,3

1,9

1.9

1.9



Tabelle 1: Aufzdhlung der verwendeten Primer. Die Primer werden mit der GenBank-
Nummer und der Amplicon-Lange aufgeflihrt. Fir jedes Primerpaar wurde der lineare
Regressionskoeffizient r2 und die Effizienz E bestimmt.

Primer Protokoll
Cyba (Jawien et al., 2012)
GAPDH (Vandesompel:l,.’DZeO,OF;e)\ttyn, Poppe, &
Gpx6 (Gornicka et al., 2011)
IBA-1 (Nandi et al., 2012)
Irgm1 (H. Xu et al., 2010)
MAG (Frob et al., 2012)
Scd 1-3 (Vandesompele et al., 2002)
S100B (Sandhir, Onyszchuk, & Berman, 2008)
Txnip (Chen et al., 2010)

Tabelle 2: Protokolle der Primer. Es werden die Publikationen, die als Quelle dienten,
aufgefihrt.

2.3.3 Gelelektrophorese

Nach dem Testlauf mit konventioneller PCR wurde die Ampliconlange des
Primers mittels Gelelektrophorese ausgewertet. Durch Auftragen der Proben
auf Agarosegel wurden die einzelnen DNA-Moleklile unter Anlage von

elektrischer Spannung ihrer Grofie nach aufgetrennt.

150 ml 2 %-iges Agarosegel

e 3 g Agarose
e 150 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) 0,5x

1150 x TAE-Puffer-Stockldsung
e 242 g Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

o 57,1 ml konzentrierte Essigsaure
e 100 ml Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 0,5 M mit einem pH von 8

e mit destilliertem Wasser auf 1 | auffillen
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Die Agarose wurde in dem TAE-Puffer aufgekocht und daraufhin wurde Gel
Red Nucleic Acid Stain der Firma Biotium (Hayward, Kalifornien, USA)
hinzugegeben. Gel Red interkaliert mit der DNA und verandert dadurch sein
Absorptionsspektrum, was eine starkere Anregung durch UV-Licht bewirkt. Die
Proben wurden mit Blue Orange 6x Loading Dye von Promega (Fitchburg,
Wisconsin, USA) vermischt. Als Marker wurde die 100 Basenpaare DNA-Leiter
von Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA) verwendet. Dieser Marker zeigte die
Basenpaarlange in einem Bereich von 100 bis 1500 Basenpaaren an.

Unter der Spannung von ungefahr 110 bis 130 V bewegten sich die DNA-
Molekule aufgrund ihrer negativen Ladung auf die positiv geladene Anode hin.
Besonders kleine Fragmente durchliefen die Poren des Gels schneller und
befanden sich am Ende der Gelektrophorese nah an der Anode. Das Ergebnis
wurde unter Einwirkung von UV-Licht fotografiert. In Abb. 3 wird ein Beispielbild
gezeigt.
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--100 b.p.
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Abb. 3: Gelelektrophorese. M bezeichnet die 100 Basenpaare DNA-Leiter, die als
GroRenmarker herangezogen wird. Die erwartete PCR ProduktgréRe (in Basenpaaren b.p.) ist
in Klammern neben dem Namen des Transkriptes angegeben.

2.3.4 Real-time/quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Um die aktuellen Transkriptionsvorgange in einem Gewebe darzustellen, ist es
sinnvoll, statt DNA die messenger Ribonukleinsaure (mMRNA) zu vervielfaltigen.

In unserem Fall konnte durch Quantifizierung der mRNA, die Genexpression
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von Genen, die in den NO-Signalweg im Striatum involviert sind, ermittelt

werden.

Die real-time/quantitative PCR (qPCR) beruht genau wie die konventionelle
PCR auf dem Prinzip der exponentiellen Amplifikation von DNA. Bei der qPCR
werden die Produkte allerdings nicht mithilfe von Gelelektrophorese
ausgewertet, sondern in Echtzeit simultan mit der Vervielfaltigung ermittelt und
am Ende der PCR auf dem Bildschirm des Thermocyclers angezeigt.

Die Kombination dieser beiden Methoden wurde als qRT-PCR bei Genen, die
im PCR-array altersabhangig signifikant verandert vorlagen, angewandt.
Zusatzlich untersuchten wir die Expression von Genen, die fur die striatale
Plastizitat von Bedeutung sind, wie die der Dopamin-Rezeptoren, der mGIuR’s
und des Cannabinoid-Rezeptor 1 (CB1). AuRerdem wurde die Expression von
Genen, die mit oxidativem Stress und dem Immunstatus assoziiert werden,

untersucht.

2.3.4.1 Isolierung von mRNA und Transkription in cDNA

Die Isolierung erfolgte mit dem Quickprep Micro mRNA Purification kit (GE
Healthcare, Buckinghamshire, GroRbritannien). Die Gewinnung von cDNA aus
mMRNA erfolgte mit dem first strand cDNA Synthesis kit (Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland) und wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Als
Produkt der reversen Transkription entstand intronfreie complementary DNA
(cDNA). Es wurden 8 pl purifizierte mRNA zu 7 ul Reaktionsmix des first strand
cDNA Synthesis kit hinzugefugt. Nach Inkubation von einer Stunde bei 37 °C
wurde die Reverse-Transkriptase-Reaktion durch Einfrieren auf -20 °C

gestoppt.

2.3.4.2 Fluoreszenzdetektion

Die Fluoreszenzdetektion wurde mit dem SYBR Green Master mix kit (Applied

Biosystems, US) realisiert. SYBR Green ist ein Cyanin-Farbstoff, der zur
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Detektion von doppelstrangiger DNA genutzt wird. Der Farbstoff interkaliert mit
der DNA und bildet einen fluoreszierenden DNA-Komplex, der blaues Licht
absorbiert und grunes Licht emittiert (Holzapfel & Wickert, 2007). Das
Absorptionsmaximum liegt bei Amax = 494 nm. Die Fluoreszenzmessung fand
am Ende jedes Elongationszyklus statt. Mit dieser Methode kann nicht
zwischen verschiedenen PCR-Produkten unterschieden werden. Sie ist sehr
sensitiv, aber wenig spezifisch (Holzapfel & Wickert, 2007). Daher wurde im
Anschluss an die PCR stets eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Mithilfe
der Analyse der Lange der DNA-Fragmente konnten diese auf ihre Spezifitat

hin untersucht werden. Abb. 4 zeigt eine beispielhafte Schmelzkurvenanalyse.

37

-dF/dT

07 e

5.0 70.0 5.0 20.0 25.0 an.0 a5.0
Tm: 32 6

Termperatur (°C)

Abb. 4: Schmelzkurve nach Amplifikation des DNA-Fragments von TXNIP: Das Produkt
wurde kontinuierlich bis auf 95 °C erhitzt und die entstehende Fluoreszenz wurde gemessen.
Die Abbildung zeigt auf der x-Achse die Temperatur und auf der y-Achse die
Fluoreszenzanderung pro Zeit (dF/dT). Die Fluoreszenz ist bei einer Temperatur von 82,6 °C
bei diesem Produkt am héchsten.

2.3.4.3 gRT-PCR-Protokoll

Die qRT-PCR wurde in optischen MicroAmp Platten mit 96 Spalten, die jeweils

ein totales Volumen von 10 pl, bestehend aus SYBR Green PCR Master mix
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(Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien, USA), cDNA (100 bis 150 ng) und
den Primern, enthalten, durchgeflihrt. Die Experimente wurden mit einer
StepOne real time PCR-Maschine (Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien,
USA) durchgeflhrt.

Folgendes Protokoll wurde benutzt:

¢ Initiale Inkubation flr 2 min bei 50 °C, um Uracil-DNA-Glycosidase zu aktivieren

e 10 min bei 95 °C um Uracil-DNA-Glycosidase zu hemmen und die AmpliTaq
Gold Polymerase zu aktivieren

e 15 s bei 95 °C zur Denaturierung

e 2 min bei 50 °C zum Annealing 40 Zyklen

e 1 min bei 60 °C zur Elongation

Die Uracil-DNA-Glycosidase ist im PCR Ansatz enthalten, um Verunreinigungen
durch zuvor stattgefundene Experimente entgegenzuwirken. Sie entfernt am
Anfang der neuen Untersuchung alle Uracil-Reste aus DNA-Molekilen, die aus
einer vorherigen PCR stammen und den Reaktionsansatz kontaminieren

konnten.

2.3.4.4 Berechnung der Effizienz (E) mittels absoluter Quantifizierung

Um die Effizienz E der PCR zu bestimmen, wurde fur jedes benutze Primerpaar
eine Standardkurve aus unterschiedlichen Verdinnungsstufen hergestellt. Die
DNA-Proben wurden schrittweise bis 1:64 verdunnt. Die Standardkurve wurde
aus den cycle threshhold (Ct)-Werten der verschiedenen Verdunnungen
berechnet.

Der Ct-Wert entspricht der Anzahl der Zyklen, die nétig sind, damit das echte
Fluoreszenzsignal signifikant das Hintergrundrauschen der Fluoreszenz
Ubersteigt (Holzapfel & Wickert, 2007; Michael Walter Pfaffl, 2004). In der
Startphase der PCR ist die DNA-Menge am geringsten und die
Wahrscheinlichkeit, dass sich DNA, Primer und DNA-Polymerase treffen,
gering. Zum Ende der PCR ist die Menge an Zielsequenz so stark angestiegen,

dass die DNA-Fragmente hybridisieren und so die PCR hemmen. Man spricht
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von der Plateauphase. Zwischen Startphase und Plateauphase befindet sich
die exponentielle Phase, in der unter optimalen Verhaltnissen ein Anstieg der
DNA pro Zyklus um den Faktor 2 beobachtet werden kann. In der Realitat gilt
als guter Wert fir E ein Bereich zwischen 1,7 bis 1,9, der Schwankungen von
1,5 bis 2,0 aufweisen kann (Michael Walter Pfaffl, 2004). Der Beginn der
exponentiellen Phase wird zur Quantifizierung genutzt und als Ct-Wert
beschrieben (Holzapfel & Wickert, 2007; Michael Walter Pfaffl, 2004). In Abb. 5
wird eine exemplarische Standardkurve gezeigt. Bei der Standardkurve wird der

Ct-Wert gegen den Logarithmus der Menge der eingesetzten DNA aufgetragen.
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Abb. 5: Standardkurve der Expression von 24p3r: Die Standardkurve ergibt sich aus der
VerdUnnungsreihe der Probe bis zu 1:64. Auf der x-Achse wird der Logarithmus der Kopienzahl
von 24p3r gezeigt. Die y-Achse bildet den errechneten CT-Wert ab.

Die Bestimmung der Standardkurve wurde pro Primerpaar zweifach
durchgefuhrt. Aus der Steigung der Standardkurve kann E der gRT-PCR
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bestimmt werden (Pfaffl, 2001). Die Effizienz berechnet sich aus folgender

Formel:

E=10 (-1/Steigung)

Zuséatzlich zur Effizienz wurde der lineare Regressionskoeffizient r? fiir jedes

Primerpaar bestimmt.

2.3.4.5 Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression der Zielsequenz zu der
Expression eines Housekeeping-Gens (HKG) normalisiert. Das HKG ist ein
Referenzgen, das sich durch eine ubiquitire und homogene Expression
auszeichnet (Michael Walter Pfaffl, 2004) und leicht zu detektieren ist. Auch bei
Krankheit, Stress oder unter Medikamenteneinfluss sollte die Expression nicht
variieren (Holzapfel & Wickert, 2007). Der Vorteil dieser Normalisierung besteht
darin, dass Fehler in der experimentellen Probe, wie zum Beispiel Variationen
in der Menge der Ausgangs-DNA, gleichermalen das HKG und die
Zielsequenz betreffen und sich in den nachfolgenden Berechnungen
gegenseitig aufheben (Michael Walter Pfaffl, 2004). In der vorliegenden Arbeit
wurde als HKG B-Aktin gewahlt, das zu den gebrauchlichsten HKG zahlt.

