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Wenn du das UnbeRannte erforschst,

weifst du nicht was du _finden wirst.

Der letzte Grundsatz.

Murphy's neue Gesetze Ill



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
T EINICIHUNG ..t e e e e 1
1.1 Mikroglia — Immunzellen des Gehirns .........ccccooiiiiiiiiminnc e 1
1.2 Die Rolle der Mikroglia bei der Pathogenese von Alzheimer ..................... 4
1.3 Pathogenerkennung durch Phagozyten............cccceemmmmmmmmmmmmmmmmmmeeeeeennnennnnnn, 6
1.4 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch Phagozyten............cccccccuvrrrnnns 9
1.5 NO-Synthasen und NO als Signalmolekiil..........ccccccciiiiiiiiminieeciiinneeens 12
1.6 Johanniskraut und Depression.........cccccccciiimicecirirrcecss s e e s 19
1.7 Ziel der Arbeit .........e e 23
2 Material und Methoden ... 24
2.1 Material.........eeemieiiiier e ———————————————— 24
2.1.1.Verwendete ZellliNien ..........ooo i 24
2.1.2 Zellkulturmedien, Puffer und Reagenzien fur die Zellkultur................................... 25
2.1.3 Johanniskraut-Extrakte............cco o 27
2.1.4 ChemiKalien.......ccoo e 28
2. 1.5 Verwendete Kits .......ooooiiiiiiiii 30
2.1.6 Herstellung von Puffern und anderen LOSUNGEN ..........c..uviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee s 30
207 ANAIYSEUEIALE. ... e e 34
728728 |1 =1 3 o o (= o 37
2.2.1 ZellKURUIECRNIKEN.......cciiii e e 37
2.2.2 Extrakte und Einzelsubstanzen ... 38
e BV I I = PP RR 42
2.2.4 Toxizitatsbestimmung von Amyloid  Fragment 25-35 und 35-25 ........................ 43
2.2.5 Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) durch iINOS ... 45
2.2.6 Untersuchung der Phagozytoseaktivitat .............ccccooiiiiiiiiiiiiiceee e 46
2.2.7 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf Zellebene.............ccccceeeerinnnnns 50
2.2.8 Beeinflussung des Zytoskeletts ... 51
2.2.9 Statistische AuswertungderDaten ..............cc 52



Inhaltsverzeichnis

3 Ergebnisse..... .o 53
3.1 Extrakte und Einzelsubstanzen.............coooeiiiiiecciiirsccccer e e 54
3.1.1 Analyse der Extrakte aus Hypericum perforatum mittels HPLC ............................ 54
3.1.2 Toxizitat der Extrakte aus Hypericum perforatum ...........cccccceeeeiiiiiiieiiiei e, 56
3.1.3 Toxizitat der Einzelsubstanzen.............cc.uvieiiiiii e 60

3.2 Einfluss von Hypericum-Extrakt und einzelnen Inhaltsstoffen auf die NO-

Bildung durch die induzierbare NO Synthase........cccccocceeiiiiiiiirireeeccn, 67
3.2.1 Toxizitat von LPS, PMA, FMLP und CalcimycCin...........ccoeeeieeeiieee e, 67
3.2.2 Induzierte NO-Bildung durch LPS, fMLP, PMA und CalcimycCin..............ccccuvveeen. 74
3.2.3 Zeitlicher Verlauf der Nitrit-Akkumulation und Einfluss verschiedener
Konzentrationen der Extrakte 1, 2 Und 3..........oiiiiiiiiiie e 75
3.2.4 Einfluss einzelner Inhaltsstoffe auf die NO-Bildung..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 79
3.2.5 Einfluss der Einzelsubstanz-Mischungen...........cccoooooiiiiiiiiiiici e, 84

3.3 Beeinflussung der Phagozytose ...........ccccoimimmmmemiiiinniissssssssssssssssssesssssnnnns 86
3.3.1 Absolute PhagozytoseaKtivItat............ooouuiiiiiiiiiiie e 86
3.3.2 Einfluss von Hypericum-Extrakt auf die Phagozytoseaktivitat...................cccvveeeee. 91

3.3.3 Einfluss der Einzelsubstanzen auf die Phagozytose von Zymosan und S. aureus

S.QUIBUS ... 100
3.3.5 Phagozytose von Amyloid 3 1-40 und Einfluss von Hypericum-Extrakt.............. 103
3.4 Zytotoxizitat von Amyloid B......cccoeviiiiiiiiiiiii 104
3.4.1 Einfluss des Hypericum-Extraktes auf die Zytotoxizitat von Amyloid 3 Protein
Fragment 25-35 und Fragment 35-25 ... 104
3.4.2 Einfluss der Einzelsubstanzen und Einzelsubstanz-Mischungen auf die Toxizitat
von Amyloid B 25-35 auf die Zelllinie NTT . ..o 108
3.4.3 Toxizitat von Amyloid B Protein Fragment 25-35 auf die humane
Neuroblastomzelllinie SK-N-SH............c..ooii e 110
3.4.4 Fluorimetrische Bestimmung der Lebensfahigkeit............................c. 111

II



Inhaltsverzeichnis

3.5 Einfluss von Hypericum-Extrakt und Einzelsubstanz-Mischungen auf

die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies........cccccceecciiiiiiiiiirieeccciiinineeenns 113

3.6 Beeinflussung des Zytoskeletts durch Hypericum-Extrakt.................... 115

T 38 T (8 L33 L o 118
4.1 Inhaltsstoffmuster und Toxizitat der Hypericum-Extrakte...................... 119
4.2 Hemmung der NO-Bildung ........cceuuiiiiiiiiireeccccss s 122
4.3 Hemmung der Phagozytose ..........ccccciiimmmeiiiimeeeinirersss e s s e esmss s e e e s 127
4.4 Einfluss auf die Bildung von ROS ............cccciniinn 132
4.5 Toxizitat von Amyloid B ... 135
4.6 Wirksamkeit von Hypericum-Extrakt..............ccoooiiiiiiiiiiininn, 139

5 ZusammenfassSuNg.......cccccoiiiiimeciiiimmicsr s e 142
6 Literatur........coooovieeiiiiirrc 144

III



Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Abb.
APP
AB

BP

Cl
COMT
DMEM
DMF
DMSO
DNA
E. coli
Em
eNOS
EtOH
Ex
FACS
FAD
FCS
fMLP
FMN
FSC
FT

H20 pidest

Hc

Hd

Hf

HPLC

Hyp / Hyp1B
i. A

Abbildung

amyloid precurser protein (Amyloid Vorlauferprotein)

Amyloid

Bandpass

Calcimycin
Catechol-O-Methyltransferase
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli

Emission

epitheliale NO-Synthase

Ethanol

excitation (Anregung)

fluorescence activated cell sorter
Flavin-Adenin-Dinukleotid

fetal calf serum (Foétales Kalberserum)
N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
Flavin-Mononukleotid

forward scatter (Vorwartsstreulicht)
Strahlteiler

Fallbeschleunigung (gere = 9,81m/s?)
Stunde

Aqua bidestillata

Hypericin

Hyperosid

Hyperforin

high performance liquid chromatography
Hypericum-Extrakt 1B

im Ansatz



Abkurzungsverzeichnis

ICs0
IFN

iINOS
kDa
LP
LPS
LTS
MAO
MHC

min
MPO
MTT
NADP
NADPH
NED
NF-xB
NGF
NMDA
nNOS
NO
PAMP
PBS
PFA
PMA
PRR
Ps
Que
Qui
RNS
ROS
RT

Inhibitorische Konzentration (bei 50 % Hemmung)
Interferon

Interleukin

induzierbare NO-Synthase

KiloDalton

Langpass

Lipopolysaccharid

Lipoteichonsaure

Monoaminoxidase

major histocompatibility complex
(Haupthistokompatibilitatskomplex)

Minute

Myeloperoxidase
3-(4,5-Dimethyldiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium Bromid
Nicotinamiddinukleotidphosphat
Nicotinamiddinukleotidphosphat, protoniert
N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin Dihydrochlorid

nuclear factor B

nerve growth factor

N-Methyl-D-Aspartat

neuronale NO-Synthase

Stickstoffmonoxid

pathogen-associated molecular pattern

phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung)
Paraformaldehyd

Phorbol 12-Myristat 13-Azetat

pattern-recognition receptor

Pseudohypericin

Quercetin

Quercitrin

reactive nitrogen species (reaktive Stickstoffspezies)
reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)

Raumtemperatur



Abkurzungsverzeichnis

Ru

S. aureus
SDS
SSC
STAT-1a
Tab.
TGF
TNF
TRITC
UN

UpM
ZNS

Rutin

Staphyllococcus aureus
Natriumdodecylsulfat

sideward scatter (Seitwartstreulicht)
signal transducer and activator of transcription-1a
Tabelle

transforming growth factor

tumor necrosis factor

Texas Rot Isothiocyanat

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Zentrales Nervensystem

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mikroglia — Immunzellen des Gehirns

Das zentrale Nervensystem besteht aus Neuronen und Gliazellen. Die Neuronen
dienen der Aufnahme, der Weiterleitung und der Verarbeitung von Informationen. Die
Gliazellen Uben Stitz-, Nahr- und Immunfunktion aus. Sie lassen sich unterteilen in
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia.

Lange Zeit wurde das Gehirn als ein vom Immunsystem abgeschirmtes Organ
betrachtet. Diese Ansicht wurde durch das neue Konzept eines endogenen
Immunsystems im zentralen Nervensystem (ZNS) ersetzt (Streit 2002). Dieses
Immunsystem wird gebildet durch die Mikroglia, welche Uber das gesamte ZNS
verteilt vorliegen und etwa 20 % der Gliazellen darstellen (Banati et al. 1993).

Die wichtige Rolle der Mikroglia bei verschiedenen pathologischen Zustanden wurde
als erstes von del Rio Hortega erkannt, welcher auch ihren Namen pragte (del Rio-
Hortega 1932).