Die Ermittlung des Expressionsunterschieds zwischen HKG und Zielgen
erfolgte nach der 222CMethode (Michael Walter Pfaffl, 2004; Pfaffl, 2001;
Sergeeva et al., 2003; Yanovsky et al., 2011).

ACt = Ct (Zielgen) - Ct (B-Aktin)
AACt = ACt (6-24 Monate alte Mause) — ACt (2-3 Monate alte Mause)

Der relative Unterschied in der Genexpression zwischen den Altersgruppen
(Ratio) und normalisiert zum HKG berechnet sich aus folgender arithmetischen

Formel:

Ratio = 2-2ACt
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Durchschnittliche 224t -Werte der jungen Mause wurden als 100 % angesehen
und die Werte der anderen 3 Altersgruppen als prozentualer Anteil im Vergleich

zu dieser Gruppe berechnet (Chepkova et al., 2015).

2.3.5 PCR-array

Um Veranderungen im NO-Signalweg im Alter zu untersuchen, wurde das PCR
array ,Mouse Nitric Oxide Signaling Pathway“ (SA Bioscience, A Quiagen
Company, Venlo, Niederlande) verwendet. Durch ein PCR-array kann das
Expressionsprofil von sehr vielen Genen gleichzeitig ermittelt werden. Es stellt
ein nutzliches Werkzeug zur Untersuchung von komplexen biologischen

Prozessen, wie zum Beispiel dem Altern, dar (Park et al., 2009).

Das array enthielt in den Proben A1 bis G12 die gebrauchsfertigen PCR-Primer
fur 84 Gene, die in den NO-Stoffwechsel involviert sind oder mit oxidativem
Stress und antioxidanter Abwehr assoziiert sind. Inbegriffen sind zum Beispiel
Gene, die zur NO-Synthese und zu dem Superoxidmetabolismus beitragen;
aullerdem Gene, die an der Antwort auf oxidativen Stress teilhaben und durch
NO entweder induziert oder gehemmt werden.

Weiterhin waren in HO1 bis H12 einige Kontrollen enthalten. In HO1 bis HO5
befanden sich folgende HKG: [(-Aktin, B2m, Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase  (GAPDH), Hitze-Schock-Protein 90  (Hsp90) und
Glucoronidase B (Gusp). Die Ergebnisse der RTg-PCR konnten entweder zu
dem durchschnittlichen Ct+-Wert von bis zu funf HKG normalisiert werden oder
zu dem Ct+Wert eines HKG. Die Ermittlung des HKG wurde mittels t-Test
durchgefihrt. Der t-Test wurde auf den individuellen 2°°-Wert jedes HKG
angewandt. Diese Methode hatte sich bereits in anderen Studien, die mit einem
PCR-array arbeiteten, bewahrt (Schmittgen & Livak, 2008; Tanaka et al., 2012).
B-Aktin zeigte die geringste Differenz in der Genexpression zwischen jungen (3
Monate) und alten (18 Monate) Mausen und den besten Signifikanzwert (p-
Wert).

Aufschluss Uber Kontamination mit genomischer DNA erbrachte Probe H6. Die
genomische DNA Kontrolle enthielt ein Primer-Set, das nichttranskribierte
genomische DNA mit hoher Sensitivitét erkannte. Bei einem Wert C®°¢ < 30
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wurde von einer Kontamination ausgegangen und die Analyse musste nach
Reinigung der RNA-Proben wiederholt werden.

Von H10 bis H12 befanden sich positive PCR Kontrollen (PPC), um die
Effektivitat der Polymerasekettenreaktion zu testen. Der Wert sollte C{PP¢ = 20 +
2 betragen. Hohere Werte oder Werte mit grof3erer Variabilitat stellten ein Indiz
fur die Anwesenheit von Hemmstoffen der Polymerasekettenreaktion dar.

In den Proben HO7 bis HO9 befand sich die Reverse Transkriptionskontrolle
(RTC). Ein Wert von CtR™® -Ct"PC > 5 zeigte eine Einschréankung der Reverse
Transkriptase Reaktion an. Die Qualitat und Reinheit der RNA sollte daraufhin
Uberpruft werden.

Ein array wurde ohne cDNA getestet und diente als Negativkontrolle. So wurde
die Temperatur Tm ermittelt, bei der die Primer denaturierten. Amplifizierte
PCR-Produkte, die persistierende Primer-Artefakte in der Schmelz-
kurvenanalyse, eine Tm unter 75 °C oder eine doppelgipflige
Schmelzkurvenanalyse zeigten, wurden aus der Studie ausgeschlossen. Dazu
gehorten Epx, Gpx2, Gpx5, Hmgb1, Idh1, Naxal und Txnrd2.

2.4 Feldpotenzialanalyse

Die Feldpotenzialableitung wurde von Frau Dr. Chepkova durchgefuhrt. Nach
mindestens zweistindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde ein einzelner
Schnitt, der vorher wie in 2.2.1 beschrieben behandelt wurde, in die
Ableitkammer Uberfuhrt. Die Kammer wurde kontinuierlich mit aCSF, das eine
Flussgeschwindigkeit von 1,5 bis 2 ml/min aufwies, versorgt. Die Temperatur
innerhalb der Ableitkammer betrug 32 °C.

Zur Erzeugung des Feldpotenzials wurde eine bipolare Stimulationselektrode
aus Nickel und Chrom auf die subkortikale weile Substanz an der Grenze
zwischen Cortex und Striatum positioniert (Abb.2 und Abb.6). Zur Registrierung
wurden Mikropipetten, die mit aCSF geflllt waren, mit einem Abstand von 0,3
mm von der Stimulationselektrode im Striatum platziert. Mit diesem
Versuchsaufbau konnten  kortikostriatale  Feldpotenziale mit einem
niederohmigen Widerstand von 2 bis 4 mQ an den Mikropipetten gemessen
werden. Nach einer initialen Testphase von Stimulus und Antwort wurde die

Intensitat des Stimulus so angepasst, dass die postsynaptische Antwort 50 bis
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60 % des maximal erreichbaren Wertes betrug. Dieser Wert wurde mit einer
Stimulationsfrequenz von 0,033 Hz erreicht. Die Experimente wurden entweder
mit hochfrequenter elektrischer Stimulation oder einem chemischen Stimulus
durchgefihrt. Zur chemischen Stimulation wurde DHPG (Abcam, Cambridge,

GroRbritannien), ein spezifischer Agonist an mGIuR 1, verwendet.

.\-
&
S

\

CS GP

Abb. 6: Schematische Zeichnung der Stimulationselektrode und der Messelektrode: Die
bipolare Stimulationselektrode aus Nickel und Chrom befindet sich an der Grenze zwischen
Cortex und Corpus Striatum (CS). Die mit aCSF geflillte Mikropipette befindet sich 0,3 mm von
der Stimulationselektrode entfernt im Striatum. An das Striatum grenzt der Globus pallidus
(GP).

Aufbau des Experiments

e 15-20 min Kontrollaufnahme
e DHPG: 10 min Perfusion mit 100 yM DHPG

e 60 min Kontrollaufnahme

Die Signale wurden verstarkt (Axoclamp) und mithilfe der Software Clampex
von pClamp (beides von Axon Instruments, Molecular Devices, Sunnyvale,
Kalifornien, USA) bei 10 kHz digitalisiert. Danach wurden sie mit der Software
Clampfit und dem Programm Excel offline am PC analysiert.

Es wurde der Durchschnitt von 10 aufeinander folgenden Signalantworten, die

innerhalb von 5 min aufgenommen wurden, errechnet. Der postsynaptische
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Antwortwert setzte sich aus dem Durchschnitt des minimal erreichten Wertes,
der von Beginn des positiven Gipfels bis hin zu der Negativierung des Gipfels
gemessen wurde, und aus dem Durchschnitt des maximal erreichten Wertes,
der von der Negativierung des Gipfels bis hin zur vollen Auspragung des
positiven Gipfels gemessen wurde, zusammen. Die gesamten Messungen
wurden zur Grundlinie normalisiert und gegen die Zeit aufgetragen. Als
Grundlinie wurde der Mittelwert, der zu Beginn jedes Experiments in der 15- bis

20-minutigen Kontrollaufnahme ermittelt worden war, festgelegt.

2.5 Multielektrodenarray (MEA)

Das MEA hat sich innerhalb der letzten dreiRig Jahre zu einer
Standardmethode der Elektrophysiologie entwickelt. Eine Vielzahl an
erregbaren Zellen kann mittels MEA untersucht werden: zentrale und periphere
Neuronen, Herzzellen, Retinazellen und Muskelzellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe von MEA die Auswirkung von
Dexamethason auf die neuronale Aktivitat im Corpus Striatum in vitro
gemessen.

Dazu wurde das StandardMEA (Multichannel Systems, Reutlingen, DE)
verwendet. Dieses ist 5 x 5 cm gro® und tragt auf seiner Oberflache 60
Elektroden, die zusammen ein Elektrodenraster bilden. In Abb. 7 erkennt man,
dass sich rechts und links jeweils 14 Elektroden und oben und unten jeweils 16
Elektroden auf dem MEA befinden.

a) b)
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Abb. 7: MEA a) Multielektrodenarray b) Kultivierungskammer und Elektroden
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In der Mitte des MEA befindet sich eine kreisrunde Zellkulturkammer mit einem
Radius von einem Zentimeter. Die Elektroden bestehen aus tausend 0,1 um
breiten Titannitritrohren. Der Widerstand wird durch die enorme Oberflache der
vielen Rohre verringert und gewahrleistet bessere Leitung. Die einzelnen

Kanale zur Ableitung kdnnen manuell ein- und ausgeschaltet werden.

2.5.1 Kultivierung von Neuronen auf dem MEA

Zur Entnahme des striatalen Gewebes wurden Wildtyp-Mause der Reihe C57
Black 6 am ersten postnatalen Tag nach den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes von Frau Prof. Dr. Sergeeva prapariert. Die Tiere wurden
aus der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) der Universitat Disseldorf erworben.

Nach der Dekapitation wurde das Gehirn entnommen und der olfaktorische
Cortex mit einem glatten Skalpellschnitt abgetrennt. Der nachste 2 mm dicke
Schnitt enthielt Corpus Striatum (Abb. 8). Mithilfe eines Mikroskops und zwei
Pinzetten wurde das Gewebe enthommen. Die extrahierten Zellen bestanden
aus Corpus Striatum und Globus Pallidus, da diese bei sehr jungen Tieren

schlecht voneinander getrennt werden kdnnen.

Abb. 8: Koronarschnitt des Gehirns einer
Maus. 1. Corpus Striatum, 2. Cortex, 3. Thalamus,
4. Ventrikel
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Das Gewebe wurde mit einem Skalpell zerkleinert. Um den Gewebeverbund zu
trennen, wurde das Gemisch aus striatalen Zellen mit der Endopeptidase
Trypsin fur 20 min bei 37 °C in einen Heizblock mit Ruttelfunktion gestellt.
Danach war das Gewebe auf den Grund des Eppendorfgefalles gesunken,
sodass das Trypsin mdglichst ohne Aufnahme von Gewebe abpipettiert werden
konnte.

Darauf folgten zwei Reinigungsschritte. Der erste beinhaltete eine Reinigung
der Zellen mit Dulbeccos Phosphate Buffered Saline 10x (DPBS) (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Diese Stockldsung wurde 1:10 verdunnt.
DPBS wurde in das Eppendorfgefald pipettiert und wieder ohne Gewebe
abpipettiert. Dieselbe Prozedur wurde danach mit MV10-LOsung vollzogen.

50 ml MV10-L6sung

e 43 ml Minimum Essential Medium x1, keine Verdinnung

e 5 ml Fetal Bovine Serum

e 500 pl Insulin x100 Stocklésung (um diese zu erhalten, wurde Insulin vom Rind
1:4 verdinnt zu 25 mM, 10 mg/ml )

o 500 pl Glutamin 200 mM

e 500 ul Hepes Hemisodium Salt 1 mM

e 500 pl 60 %-ige Glukoselosung

Sobald keine groReren Gewebepartikel mehr sichtbar waren, wurde das
Gewebe bei 2000 Umdrehungen pro Minute fir 6 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen, der Riickstand wurde mit 100 bis
200 ul MV10-L6sung verdinnt, gut gemischt und auf das MEA pipettiert. Die
Kulturen wurden bei 37 °C in den Brutschrank gestellt und nach 12 bis 24

Stunden wurde die MV10-L6ésung durch Neurobasalmedium ersetzt.

50 ml Neurobasalmedium
o 1 mlB27 10x Supplement (Invitrogen AG, Carlsbad, Kalifornien, USA)

e 500 plI Penicillin  Streptomycin, 5000 wunits/ml Penicillin, 5000 pg/ml
Streptomycin (Invitrogen AG, Carlsbad, Kalifornien, USA)

o 125 pl Glutamin 200 mM

o 48,375 ml Neurobasal Tm Medium (Invitrogen AG, Carlsbad, Kalifornien, USA)
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Pro MEA wurden ungefahr 1,6 ml Neurobasalmedium verwendet. Nach 6 bis 7

Tagen in vitro konnte die Versuchsreihe begonnen werden.

2.5.2 Messung

Das MEA wurde wahrend eines Versuchs durch eine Temperaturkontrolle bei
einer Temperatur von 37 °C gehalten. Eine Messung dauerte 2 Minuten.

Mithilfe des MEA konnten Aktionspotenziale unter verschiedenen Bedingungen
gemessen werden. Die extrazelluldaren Potenzialanderungen wurden
amplifiziert, gefiltert und durch einen Computer digitalisiert. Mit dem Programm
MC Rack wurden die Aufzeichnungen als Impulse dargestellt.

Die Beschaffenheit des digitalisierten Aktionspotentials eines einzelnen
Neurons ist wahrend eines Versuchs reproduzierbar und spezifisch fur dieses
bestimmte Neuron. Sie hangt auch von seiner Lage in Relation zur
detektierenden Elektrode ab. Je kleiner der Abstand eines Neurons zur

Elektrode, desto besser ist das Signal.

200 ml Hepes-Aufzeichnungslésung
e 1,75gNaCl 150 mM
e 0,49-0,5 g Hepes Hemisodium Salt 10 mM
e 0,36 g Glukose 10 mM
e 1,5mlKCI3,5mM
e 1,5mlCaCl2mM

o Ampuwa (Wasser flr Injektionsldsungen)

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten des Gen arrays, der PCR und der
elektrophysiologischen Untersuchungen wurde mit der Software GraphPad

Prism5 durchgefuhrt. Die Darstellung der Daten erfolgte durch den Mittelwert +
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den Standardfehler. Die Daten jeder Gruppe wurden aus Schnitten, die von
mindestens vier verschiedenen Tieren stammten, erhoben.

Um die Analyse der Genexpression zu realisieren, wurde eine einfache
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Dunnett's Test und dem Mann-Whitney-U-
Test durchgeflhrt.

Die elektrophysiologischen Daten wurden mit dem Abhangigen t-Test und dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur zusammengehdrige Paare analysiert.

Um die Verteilung von LTD zu LTP zu ermitteln, wurden der Chi-Quadrat-Test

und der Exakte Test nach Fisher herangezogen.

Die statistische Analyse der Ergebnisse der Wirkung von Dexamethason auf
die Neurone im Corpus Striatum wurde in Excel mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test durchgeflhrt.

Zur Ermittlung der Genexpression von GFAP im Striatum wurden die
durchschnittlichen Werte zwischen den unterschiedlichen Altersgruppen mithilfe

von Excel statistisch verglichen.

3. ERGEBNISSE

3.1 Histologische Korrelate des Alterungsprozesses und deren
molekulare Validierung

Die Genexpression von GFAP wurde mithilfe von fluoreszierendem GFP unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Zur Validierung wurde anschlieRend
zusatzlich der GFAP-mRNA-Gehalt mittels qRT-PCR analysiert.

Die Anzahl der unter dem Lichtmikroskop untersuchten Schnitte wurden mit n
(number) angegeben. Von den 12 untersuchten Tieren waren 5 Tiere 18
Monate alt (n = 47) und 7 Tiere 2 bis 3 Monate alt (n = 94). Die Zahlung der
GFP-positiven fluoreszierenden Zellen ergab, dass die Zahl GFAP-
exprimierender Zellen im Striatum von alten Tieren dreifach hdher war als bei
jungen Tieren (7,8 £ 0,4 pro Feld bei alten Tieren, 2,7 £ 0,7 pro Feld bei jungen
Tieren, p < 0,005, Mann-Whitney-U-Test) (Abb.9).
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Abb. 9: Anzahl der GFAP+-Zellen: GFAP+-Zellen/300 um?2 im Corpus Striatum bei alten (18
Monate) und jungen (3 Monate) Tieren

In Abb. 10 werden die fluoreszierenden GFAP-exprimierenden Astrozyten im

Corpus Striatum der Maus gezeigt.

a)

Abb. 10: Fluoreszierende GFAP-exprimierende Astrozyten im Corpus Striatum der Maus.
Aufnahme mit Fluoreszenzmikroskop a) 2 Monate alt b) 18 Monate alt. Der rot umrandete
Ausschnitt stellt ein Feld von 300 um2 dar.

Die vermehrte Genexpression von GFAP wurde zusatzlich mittels gqRT-PCR
nachgewiesen. Als Referenzgen wurde B-Aktin verwendet. Es wurden Mause
im Alter von 18 Monaten (n = 4), 12 Monaten (n = 4), 6 Monaten (n = 8) und 3
Monaten (n = 8) untersucht. Die Analyse des mMRNA-Gehalts ergab eine auf
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mehr als das Doppelte gesteigerte Expression von GFAP bei den 18 Monate
alten Tieren im Vergleich zu den 3 Monate alten Tieren (p = < 0,05, Mann-
Whitney-U-Test). In Abb. 11 erkennt man, dass bei 3 Monate alten Mausen ein
geringerer GFAP-Gehalt als bei 6 und 12 Monate alten Mausen nachgewiesen

werden konnte.
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Abb. 11: GFAP mRNA-level im Corpus Striatum von Mausen in verschiedenen
Altersklassen. Bei 18 Monate alten Tieren hat sich der GFAP-Gehalt um mehr als das
Doppelte gesteigert im Vergleich zu den 3 Monate alten Tieren. Bei 6 und 12 Monate alten
Tieren konnte ein geringerer GFAP-Gehalt als bei 3 Monate alten Tieren nachgewiesen
werden.

Weiterhin ergab die qRT-PCR, dass auch andere gliale Marker wie S1003 und
IBA1 im Corpus Striatum im Alter erhdht vorlagen. Das mRNA-level von S10083
uberschritt bei alten Mausen deutlich den Wert von jungen Mausen (p < 0,01,
junge Tiere n = 9, alte Tiere n = 12, Mann-Whitney-U-Test). Auch das flr
Makrophagen und Mikroglia spezifische kalziumbindende Protein IBA1 erwies
sich im Alter als signifikant erhoht (p < 0,05, junge Tiere n = 10, alte Tiere n =
10, Mann-Whitney-U-Test).

Der Glutamat-Transporter 1 (GLT-1), die Glutamin-Synthase (GS) und der
oligodentrozytare Marker Myelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG) zeigte keinen

Unterschied in der Expression bei jungen und alten Tieren.
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3.2 PCR-array und Validierung durch gqRT-PCR

Zur grafischen Veranschaulichung der Ergebnisse des PCR-arrays konnten 31
der 84 Gene ausgewahlt und mit dem Analyseprogramm des PAMM-062Z-
array in einem Cluster-Diagramm (Abb. 12) dargestellt werden. Die Proben
wurden automatisch in zwei unterschiedliche Altersgruppen aufgeteilt (junge
Tiere: n = 8, alte Tiere: n = 7). Bestimmte Gene wurden durch Linien auf der
linken Seite der Abbildung zu Gruppen verbunden, die als koregulierte Gene

angesehen wurden.

a) jung alt b)

123456781234567

max

Level der Genexpression
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relative Anderung
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o PCR array PAMM-062Z  m conventional Q-PCR

min

Abb. 12: 12a) Cluster-Diagramm des PCR-arrays PAMM-062Z: Die rot hinterlegten Gene
wurden im Alter signifikant hochreguliert und die blau hinterlegten Gene wurden im Alter
signifikant weniger exprimiert. 12b) Validierung des PCR-arrays mittels qRT-PCR: In der
Validierung mittels gRT-PCR waren eNOS, Txnip, Aass und Pea15 nicht signifikant verandert.

In Abb. 12a wird deutlich, dass Gene wie Txnip, Scd2, Gpx6 und Cyba, die alle
bei oxidativem Stress eine Rolle spielen, im Gen-array im Alter signifikant
erhoht vorlagen. Zusatzlich erhoht waren Gene wie B2m und Irgm1, die in die
Immunantwort involviert sind. Die Untereinheit NR1/Grin1 des NMDA-Rezeptors
wurde im Gen-array bei alten Tieren vermindert exprimiert. In Abbildung 12b
werden Gene aufgeflhrt, deren gesteigerte oder verminderte Expression
sowohl im PCR-array als auch bei der Validierung des arrays mithilfe von gRT-
PCR nachgewiesen werden konnte. Allerdings konnten in der Validierung des
arrays keine signifikant veranderten mRNA-Level fir eNOS, Txnip, Aass und

Pea15a bestatigt werden.
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3.2.1 Molekulare Marker fur Oxidativen Stress

Die statistische Auswertung der Gene, die mit oxidativem Stress in Verbindung
stehen, erfolgte mit der einfachen Varianzanalyse (ANOVA) mithilfe des
Dunnett's Test und des Mann-Whitney-U-Test. Zusatzlich zu den erhohten
glialen Markern lieRen sich Marker fur erh6hten oxidativen Stress nachweisen.
Txnip, das die Thiol-Oxidoreduktase Thioredoxin hemmt, konnte im PCR-array
signifikant erhoht bei alten Tieren nachgewiesen werden. Bei der Validierung
mithilfe von qRT-PCR blieb die Signifikanz aus, allerdings konnte eine Tendenz
zu erhohten Werten im Alter gefunden werden. Cyba, das eine Untereinheit der
NAD(P)H-Oxidase darstellt, lag bei alten Tieren (n = 7) im Vergleich zu jungen
Tieren (n = 8) signifikant erhoht vor (Abb.13). Die Glutathionperoxidase Gpx6
war ebenfalls bei alten Tieren (n = 8) im Gegensatz zu jungen Tieren (n = 9)
signifikant erhoht. Die Stearoyl-CoA-Desaturase Scd2, die sich in der Membran
des Endoplasmatischen Retikulums befindet und eine wichtige Rolle im Fett-
und Energiestoffwechsel spielt, zeigte ein signifikant erhdhter mRNA-Level bei
alten Tieren (n = 9, junge Tiere n = 8). Abb. 13 gibt einen Uberblick Uber die

Gene, die mit oxidativem Stress in Verbindung stehen.
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Abb. 13: Uberblick iiber Gene, die in den Redox-Status involviert sind: Die Abbildung
zeigt, dass alle der oben aufgefiihrten Gene im Striatum von alten Mausen angestiegen sind.
Cyba, Gpx6 und Scd2 sind signifikant angestiegen (p < 0,05). Die Daten stehen in Relation zu
den Daten der jungen Tiere (3 Monate alt), die als 100 % angesehen werden.
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3.2.2 Molekulare Marker fur immunologische Prozesse und Entzindung

Die statistische Auswertung erfolgte ebenfalls mit der einfachen Varianzanalyse
(ANOVA) mithilfe des Dunnett’'s Test und des Mann-Whitney-U-Test. Irgm1 ist
eine mit dem Immunsystem assoziierte GTPase, die die Resistenz des Korpers
gegen intrazellulare Pathogene reguliert. Bei alten Tieren (n = 9) im Vergleich
zu jungen Tieren (n = 7) lag das mRNA-Level von Irgm1 deutlich erhéht (p <
0,001) vor.

Auch Lcn2, das von Zellen des ZNS als Antwort auf entzliindliche Prozesse,
Infektionen oder Verletzungen freigesetzt wird, wies bereits bei Mausen im
mittleren Alter von 12 bis 13 Monaten (n = 6) eine signifikante Erhdhung des
mRNA-Levels auf (p < 0,05) (Abb. 14). Bei alten Tieren (18 Monate, n = 9)
konnte im Vergleich zu jungen Tieren (n = 8) ebenfalls eine signifikante
Steigerung der Lcn2-Expression gezeigt werden (p < 0,01). Abb. 15 gibt einen
Uberblick Uber den Anstieg der Marker fiir immunologische Prozesse und
Entzindung im Alter.
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Abb. 14: Anstieg des relativen mRNA-Level von Lcn2: Die Abbildung zeigt, dass der mRNA-
Gehalt von Lcn2 mit dem Alter deutlich angestiegen ist. Die Daten stehen in Relation zu den
Daten der jungen Tiere (3 Monate alt), die als 100 % angesehen werden.
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Abb. 15: Uberblick iiber die Marker fiir immunologische Prozesse und Entziindung: Es
wird sichtbar, dass die Marker fur immunologische Prozesse und Entziindung im Striatum von
alten Mausen im Vergleich zu jungen Mausen deutlich angestiegen sind. Die Daten stehen in
Relation zu den Daten der jungen Tiere (3 Monate alt), die als 100 % angesehen werden.

3.2.3 Molekulare Korrelate der NO-Signalkaskade

Die Analyse der Rezeptoren und Enzyme, die durch den NO-Signalweg in die
synaptische Plastizitat des Corpus Striatum involviert sind, erfolgte mittels qRT-
PCR. Die statistische Analyse der Daten wurde fur alle Werte durch die
einfache Varianzanalyse (ANOVA) mithilfe des Dunnett’'s Test und des Mann-
Whitney-U-Test durchgeflhrt. Es wurde eine Tendenz zu einem niedrigeren
mRNA-Level fur alle Untereinheiten des NMDA-Rezeptors im Alter aufgezeigt
(Abb.16). Eine signifikante Abnahme wurde allerdings nur bei NR1 (Grin1)
beobachtet. In der Altersgruppe der 6 Monate alten Tiere wurde bereits eine
deutliche Abnahme des mRNA-Levels, das fur NR1 (Grin1) kodiert, festgestellt
(p < 0,001, n =7, junge Tiere n = 11). Interessanterweise nahm NR1 (Grin1) am
starksten in der Altersgruppe der 12 Monate alten Tiere ab (p < 0,001, n =4, n
junge Tiere = 11) und nahm dann in der Altersgruppe der 18 Monate alten Tiere
wieder etwas zu. Allerdings zeigte sich im Vergleich zu den jungen Tieren
immer noch eine signifikante Abnahme des mRNA-Levels (p < 0,05, n = 4)
(Abb. 16 und Abb. 17).
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Abb.16: Uberblick iiber die Abnahme des mRNA-Gehalts der Untereinheiten des NMDA-
Rezeptors im Striatum: Eine abnehmende Tendenz ist bei allen Untereinheiten zu
verzeichnen, allerdings nahm nur NR1 (Grin1) signifikant ab. Die Werte werden in Relation zu
den Werten der jungen Tiere (3 Monate alt), die als 100 % angesehen werden, gezeigt.
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Abb.17: Verlauf des mRNA-Gehalts von NR1 (Grin1): Auffallig ist, dass der mRNA-Gehalt in
der mittelalten Altersklasse (6 Monate bis 12 Monate) am starksten abnimmt und dann wieder
etwas ansteigt, aber immer noch signifikant bei den alten Tieren (18 Monate) erniedrigt ist. Die
Werte werden in Relation zu den Werten der jungen Tiere (3 Monate alt), die als 100%
angesehen werden, gezeigt.

Der D1-Rezeptor stellte sich in der qRT-PCR-Analyse bei alten Tieren
signifikant erniedrigt dar (p < 0,05, n = 4, im Vergleich zu jungen Tiere n = 8).
Bei dem D2-Rezeptor konnte eine Tendenz zur Abnahme der mRNA-Level von

alten Tieren beobachtet werden. Die Werte erreichten jedoch keine Signifikanz.
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Bei mGIuR1, mGIuRS und CB1R wurden keine signifikanten Veranderungen
festgestellt.

Allerdings konnte im Striatum von alten Mausen eine signifikante Reduzierung
der nNO-Synthase ermittelt werden. Bereits im Alter von 12 Monaten war die
Abnahme signifikant (p < 0,05, n = 6, junge Tiere n = 6). Bei Mausen im Alter
von 18 Monaten zeigte sich die qRT-PCR-Analyse ebenfalls signifikant (p <
0,05, n = 7). Im Gegensatz zu den ermittelten Werten fur die nNO-Synthase
stiegen die Werte flr die eNO-Synthase im Alter. Der Anstieg war zwar nicht
signifikant, aber eine ansteigende Tendenz war deutlich sichtbar. Folglich
wurde im Striatum alter Mause entgegengesetzte Veranderungen in der
Expression der zwei wichtigsten Enzyme, die fur die NO-Synthese zustandig
sind, festgestellt.

Zusammenfassend erkennt man in Abb. 18 eine Abnahme des D1-Rezeptors,
des NMDA-Rezeptors und der nNO-Synthase. Der D1-Rezeptor und der
NMDA-Rezeptor sind die wichtigsten Rezeptoren flr die Aktivierung der NO-

Synthese durch striatale nitrinerge Neurone.
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Abb. 18: Signifikante Abnahme von NR1 (Grin1), nNO-Synthase und D1-Rezeptor im
Striatum alter Mause: Zusatzlich zu der Abnahme der nNO-Synthase nahmen auch der
NMDA1-Rezeptor und der D1-Rezeptor ab, die eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der NO-
Synthese durch striatale nitrinerge Neurone spielen. Die Werte werden in Relation zu den
Werten der jungen Tiere (3 Monate alt), die als 100 % angesehen werden, gezeigt.
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3.3 Wirkung von Dexamethason im Striatum

3.3.1 qQRT-PCR

In der qRT-PCR konnte in der Untersuchung von Schnitten des Corpus
Striatum nach 2 bis 6 Stunden Inkubation mit Dexamethason eine signifikante
Hochregulierung von Lcn2 (p < 0,05, n = 5) und eine signifikante Abnahme der
Expression von nNO-Synthase (p < 0,05, n = 5) nachgewiesen werden (Abb.
19). Zusétzlich wurde die Expression von GFAP, NR1(Grin1), dem Dopamin-1-
Rezeptor und dem Lcn2-Rezeptor 24P3R nach Inkubation mit Dexamethason

untersucht. Es zeigte sich allerdings keine signifikante Veranderung.
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Abb. 19: Wirkung von Dexamethason auf die Genexpression: Nach Inkubation von 2 bis 6
Stunden mit Dexamethason konnte beobachtet werden, dass Lcn2 und nNO-Synthase
signifikant verandert vorlagen. Die Daten werden in Relation zu der unbehandelten Kontrolle
gezeigt, wobei die Kontrolle als 100 % angesehen wird.

3.3.2 Immunhistochemie zum Nachweis von Lcn2

Nach immunhistochemischer Farbung der horizontalen Hirnschnitte mit dem
goat-anti-mouse-Lcn2-Antikorper zeigte sich unter dem Konfokalmikroskop
nach Inkubation Uber einen Zeitraum von insgesamt 4 Stunden bei
Raumtemperatur kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den mit

Dexamethason behandelten Schnitten. S100B-positive Gliazellen sowie weitere
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Zellen, die am wahrscheinlichsten Neurone darstellen, konnten durch

immunhistochemische Farbung visualisiert werden (Abb. 20).
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Abb. 20: a) Kontrollgruppe. b) Nach Zugabe von 10 uM Dexamethason. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Lcn2-positiven Zellen in der Kontrollgruppe und mit
Dexamethason bearbeiteten horizontalen Hirnschnitten. MAP-2 stellt einen neuronalen Marker
dar. Len2 ist Uberwiegend mit Neuronal Marker MAP-2 kolokaliziert, die S100(beta)-Farbung
macht Gliazellen sichtbar.

3.3.3 Feldpotenzialanalyse

Zur Untersuchung von altersabhangigen Veranderungen der synaptischen
Plastizitat wurden Feldpotenzialableitungen von Frau Dr. Chepkova
durchgeflhrt. Es wurde der postsynaptisch gemessene N2-Peak (Abb. 21) zur

Auswertung verwendet.
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Abb. 21: Darstellung des Feldpotenzials. Zur Analyse des Feldpotenzials wurde der N2-Peak

zur Auswertung verwendet.

Die Feldpotenzialanalyse von DHPG-induziertem LTD bei jungen Tieren (2 bis
3 Monate, n = 6, Schnitte = 8) und alten Tieren (12 bis 24 Monate, n = 7,
Schnitte = 8) ergab einen signifikant (p < 0,001, abhangiger t-Test) erniedrigten

N2-Peak bei den jungen Tieren und somit ein verstarktes LTD (Abb. 22).
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Abb. 22: Vergleich des DHPG-induzierten LTD bei jungen und alten Tieren. Bei jungen

Tieren ergab sich ein signifikant erniedrigter N2-Peak und somit ein verstarktes LTD.

Bei der Untersuchung von DHPG-induziertem LTD bei jungen Tieren (n = 6,

Schnitte = 6) nach einer Inkubation mit Dexamethason von 2 bis 6 Stunden
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wurde im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n = 5, Schnitte = 5) keine
signifikante Veranderung der LTD beobachtet (Abb. 23).
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Abb. 23: DHPG-induzierte LTD nach Inkubation mit Dexamethason bei jungen Tieren. Es
konnte keine signifikante Veranderung der DHPG-induzierten LTD bei den Schnitten, die mit
Dexamethason behandelt wurden, im Vergleich zu den unbehandelten Schnitten festgestellt
werden.

3.4 MEA

3.4.1 Messung in Hepeslosung

Die unmittelbare Wirkung von Dexamethason auf die Aktivitat der Neurone im
Corpus Striatum wurde mithilfe des MEA untersucht. Des Weiteren wurde der
Effekt des Glukokortikoid-Rezeptor-Antagonisten  Mifepriston auf die
Dexamethason-Wirkung evaluiert. Es wurden 11 in vitro Kulturen verwendet
und 6 verschiedene Parameter pro Messung ermittelt. Bei den Parametern
handelte es sich um spikes/min (s/m), bursts/min (b/m), interburst-interspike-
intervall (ib 1SI) spikes/burst (s/b), burst duration (bd) und r (ein Mald fur
synchrone neuronale Entladung). Es wurden insgesamt 13 Experimente
durchgefuhrt. In 6 Experimenten wurde Dexamethason in Anwesenheit von
Mifepriston appliziert, in 13 Experimenten wurde ausschliel3lich die Wirkung von

Dexamethason untersucht. Die Messungen fanden zwischen Tag 6 und Tag 42
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nach Kultivierung des Zellmaterials statt. Jede Messung dauerte 2 Minuten. Die
statistische Auswertung wurde flr alle Messungen in Hepeslésung mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test sowie dem t-Test durchgefuhrt. In Abb. 24 wird
ein exemplarisches Messprotokoll flir die Messungen in Hepes mit

Dexamethason dargestellt.
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Abb. 24: Messprotokoll der Messungen mit Dexamethason in Hepeslésung

Die Messungen ergaben nach Applikation von Dexamethason eine signifikante
Veranderung der Frequenz (ib ISI). Nach Zugabe von Dexamethason
verringerte sich die ib ISI im Durchschnitt auf 41,35 £ 4,9 % (p < 0,005, n = 13).
Die burst duration verringerte sich ebenfalls signifikant. Im Durchschnitt nahm
die burst duration auf 78,9 + 7,0 % (p < 0,05, n = 13) ab (Abb. 25). Nach

Zugabe von Mifepriston sowie Dexamethason nimmt die burst duration deutlich
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Abb. 25: Aktivititsdnderungen 1. Veranderungen der sechs gemessenen Parameter nach
Zugabe von Dexamethason im Vergleich zur Kontrollmessung vor Applikation von
Dexamethason, 2. Veranderungen nach Zugabe von Dexamethason zusatzlich zu Mifepriston
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im Vergleich zur Messung nur mit Mifepriston, 3. Verdnderungen nach Zugabe von Mifepriston
im Vergleich zur Kontrollmessung.

Weiterhin verringerten sich die spikes/min nach Applikation von Mifepriston
signifikant (53,06 + 16,60, p < 0,05, n = 6) im Vergleich zur Kontrollmessung.
Die bursts/min verringerten sich ebenfalls signifikant auf 56,56 + 18,06 (p <

0,05, n = 6) nach Applikation von Mifepriston im Vergleich zur Kontrollmessung.

Interessant ist, dass es nach Entfernung des Dexamethasons zu einer Erholung
der zuvor signifikant verringerten burst duration (86 + 9,70 %, p = 0,19, n = 13)
kommt. Die Frequenz (ib ISI) zeigt ebenfalls eine deutliche Zunahme nach
Entfernung von Dexamethason und liegt im Vergleich zur Kontrollmessung 1
immer noch signifikant verandert vor (79,01 + 7,97 %, p = 0,02, n = 13). Dies
zeigt Abb. 26.
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Abb. 26: Aktivitatsanderungen in der Kontrollmessung 2 nach Entfernung von
Dexamethason im Vergleich zu Kontrollmessung 1: Es wird eine Tendenz zur Erholung, der
zuvor signifikant veranderten Parameter (Frequenz/ib ISI und burst duration), beobachtet.

Im Ausschnitt eines Spikemusters (Abb. 27) erkennt man deutlich, dass sich die
burst duration nach Zugabe von Dexamethason verkurzte und nach Entfernung

von Dexamethason wieder zunimmt.
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Abb. 27: Ausschnitt des Spikemusters aus Kanal
72, MEA 20290. 25a) Hepesldsung vor Applikation von
Dexamethason 25b) Hepeslosung + Dexamethason 10
uM 25c¢) Hepeslosung nach Applikation von
Dexamethason

3.4.2 Messungen in Neurobasalmedium

In einer zweiten Versuchsreihe zur Bestimmung der Dexamethasonwirkung auf
die Neuronenaktivitdt im Corpus Striatum wurden erneut die bereits oben
aufgefuhrten sechs Parameter untersucht. Allerdings wurde statt Hepeslosung
Neurobasalmedium fir
Anderungen der Aktivitit nach 2 Stunden Inkubation mit Dexamethason
betrachtet. Es wurden 7 Kulturen nach einer Kultivierungsphase von 6 bis 20
Tagen untersucht. Jede Messung dauerte 120 Sekunden. Die statistische

Auswertung der Signifikanz wurde fur alle Messungen in Neurobasalmedium
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mit dem t-Test und dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test durchgeflhrt.

Folgendes Messprotokoll wurde verwendet (Abb. 28).
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Abb. 28: Messprotokoll der Messungen in Neurobasalmedium

Die Effekte von Dexamethason nach 2 Stunden Inkubation (Messung 3)
zeigten, dass die spikes/min verglichen mit der ersten Messung im Medium
(Messung 1) um 41.7 £ 19,4 % (p < 0.05, n = 7) gestiegen waren (Abb. 29 a).
Weiterhin nahm die burst duration auf 67,48 + 16,1 % (p < 0,05, n = 7) ab.
Vergleicht man Abb. 29b mit Abb. 29c erkennt man die Zunahme der
spikes/min nach Inkubation mit Dexamethason.
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Abb. 29: Vergleich von Messung 3 mit Messung 1 a) Aktivitdtsdnderung der Neurone im
Corpus Striatum nach 2h Inkubation von Dexamethason im Neurobasalmedium im Vergleich
zur Kontrollmessung vor Applikation von Dexamethason. b) Messung 1 in Neurobasalmedium

Kanal 22, Kultur 20290, c) Messung 3 nach 2 Stunden Inkubation mit Dexamethason, Kanal 22,
Kultur 20290.
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Weiterhin wurde die Akutwirkung von Dexamethason im Neurobasalmedium mit
den Veranderungen nach 2 Stunden Inkubation mit Dexamethason verglichen.
Ein Parameter war signifikant verandert. Die spikes/min stiegen auf 180.7 %
32,7 % (p < 0.05, n = 7). Vergleicht man Abb. 30b mit 30c, erkennt man die
Zunahme der spikes/min deutlich.

In Abb. 31 erkennt man die stetige Zunahme der spikes/min von Messung 1 bis

Messung 3.
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Abb. 30: Vergleich von Messung 3 mit Messung 2 a) Aktivitdtsdnderung der Neurone im
Corpus Striatum nach 2 Stunden Inkubation von Dexamethason im Neurobasalmedium
(Messung 3) im Vergleich zu Messung 2 unmittelbar nach Zugabe von Dexamethason in
Neurobasalmedium. b) Messung 2: Dexamethason in Neurobasalmedium Kanal 22, Kultur
20290, c) Messung 3 nach 2 Stunden Inkubation von Dexamethason, Kanal 22, Kultur 20290.
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Abb. 31: Ausschnitt des Spikemusters aus Kanal 22, Kultur 20290 a) Neurobasalmedium
vor Applikation von Dexamethason (Messung 1); b) Neurobasalmedium unmittelbar nach
Applikation von Dexamethason (Messung 2); ¢) Neurobasalmedium nach 2 Stunden Inkubation

mit Dexamethason (Messung 3).

4. DISKUSSION

Diese Studie zeigt, dass die Expression von glialen Markern (GFAP, IBA-1,
S100pB) altersabhangig im dorsalen Striatum der Maus ansteigt. Zusatzlich ist
ein Anstieg der Gene, die den Immunstatus (Lcn2, B2m, Irgm1) und den
Redoxstatus (Txnip, Cyba, Gpx6, Scd2) regulieren, durch den Alterungsprozess
zu beobachten. Weiterhin wird festgestellt, dass die Expression von Genen, die
in die NO-abhangige synaptische Plastizitat (NR1, nNOS, D1R) involviert sind,
abnimmt.

Nach 2- bis 6-stlindiger Inkubation mit Dexamethason wird Lcn2 im dorsalen
Striatum der Maus hochreguliert. Die nNO-Synthase wird nach Inkubation mit
Dexamethason weniger exprimiert. Diese Anderungen der Genexpression
weisen eine Ahnlichkeit mit physiologischen Alterungsprozessen auf. Allerdings
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zeigen elektrophysiologische Untersuchungen keine fur das Alter relevanten
Anderungen auf synaptischer Ebene. Nach Inkubation mit Dexamethason findet
keine signifikante Abnahme der DHPG-induzierten LTD statt.

In der MEA-Versuchsreihe zeigt sich, dass Dexamethason eine unmittelbare
Wirkung auf die Aktivitat der Neurone im Striatum hat. Zusammenfassend gilt,
dass sowohl bei den Messungen in Hepeslosung als auch in
Neurobasalmedium die Aktivitat der Neuronen nach Zugabe von
Dexamethason tendenziell zunimmt. Experimente mit Mifepriston zeigen, dass
die Interaktion mit dem Glukokortikoid-Rezeptor den Mechanismus fur diese
Wirkung darstellt. Ein Vergleich zwischen Hirnschnitt- und
Kulturelektrophysiologie ~ ergab  prinzipielle ~ Unterschiede: ~ An  der
kortikostriatalen Synapse spielt der Glukokortikoid-Rezeptor keine signifikante
Rolle (Dexamethason hat keinen Einfluss auf evozierte Feldpotenziale oder
LTD-DHPG), wahrend an der striatalen/pallidalen Primarkultur durch

Dexamethason die spontane Entladungsfrequenz erhéht wird.

4.1 Histologische Korrelate des Alterungsprozesses

Im Alter steigt die Astrozytenzahl und somit auch die Expression glialer Marker
wie GFAP bei Nagetieren stark an (Cevenini et al.,, 2010; Linnemann &
Skarsfelt 1994; Nichols et al., 1993). Dies wurde bereits in zahlreichen Studien
beschrieben und deckt sich mit den Ergebnissen dieser Studie. Die Zahl der
GFAP-exprimierenden Zellen im Striatum von alten Mausen war in der
Auszahlung der fluoreszierenden Zellen signifikant erhoht. Der GFAP-mRNA-
Level von 18 Monate alten Tieren war im Vergleich zu dem GFAP-m-RNA-Level
von 3 Monate alten Tieren ebenfalls signifikant erhoht. Es stellt sich die Frage,
ob, und wenn ja, inwieweit die an Nagetieren erhobenen Daten auf den
menschlichen Organismus Ubertragbar sind. Histologisch betrachtet prasentiert
sich die Morphologie der protoplasmatischen Astrozyten der grauen Substanz
bei Menschen, Ratten, Mausen und Makaken mit runden Somata und vielen
dinnen sternféormig angeordneten Auslaufern sehr ahnlich. Die Morphologie der
Astrozyten bei Menschen mit Morbus Parkinson und mit 1(Methyl)-4(Phenyl)-
1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) behandelten Makaken zeichnet sich im
Gegensatz zu mit 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) behandelten Ratten durch
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deutlich langere Fortsatze mit komplexerer Verzweigung aus. Mit MPTP und 6-
OHDA wird durch Zerstdérung von dopaminergen Neuronen in der Substantia
nigra ein experimenteller parkinsonoider Zustand erreicht. Das Soma
vergroRert sich bei allen Spezies, die Auslaufer hypertrophieren und die
Astrozytenzahl nimmt zu (Charron et al., 2014). Diese Veranderungen sind
Indizien flr reaktive Astrogliose und stehen in Zusammenhang mit
immunologischen Prozessen, die zu Neurodegeneration fuhren. Die Korrelation
von Alter und Auspragung neurodegenerativer Erkrankungen wie zum Beispiel
Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer deutet darauf hin, dass der naturliche
Alterungsprozess und pathologische neurodegenerative Veranderungen einen
ahnlichen Pathomechanismus aufweisen (Yap et al., 2009). Charron et al.
zeigen in ihrer Studie, dass die Astrozytenzahl in post mortem enthommenen
humanem Gewebe des Striatum und des Putamen von Patienten mit Parkinson
ansteigt, allerdings nicht signifikant. Dabei muss beachtet werden, dass dies
unter Umstanden auf die Qualitat der Schnitte, den Abstand zum
Todeszeitpunkt sowie die chronische polymedikamentése Behandlung
zurtickzufuhren ist. Insgesamt ist die ungeprifte Anwendung von Ergebnissen
aus Studien mit Nagetieren auf den menschlichen Organismus als kritisch zu
bewerten. Die Steigerung der Astrozytenzahl, im Sinne einer erhdhten
Genexpression von GFAP, konnte auch bei gealterten Patienten, ohne klinische
Hinweise auf eine neurodegenerative Erkrankung, bei der Untersuchung von
Gehirnschnitten post mortem nachgewiesen werden (Pardo et al., 2013).

Pathologisch veranderte Astrozyten flhren, gemal deren Funktion unter
physiologischen Umstanden wie in Kapitel 1.4 beschrieben, unter anderem zu
einem gestorten Metabolismus sowie einer gestorten Freisetzung von
Neurotransmittern, einer gestorten lonen- sowie Wasserhomoostase,
gesteigertem oxidativem Stress, gesteigerter Produktion von
Entziindungsmediatoren, Storung der Blut-Hirn-Schranke und beeintrachtigter
Zellkommunikation (Ferrer, 2017; Pekny et al., 2016). Als aktivierte Astrozyten
zeigen sie zwei funktional gegensatzliche Phanotypen auf. Einer dieser
Phanotypen setzt antiinflammatorisch wirkende Zytokine und Chemokine frei
und férdert neuronales und gliales Uberleben. Der andere Phanotyp hingegen
setzt proinflammatorische Botenstoffe frei und fordert neurotoxische und

neurodegenerative Prozesse (John et al., 2003; Lee et al., 2015).
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Reaktive Astrozyten kdnnen also den Zustand des Alterns beziehungsweise
einer neurodegenerativen Erkrankung sowohl verbessern als auch
verschlechtern. Der Regulationsmechanismus der Auspragung oder
Polarisierung der unterschiedlichen Phanotypen ist nicht hinreichend geklart.
Studien weisen darauf hin, dass Lcn2 eine entscheidende Rolle in der
Auspragung dieser beiden Phanotypen spielen konnte, da es den
proinflammatorischen Weg fordert und den antiinflammatorischen Weg hemmt
(Jang et al., 2013; Jha et al., 2015). Lcn2 wies in unserer Studie bereits bei
Mausen im mittleren Alter einen signifikant erhohten Anstieg des mRNA-Levels
auf und stieg bei alten Mausen weiter an. AufRerdem nimmt die Lcn2-
Expression unter Zugabe von reaktiven Sauerstoffspezies wie H202 zu. Aus
diesem Grund wird Lcn2 als Marker fur entzindliche Prozesse und oxidativen
Stress vorgeschlagen (Roudkenar et al., 2007).

Im ZNS wird Lcn2 von reaktiven Astrozyten, aktivierter Mikroglia,
Endothelzellen und Neuronen als Antwort auf entzindliche Prozesse,

Infektionen oder Verletzungen freigesetzt (Jha et al., 2015).

In der qRT-PCR haben wir zusatzlich zur Steigerung der Astrozytenzahl die
signifikante Erhéhung der glialen Marker IBA-1 und S100 nachgewiesen. IBA-
1 ist ein kalziumbindendes Protein und wird als Marker fur Mikroglia verwendet.
Es ist spezifisch fir Mikroglia und wird sowohl von aktivierter als auch von
inaktivierter Mikroglia exprimiert (Calcia et al., 2016). Der Anstieg von IBA-1 im
Alter wurde bereits im Hippocampus von Mausen beschrieben (Sandhir et al.,
2008), was das Ergebnis dieser Studie stiitzt. Die Mikroglia ist durch ein
entzindliches Milieu an der Entstehung von Glianarben beteiligt und fordert
durch Ausschuttung von Interleukin-1 die Proliferation von Astrozyten (Cotrina
& Nedergaard, 2002). Diese im normal alternden Gehirn beschriebenen
Veranderungen, wie Steigerung der Astrozytenzahl und Ausbildung von
Glianarben, ahneln einem fruhen Stadium von Astrogliose, allerdings ohne
erkennbares pathologisches Korrelat (Cotrina & Nedergaard, 2002).

Astrogliose kommt bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen wie Multiple
Sklerose, Alzheimer, Korsakoff-Syndrom und Parkinson vor. Im Rahmen der
Astrogliose kommt es durch den Verlust von Neuronen zur Aktivierung von
Astrozyten, die in den frei gewordenen Raum proliferieren und Glianarben

bilden.
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Das kalzium- und zinkbindende Protein S1008 stellt einen Marker fur aktivierte
Astrozyten dar. Eine erhdhte Expression im Alter und nach Verletzungen wurde
ebenfalls im Hippocampus von Mausen nachgewiesen (Sandhir et al., 2008).
Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis unserer Studie und weist auf eine
Hochregulierung von S100B im Alter und bei pathologischen Veranderungen
hin. In geringen Konzentrationen hat S100(3 einen positiven Effekt auf das ZNS,
indem es unter anderem die Proliferation von Nerven bewirkt, in hoheren
Konzentrationen fordert S100B allerdings Neuroinflammation, Apoptose und
abnorme Nervenproliferation (Cirillo et al., 2015; Hov et al., 2017; Reeves et al.,
1994). Das humane S100B-Gen liegt am distalen Ende des Chromosoms 21
und ist folglich bei Menschen mit Down Syndrom dreifach im Erbgut vorhanden
(Reeves et al., 1994). Zusatzlich konnten erhdhte Expressionen von S1008 bei
Menschen mit Morbus Alzheimer nachgewiesen werden (Sheng et al., 1994).
Diese beiden Beobachtungen wurden bereits miteinander in Verbindung
gebracht, da Menschen mit Down Syndrom in einem jungen Alter eine Art von
Demenz entwickeln konnen, die der Alzheimer Demenz ahnelt. In einer 2015
erschienenen Studie wurde S100 als Ziel fur die medikamentose Behandlung
von Alzheimer untersucht. Dazu wurde der S100B-Blocker Pentamidin
eingesetzt. Pentamidin blockiert die Interaktion von S1008 mit dem
Tumorsuppressorgen 53 und verhindert so die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen und die Aktivierung von iNOS (Cirillo et al.,
2015). Weiterhin wurde S100R kurzlich als Biomarker fir die Alzheimer
Demenz sowie des akut auftretenden Delirs durch Nachweis im Liquor
diskutiert (Hov et al., 2017).

4.2 Molekulare Korrelate des Alterungsprozesses

4 2.1 Marker fur oxidativen Stress

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass ansteigender oxidativer Stress im
Laufe des Lebens ein zentraler Mechanismus des Alterns ist (Muller et al.,
2007). Dabei kommt es sowohl zur Hochregulierung von Genen, die oxidativen

Stress vermitteln, als auch zur Hochregulierung von Genen, die fur die

59



Reparatur von DNA-Abschnitten zustandig sind und antioxidante Wirkung
haben (Bishop et al., 2010).

Diese Studie zeigt, dass im Alter eine deutliche Hochregulierung von Genen,
die mit oxidativem Stress in Verbindung stehen, beobachtet werden kann. Dazu
gehoren Gene, die mit der Produktion von reaktiven Stauerstoffspezies (Cyba)
assoziiert werden, die antioxidante Funktion (Gpx6) Ubernehmen, die das
Redox-Gleichgewicht regulieren (Txnip) und mit der Lipidmembransensitivitat
gegenuber Oxidation (Scd2) in Zusammenhang stehen. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Ergebnissen aus anderen Studien uberein (Andrade et al.,
2012; Avogaro et al., 2003; Tadros et al., 2014; Tanaka et al., 2012).

Cyba oder phox?? gehért zu einer der membrangebundenen Untereinheiten der
NAD(P)H-Oxidase (Babior, 2004). Im Kérper kommt die NAD(P)H-Oxidase zum
Beispiel in professionellen Phagozyten wie Neutrophilen, Eosinophilen,
Monozyten und Makrophagen zur Abwehr von koérperfremdem Material vor
(Babior, 2004). Im Alter ist Cyba ein Marker flr oxidativen Stress und stellt nach
dem Mitochondrium eine wichtige intrazellulare Quelle flir Reaktive
Sauerstoffspezies dar (Babior, 2004; Dikalov, 2011). Das Zusammenspiel von
hochreguliertem Cyba und somit vermehrter NAD(P)H-Oxidasen-Aktivitat und
mitochondrialer Dysfunktion fihrt zu einer stark gesteigerten Konzentration an
Reaktiven Sauerstoffspezies. Aullerdem gibt es Hinweise, dass sich diese
beiden Hauptquellen fur die intrazellularen Reaktiven Sauerstoffspezies unter
bestimmten Umstanden zusatzlich gegenseitig stimulieren und es zu einer Art
Teufelskreis mit immer hoher gesteigerter Bildung von Reaktiven
Sauerstoffspezies kommt (Dikalov, 2011). Zusatzlich zur Hochregulierung von
NAD(P)H-Oxidasen im Alter konnte dasselbe Phanomen bei verschiedenen
neurodegenerativen Erkrankungen bereits beobachtet werden. Bei Alzheimer
wurde Uber vermehrte NAD(P)H-Oxidasen-Aktivitat der Mikroglia, die vor allem
aus Immunzellen besteht und im erkrankten Hirn fur die Entstehung einer
entzindlichen Umgebung verantwortlich ist, berichtet (Wilkinson & Landreth,
2006). Auch bei kardiovaskularen Erkrankungen und Tumorleiden scheint eine
gesteigerte NAD(P)H-Aktivitdt eine Rolle zu spielen (Lasségue et al., 2012;
Morré & Morré, 2003).

Gpx6 gehort zu der Familie der Glutathionperoxidasen, die glutathionabhangig
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die Reduktion von Peroxiden und Wasserstoffperoxiden katalysieren und eines
der wichtigsten Redox-Systeme des Korpers bilden (Tadros et al., 2014). Uber
Gpx6 selbst ist wenig bekannt, allerdings wurde Uber eine signifikante
altersbedingte Hochregulierung in der Cochlea von Ratten und Mausen
berichtet (Tadros et al., 2014). Da die Glutathionperoxidasen durch Reduktion
von Reaktiven Sauerstoffspezies dem oxidativen Stress entgegenwirken, wird
angenommen, dass die Hochregulierung in der Cochlea dem altersabhangigen
Horverlust vermindern soll. Die Hochregulierung von Gpx6 im Striatum von
alten Mausen kann auf einen kompensatorischen Prozess hinweisen um dem

Alterungsprozess entgegenzuwirken.

Die Stearoyl-CoA-Desaturase 2 (Scd2) ist ein Enzym, dessen Genexpression
bisher vor allem im peripheren und zentralen Nervensystem von Nagetieren
beobachtet werden konnte (Lengi & Corl, 2012). Dieses Enzym scheint
spezifisch fuir Nagetiere zu sein und konnte bisher im menschlichen Genom
nicht nachgewiesen werden (Lengi & Corl, 2012). Allerdings wurde bereits von
zwei Isoformen des Enzyms Scd2 beim Menschen berichtet. Die Existenz von
Scd1 konnte vornehmlich in Fettgewebe aufgezeigt werden und Scd5 wurde im
Gehirn und im Pankreas nachgewiesen (Castro et al., 2011). Scd2 katalysiert
die Bildung von einfach ungesattigten Fettsauren aus gesattigten Fettsauren
(Lengi & Corl, 2012). Diese Reaktion weist als Ergebnis zum Beispiel Palmitoyl-
CoA und Oleoyl-CoA auf. Oleat ist ein wichtiger Bestandteil des Myelin und die
Synthese durch Scd2 spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle im gesunden
Hirn und in der Entwicklung von Myelin (Garbay et al., 1998). Mehrfach
ungesattigte Fettsauren sind oxidativem Stress gegenuber viel vulnerabler als
gesattigte Fettsduren, wobei einfach ungesattigte Fettsduren und gesattigte
Fettsduren durch oxidativen Stress nahezu ungefahrdet sind (Arranz et al.,
2013). Demnach wirden durch eine Hochregulierung von Scd2 die
Lipidmembranen nicht anfalliger fur Schadigung durch oxidativen Stress
werden. In Bezug auf die Studie von Garbay et al. (1998) kdnnte die vermehrte
Bildung von Oleat als kompensatorischer Prozess zur Starkung des Myelins im
Alter verstanden werden. Eine kirzlich erschienene Studie betrachtet den
Metabolismus von Sphingolipiden im Hippocampus von jungen und alten
Mausen und bestatigt eine Hochregulierung von Scd2 im Alter. Allerdings wird

postuliert, dass die einfach ungesattigten Fettsauren, die durch die
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Hochregulierung von Scd2 entstehen, durch den Alterungsprozess deutlich
betroffen sind und eventuell mit der kognitiven Beeintrachtigung im Alter in

Verbindung gebracht werden sollten. (Vozella et al., 2017)

Txnip (thioredoxin-interacting protein) ist ein Protein, das die Thiol-
Oxidoreduktase Thioredoxin an sich bindet und dadurch hemmt (Junn et al.,
2000). Thioredoxin fangt freie Radikale ab und wirkt oxidativem Stress
entgegen. Durch die Hemmung von Thioredoxin fordert Txnip also oxidativen
Stress (Chen et al., 2010). Txnip wurde in der Validierung durch qRT-PCR im
Gegensatz zu den Ergebnissen des arrays als nicht signifikant erhoht
nachgewiesen. Allerdings konnte trotzdem eine Erhohung des mRNA-Levels
festgestellt werden. Die Erh6hung von Txnip weist auf ein entziindliches Milieu,
das den Alterungsprozess fordert, hin. Dieser Zusammenhang wird durch eine
2015 veroffentlichte Studie, die Uber eine Erhéhung von Txnip bei zentraler
Presbyakusis im auditorischen Kortex von alten Ratten berichtet, gestitzt (Sun
et al., 2015).

Es ware sehr interessant zu beobachten, ob sich die gesteigerte
Genexpression dieser Gene durch vermehrte Aufnahme von Antioxidantien und
kalorischer Restriktion manipulieren lassen wurde und so den Alterungsprozess
verandern koénnte. Die veranderte Expression bestimmter altersférdernder
Gene der Maus und die Reduktion der abnehmenden Kognition durch
Aufnahme von Antioxidantien konnte bereits in einigen Studien nachgewiesen
werden (Bishop et al., 2010; Park et al., 2009)

4.2.2 Marker fur immunologische und entzindliche Prozesse

Sowohl der physiologische Alterungsprozess als auch neurodegenerative
Prozesse im Rahmen von Erkrankungen wie Alzheimer und Morbus Parkinson
gehen mit Neuroinflammation einher. Als treibende Kraft hinter der Entstehung
der Neuroinflammation wird die Aktivierung von Mikroglia angesehen (Yin et
al., 2016). In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass
einige Marker fur immunologische Prozesse und Entzindung im Striatum von
alten Mausen stark hochreguliert vorkommen. Dazu gehdren B2m, Lcn2 und
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Irgm1.

Die kleine I6sliche Untereinheit des MHC1 B2m liegt schon bei Mausen im Alter
von 6 bis 7 Monaten deutlich erhdéht im Striatum vor. Dieses Ergebnis deckt
sich mit anderen Studien, die B2m im Alter erhdht im Hippocampus bei Mausen
und Ratten nachwiesen (Smith et al., 2015; VanGuilder Starkey et al., 2012).
Der hochregulierte MHC1-Signalweg wurde vor allem in aktivierter Mikroglia
und postsynaptisch an exzitatorischen Synapsen beobachtet (VanGuilder
Starkey et al., 2012). Zusatzlich zu einer wichtigen Funktion in der
Immunantwort spielen MHC1 und B2m eine Rolle in der synaptischen Plastizitat
und Konnektivitat. Eine erhdhte Expression des Proteinkomplexes wird als
charakteristische Veranderung im Alterungsprozess angesehen. Sie geht
sowohl mit kognitiven Einbufen in Form von hippocampaler Dysfunktion als
auch mit elektrophysiologischen Korrelaten in Form von Veranderung der
synaptischen Plastizitat einher (Smith et al., 2015; VanGuilder Starkey et al.,
2012). Auch exogen zugefuhrtes B2m fuhrte zu einer Reduktion der
hippocampalen Funktion bei jungen Mausen (Smith et al., 2015). Bei Alzheimer
und HIV-Demenz konnte erhdhtes B2m im Blut nachgewiesen werden (Brew et
al., 1996; Carrette et al., 2003). Diese ganzen Indizien sprechen eher flur einen
pathologischen Wert von erhohtem B2m im Alter und es wurde bereits
vorgeschlagen, dass B2m als mogliches medikamentoses Ziel zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen in Betracht gezogen werden konnte (Smith
et al., 2015).

Ein weiterer Marker flr immunologische Prozesse und Entziindung ist Lcn2.
Len2 wird im ZNS von reaktiven Astrozyten, aktivierter Mikroglia, Endothelzellen
und Neuronen als Antwort auf entzindliche Prozesse, Infektionen oder
Verletzungen freigesetzt (Jha et al., 2015). Bei Hirnblutungen wird Lcn2 vor
allem von Lcn2-positiven Astrozyten zum Abtransport des Eisens freigesetzt
(Zha et al., 2016). Weiterhin ist Lcn2 als ein von Fettgewebe freigesetztes
Zytokin, das Substanzen wie Steroide, Lipopolysaccharide und Fettsauren
transportieren kann, und als Biomarker fir rheumatologische Erkrankungen
bekannt (Abella et al., 2015). Lcn2 wird zur Verlaufskontrolle der Therapie und
Progression von Multipler Sklerose diskutiert (Marques et al., 2012). Marques et

al. wiesen einen erhohten Lcn2-Spiegel bei aktiver Multipler Sklerose im Liquor
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und in Astrozyten nach, der durch Behandlung mit Natalizumab reversibel war.
Als autokriner Modulator bewirkt Lcn2 morphologische Veranderungen der
Astrozyten, wie reaktive Astrogliose bis hin zur Apoptose (Lee et al., 2015). Wie
schon im Kapitel 4.1 Uber gliale Marker angemerkt, konnte Lcn2 auch eine
entscheidende Rolle in der Auspragung der beiden Phanotypen von Astrogliose
spielen, da es eventuell den proinflammatorischen Weg férdert und den
antiinflammatorischen Weg hemmt (Jang et al., 2013; Jha et al., 2015). Ob nun
Lcn2 eher positive oder negative Auswirkungen hat, wird kontrovers diskutiert.
Bisher wurde reaktive Astrogliose eher als hinderlich flr synaptische Plastizitat
und die umliegenden Neurone gewertet. In einer 2014 publizierten Studie wird
postuliert, dass Lcn2 als ,help-me* Signal von verletzten Neuronen
ausgeschuttet wird und durch Lcn2 aktivierte Mikroglia Neurone vor Glucose-
und Sauerstoffmangel schitzen sowie Neuroplastizitat fordern kann (Xing et al.,
2014). Xing et al. sprechen Lcn2 auch eine mdoglicherweise neuroprotektive
Wirkung durch Aktivierung der Astrozyten zu. Dies wird durch die astrozytare
Ausschuttung von Faktoren die das neurovaskulare Remodeling fordern, erklart
(Xing et al., 2014). Lcn2 ist also ein wichtiger Modulator und Biomarker, der
sowohl bei Dysregulation der metabolischen HomoOostase als auch bei

entzundlichen und immunologischen Prozessen erhoht ist.

Die mit dem Immunsystem assoziierte GTPase Irgm1 zeigte sich im Striatum
alter Mause signifikant erhoht. Irgm1 reguliert im Korper die Resistenz gegen
intrazellulare Pathogene wie zum Beispiel Mycobacterium tuberculosis und
Toxoplasma gondii durch die Regulation von T-Zell Lymphozyten (Taylor et al.,
2004; H. Xu et al., 2010). In der von H. Xu et al. (2010) publizierten Studie
wurde bei Irgm1-knock-out-Mausen eine Resistenz gegen experimentell
induzierte Autoimmunenzephalitis, die in Experimenten als Korrelat zu Multipler
Sklerose gilt, festgestellt. Dieses Phanomen lasst sich am wahrscheinlichsten
auf eine verringerte proliferative Kapazitat der CD4"T-Zellen und dadurch eine
verringerte autoimmun vermittelte Entziindung und Demyelinisierung des ZNS
zurlickfiihren. Das spricht dafiir, dass Irgm1 das Uberleben von autoreaktiven
T-Zellen vermittelt und dessen Hemmung eventuell als potenzielle
therapeutische Strategie gegen Multiple Sklerose in Betracht gezogen werden
kann. (H. Xu et al., 2010). Weiterhin findet man in der Literatur Hinweise auf

einen protektiven Effekt von Irgm1 im Gehirn nach durch Sepsis induzierter
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Gehirnschadigung (Huang et al., 2017).

4.3 Veranderungen des NO-Stoffwechsels

Der Gasotransmitter NO wird im dorsalen Striatum vor allem von nNOS-
positiven Interneuronen gebildet (Ledo et al., 2015). Die Synthese wird durch
glutamaterge kortikostriatale und dopaminerge nigrostriatale Leitungsbahnen
stimuliert. Durch die Aktivierung der NO-cGMP-PDE-Kaskade wird die
neuronale Erregbarkeit gesteigert, die kortikostriatale Erregbarkeit erleichtert
und NO wirkt somit als wichtiger Modulator der synaptischen Plastizitat an den
kortikostriatalen Synapsen im Striatum (Calabresi et al., 1999; Chepkova et al.,
2015; Sergeeva et al., 2007; West & Tseng, 2011). In unserer Studie konnten
wir zeigen, dass das m-RNA-Level von nNOS im Alter signifikant abnimmt.
Diese Erkenntnis deckt sich mit anderen Studien (Cha et al., 2000; J. Xu et al.,
2011; Yamada et al.,, 1996). Eine altersabhangige Veranderung von NO-
abhangigen Prozessen kann eine Abnahme von Gedachtnis- und
Lernleistungen bedeuten (Ledo et al., 2015). Eine erhdhte Konzentration von
NO sowie auch eine erniedrigte Konzentration werden mit neurotoxischen
Prozessen und Neurodegeneration in Verbindung gebracht (Gupta et al., 2014;
Nelson et al., 2003). NO inhibiert, falls im UbermaR vorhanden, die
mitochondriale Atmungskette sowie die DNA-Synthese und nitrosyliert einige
Proteine (zum Beispiel Parkin und a-Synuclein), die mit der Entstehung von M.
Parkinson in Verbindung gebracht werden (Gupta et al., 2014). Weiterhin kann
NO reaktive Stickstoffspezies generieren und verursacht dadurch oxidativen
Stress (J. Xu et al., 2011).

Mit den negativen Effekten von NO wird die Aktivitdt der INOS in Verbindung
gebracht. Eine Aktivierung der INOS erfolgt vor allem im Rahmen von
entzundlichen und immunologischen Prozessen. Im Alter konnte bei Ratten
eine Hochregulierung der iNOS im Hippocampus beobachtet werden. Eine
Erganzung der Ernahrung durch Procyanidin aus dem Lotussamen bewirkt im
Hippocampus von Ratten eine Verminderung der iNOS-Aktivitat und eine
verbesserte nNOS-Sensitivitat mit gesteigerter NO/ zyklisches
Guaninmonophosphat (cGMP)-Signalkaskade (J. Xu et al., 2011) .
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4.4 Veranderungen der synaptischen Plastizitat

Bei der Feldpotenzialanalyse ergab sich bei jingeren Tieren ein verstarktes
LTDpHpc im Vergleich zu den alten Mausen. LTDpnpc wird durch die chemische
Aktivierung der Gruppe 1 der metabotropen Glutamat-Rezeptoren unter
Mitwirken von NO (Chepkova et al., 2009; Sergeeva et al.,, 2007) und
Aktivierung des Cannabinoid-Rezeptors CB1 (Sergeeva et al., 2007) ausgelost.
In der Untersuchung mit qRT-PCR zeigte sich keine altersabhangig veranderte
Genexpression von mGIuR und CB1R. Dies impliziert, dass die verminderte
LTD im Alter unabhangig von der Genexpression der Rezeptoren ist.

Das verminderte Vermdgen von alten Mausen, ein LTDpHrc zu entwickeln,
konnte auf eine Veranderung in der NO/cGMP/ProteinkinaseG(PKG)-
Signalkaskade hinweisen, da LTDobnrc bei jungen Tieren von NO und der
Synthese von cGMP abhangig ist (Sergeeva et al., 2007). Ein weiteres Indiz fur
eine Beeintrachtigung des NO-cGMP-PKG-Signalwegs als Ursache flr ein
verringertes LTDonpc im Alter liefert das 2015 angewandte Studiendesign, das
getestet hat, ob der Phosphodiesterase 5 (PDES)-Inhibitor Zaprinast durch
Hemmung der Hydrolyse von cGMP  einer Verringerung des LTDpHrc
entgegenwirkt. Bei Mausen im Alter von 6 Monaten und im Alter von 12
Monaten wurde durch vorherige Applikation von Zaprinast eine verstarkte
Auspragung des LTDoHpra, wie es fur Mause im Alter von 2 bis 3 Monaten ublich
ist, festgestellt (Chepkova et al., 2015).

Durch die verringerte Anzahl an nNOS-positiven Neuronen und somit weniger
NO wird die verminderte Effizienz des NO-cGMP-PKG-Signalwegs weiter
unterstutzt. Eine Abnahme des LTDowpc spricht fur eine Abnahme der
synaptischen Plastizitat und somit fir eine verringerte Lern- und
Gedachtnisleistung.

Elektrisch-evozierte synaptische Plastizitat (HFS-LTD) ist im Alter nicht
vermindert (Chepkova et al., 2015), was in diesem Fall gegen eine
Beeintrachtigung des NO-cGMP-PKG-Signalweg sprache, da HFS-LTD
ebenfalls NO-abhangig entsteht. Dies wird auf die unterschiedliche Lokalisation
des NO-cGMP-PKG-Signalwegs bei LTDpnpe und HFS-LTD und eine mogliche
altersabhangige  unterschiedliche  Sensitivitat  bezlglich  pra-  und

postsynaptischen Regulationsmechanismen von NO zurlckgefuhrt (Chepkova
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et al., 2015). Bei LTDoHrc ist der NO-abhangige Signalweg prasynaptisch
lokalisiert, bei HFS-LTD postsynaptisch (Calabresi et al., 1999; Sergeeva et al.,
2007).

HFS-LTP bendtigt die Aktivierung von NMDA und D1-Rezeptoren (Calabresi et
al., 2000). Durch Aktivierung der beiden Rezeptoren wird die NO-Synthese
gesteuert und der NO-cGMP-PKG-Signalweg in Gang gesetzt (Chepkova et al.,
2015).

In dieser Arbeit konnte eine Verminderung des mRNA-Levels der NMDA-
Rezeptor Untereinheit NR1 und des Dopamin-1-Rezeptors beobachtet werden.
Man konnte nun also eine Abnahme der HFS-LTP im Alter vermuten. Dies
bestatigte sich nicht. Es wurde eher eine Zunahme bei den jugendlichen Tieren
im Vergleich zu den jungen Tieren gesehen. Im Alter nahm die HFS-LTP wieder
leicht ab, zeigte sich aber weiterhin hoher als bei den jungen Tieren. Als
Erklarung konnte man eine gesteigerte Aktivierung von D1-Rezeptoren als
Kompensation fur die Abnahme der Anzahl von D1-Rezeptoren im Alter
anbieten (Chepkova et al., 2015).

4.5 Wirkung von Dexamethason im Striatum

Kortikosteroid-Rezeptoren im Gehirn wurden bisher vor allem im Hippocampus
untersucht. Dabei wurde vornehmlich Uber zwei verschiedene Typen von
Rezeptoren berichtet. Zum einen Uber den Mineralokortikoid-Rezeptor, der
insbesondere bei einem niedrigen Cortisolspiegel aktiviert wird und positive
Effekte auf die neuronale Plastizitdt hat und zum anderen Uber den
Glukokortikoid-Rezeptor, der eher bei einem hoheren Cortisolspiegel aktiviert
wird und zu neuronalem Zelluntergang und Einschrankung der neuronalen
Plastizitat fuhrt (Sousa et al., 2008). Da Glukokortikoidrezeptoren auch im
Striatum nachgewiesen wurden (Defiore & Turner, 1983), wurde in dieser
Studie mittels qRT-PCR, Feldpotenzialanalyse und MEA die Wirkung von
Dexamethason auf die Expression bestimmter Marker fur den Alterungsprozess

und die Aktivitat der Neuronen im Striatum von Mausen untersucht.
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Nach Behandlung der Hirnschnitte mit Dexamethason konnte eine signifikante
Erhéhung des Entziindungsmarkers Lcn2 und eine signifikante Abnahme der
NNO-Synthase-Gen Transkription im dorsalen Striatum durch qRT-PCR
nachgewiesen werden. Diese flir den Alterungsprozess typischen
Veranderungen stutzen die These, dass durch Dexamethason ein kunstlicher
Alterungsprozess provoziert werden kann. Die anderen untersuchten
Parameter (D1-Rezeptor, NR1, GFAP und der Lcn2-Rezeptor mr24P3R)
wiesen in der gRT-PCR Untersuchung von naturlich gealtertem Gewebe eine
altersbedingte Veranderung in der Expression auf. Diese Veranderungen
konnten nach zweistlindiger Inkubation mit Dexamethason nicht beobachtet
werden. Es ware moglich, dass eine volle Auspragung alterstypischer
Veranderungen erst nach langerer Inkubation mit Dexamethason oder héheren
Dosen erreicht werden kann. Interessant ware es daher, einen derartigen
Versuchsaufbau in der Zukunft zu konzipieren. In einer kurzlich veréffentlichten
Arbeit wurde durch einmalig hochdosierte Dexamethasonapplikation im
Hippocampus von Ratten gezeigt, dass vor allem altere Tiere besonders
vulnerabel auf Dexamethason reagieren (Tesic et al.,, 2017). Es ware also
weiterhin  interessant, das Gewebe von alteren Mausen nach
Dexamethasonapplikation auf eine weitere Erhdéhung von altersabhangigen

Markern zu untersuchen.

In der Feldpotenzialanalyse ergab sich nach Inkubation mit Dexamethason des
Gewebes junger Mause keine signifikante Veranderung. Das kunstliche Altern
durch Dexamethason und die erwarteten Effekte auf LTD blieben aus. Dies
konnte an einer zu geringen Dosis des applizierten Dexamethasons liegen oder
an der kurzen Inkubationszeit. Die meisten Studien untersuchten den
chronischen Effekt von Dexamethason in Bezug auf degenerative

Veranderungen und Apoptose.

In der MEA-Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass Dexamethason eine
unmittelbare Wirkung auf die Aktivitat der Neurone im Striatum hat. Auf3erdem
sind die Nervenzellen in der Lage, nach Auswaschung des Dexamethasons zu
ihrem ursprunglichen Aktivitatsmuster zurtckzukehren. Insgesamt zeigt sich
nach Dexamethasonapplikation eine Zunahme der Aktivitat. Diese Tendenz ist

sowohl in Hepeslosung als auch im Neurobasalmedium zu beobachten. Im
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Neurobasalmedium zeigt sich eine umso starkere Zunahme der Feuerfrequenz,
je langer die Neurone mit Dexamethason in Kontakt waren. Vergleicht man die
Aktivitat in Hepeslosung mit der im Neurobasalmedium ergeben sich
Unterschiede. Die Hepeslosung besteht aus Elektrolyten, Glukose und Wasser.
Neurobasalmedium enthalt zur Optimierung der Kultivierung von Neuronen
Zusatzstoffe wie Penicillin, Streptomycin und Glutamin.

Die Tendenz zur Aktivitatszunahme der Neurone nach Dexamethasonzugabe
kann mit dem Wirkungsmechanismus von Cortisol als Stresshormon in
Verbindung gebracht werden. Die Zweidimensionalitat der Vernetzung der
Neurone im MEA-Versuch ist sicherlich kritisch zu betrachten. Eine
dreidimensionale Vernetzung, die der in-vivo-Vernetzung naher kommt, wurde
bereits in anderen MEA-Experimenten umgesetzt und als vorteilhaft befunden
(Heuschkel et al., 2002)

Die zirkadiane Cortisolhypersekretion durch einen gestérten negativen
Ruckkopplungsmechanismus im Alter wird als ein initierender Einfluss fur
vereinzelte Falle von Morbus Alzheimer diskutiert (Notarianni, 2013). Eine
andere Studie untersuchte die Wirkung der pranatalen und postnatalen Gabe
von Dexamethason bei Ratten. Es wurde ein Anstieg der Apoptoserate von
neuronalem Gewebe im Hippocampus beobachtet (Zuloaga et al., 2012).
Zusammenfassend kann eine basale Cortisolerhdhung als Risikofaktor fir die
Entwicklung von kognitiven Defiziten und Morbus Alzheimer angesehen werden
(Notarianni, 2013). Die physiologische Aktivierung von Kortikosteroidrezeptoren
im Gehirn wird allgemein als forderlich fir Lernprozesse und das Gedachtnis
angesehen. Dauerhaft erhdhte Cortisolkonzentrationen flUhren allerdings zu
einer erhdhten Vulnerabilitdt von neuronalem Gewebe. Dabei wird
angenommen, dass die Aktivierung des Mineralokortikoidrezeptors eher als
Voraussetzung flr einen positiven Effekt auf die neuronale Plastizitat gilt.
Dagegen wird die Aktivierung des Glukokortikoidrezeptors durch pathologisch
hohe Cortisolspiegel als schadlich fir die neuronale Plastizitat bewertet. (E.
Ron De Kloet et al., 1999; Sousa et al., 2008).
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4.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass altersabhangig im
dorsalen Striatum Neuroinflammation und oxidativer Stress zunehmen. Die
synaptische Plastizitdt hingegen nimmt im Alter ab. Die Ergebnisse der Studie
lassen vermuten, dass die verminderte kortikostriatale synaptische Plastizitat
durch einen gestorten NO-cGMP-PKG-Signalweg bedingt ist.
Neuroinflammation und oxidativer Stress beeintrachtigen die

rezeptorabhangigen Signalkaskaden.

4.7 Ausblick

Diese Studie im Bereich der Grundlagenforschung sollte dazu dienen, den
Alterungsprozess des Menschen besser zu verstehen und mogliche
Angriffspunkte zur Verzégerung des Alterns beziehungsweise zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen zu liefern. Wie schon in Kapitel 4.1
angedeutet, ist es kritisch zu bewerten, ob man Daten, die anhand des
Organismus Maus erhoben wurden, auf den Organismus Mensch Ubertragen
kann (Leist & Hartung, 2013). Die Verwendung von humanen embryonalen
Stammzellen ware eine Mdoglichkeit, um an humanen Zellen zu forschen.
Allerdings ist es problematisch, dass es sich bei humanen embryonalen
Stammzellen um juvenile Zellen handelt, die bezlglich des natlrlichen
Alterungsprozesses nur bedingt zu validen Erkenntnissen fuhren. Durch die
experimentelle Herbeifhrung des Alterungsprozesses durch Dexamethason
oder H20:2 lassen sich nicht alle Alterungsprozesse sicher reproduzieren.
Weiterhin werfen die Verwendung sowie die Gewinnung von embryonalen
Stammzellen ethische Probleme auf. Die Erkenntnis, dass ausdifferenzierte
humane Zellen, wie zum Beispiel ein Fibroblast, zu einer pluripotenten
Stammzelle umprogrammiert werden koénnen, ertffnet neue Moglichkeiten
(Playne & Connor, 2017; Takahashi et al., 2007). Ebenfalls kritisch zu
bewerten ist die zweidimensionale Anfertigung von Zellkulturen. Die Vernetzung
der Neuronen unter diesen vereinfachten Bedingungen kommt der
dreidimensionalen Vernetzungen in vivo nicht nahe genug (Hofrichter et al.,

2017). Es ist davon auszugehen, dass Kultivierungsartefakte sowie
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Verletzungen der Neurone einkalkuliert werden mussen. Es bleibt noch zu
beachten, dass wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit auf mRNA-
Quantifizierung basieren. Die entdeckten striatalen Marker fur das Altern

mussen in Zukunft mit Hilfe von Western-Blots und Immunhistochemie weiter
validiert werden.
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