Die ontogenetische Herkunft der Mikroglia war lange umstritten. Heute geht man
davon aus, dass Mikroglia, anders als die restlichen Zellen des ZNS, mesodermalen
Ursprungs sind, der mononuklearen Phagozyten-Linie entstammen und wahrend der
perinatalen Phase das Gehirn infiltrieren (Gebicke-Haerter et al. 1998, Gehrmann et
al. 1995).

In der fruhen Phase der Gehirnentwicklung besitzen Mikroglia die Morphologie von
Makrophagen mit relativ groRem Zellkdrper und kurzen Zellfortsatzen und werden als
»-amoboide Mikroglia“ bezeichnet. Als ihre Hauptfunktion wird die Phagozytose toter
und sterbender Zellen gesehen. Hierzu zahlen auch Neuronen, welche in der spaten
pranatalen bzw. frlhen postnatalen Phase natirlich stattfindender Apoptose
unterliegen. Wahrend der Entwicklung des Gehirns nehmen die amoboiden Mikroglia
immer mehr an Zahl zu und wandeln sich schliel3lich zu verastelten Mikroglia mit
kleinem Zellkérper und langen verzweigten Fortsatzen. Von diesen verastelten
Mikroglia wird angenommen, dass sie funktionell inaktiv sind bzw. sich in einem
Ruhestadium befinden. Sie werden deshalb auch ,ruhende Mikroglia® genannt
(Nakajima und Kohsaka 2001).
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Mikroglia sind ein integraler Bestandteil des ZNS. Sie besitzen zwei Aufgaben. Zum
einen haben sie eine wichtige Rolle als Gliazellen, mit der Aufgabe Neuronen zu
schitzen und zu versorgen, zum anderen stellen sie die immunkompetenten Zellen
des Gehirns dar (Streit 2002). Mikrogliazellen liegen in einer Population
unterschiedlichster Zelltypen, welche sie Uberwachen und fir deren Wohlergehen sie
sorgen (Van Rossum und Hanisch 2004).

Um ihre Funktion erfullen zu kdnnen, mussen Mikroglia erkennen, ob eine normale
neuronale Funktion gewahrleistet ist, oder ob pathologische Abweichungen von der
Norm vorhanden sind (Van Rossum und Hanisch 2004). Dies wird gewahrleistet
durch Kommunikation zwischen Nervenzellen und Mikroglia. Diese dauernde
Kommunikation im gesunden, erwachsenen Gehirn ist ein wichtiger Faktor, um die
Mikroglia in ihrem Ruhezustand zu halten (Vilhardt 2005).

Des Weiteren fungieren Mikroglia als Promotoren der neuronalen Migration, des
Wachstums von Axonen und der abschlieenden Ausdifferenzierung von Neuronen
mittels Abgabe verschiedener Faktoren und durch Zell-Zell-Kontakte (Vilhardt 2005).

Mikroglia sind die ersten Zellen im Gehirn, die auf Stérung bzw. Verletzung
reagieren. Sie werden als die primare Verteidigungslinie des Gehirns betrachtet
(Nakajima und Kohsaka 2001).

Aktivierte Mikroglia konnen eindringende Mikroorganismen zerstoren, potentiell
schadlichen Debris (,Zellabfall, tote Zellen) entfernen, sowie die Gewebereparatur
durch Abgabe von Wachstumsfaktoren fordern und somit die Ruckkehr zur
Gewebshomoostase vereinfachen (Kreutzberg 1996).

Wenn das Gehirn verletzt oder durch eine Krankheit geschadigt wird, wandeln sich
die ruhenden, verastelten Mikroglia zu sogenannten ,aktiven Mikroglia“® mit
vergroRertem Zellkérper und zurlickgezogenen Zellfortsatzen um. AuRerdem kommt
es zur Proliferation der Mikroglia am betroffenen Ort (Nakajima und Kohsaka 2001).
Die Aktivierung von Mikroglia ist weiterhin durch mehrere funktionelle Veranderungen
gekennzeichnet. Zum einen kommt es zur Freisetzung von zytoprotektiven,
zytotoxischen und inflammatorischen Mediatoren (Banati et al. 1993, Gehrmann et
al. 1995, Chao et al. 1996, Gebicke-Haerter 2001, Nakajima und Kohsaka 2001).



Einleitung

Hierzu zahlen unter anderem:

e Zytokine, z. B. IL-1, TNF-q, IFN-y, IL-6, TGF-B, NGF u.v.a.

¢ Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

o Stickstoffmonoxid (NO)

e NMDA-Rezeptor Liganden, z. B. Glutamat, Quinolinsaure

e Entzindungsmediatoren, z. B. Prostaglandin E, Histamin

e Proteasen, z. B. a1-Chymotrypsin, Elastase, Plasminogen-Aktivator,

Plasminogen

Zum anderen wandeln sich die Mikroglia zu Phagozyten. Diese sind durch
Expression von MHC Il zur Antigenprasentation fahig und konnen mit Lymphozyten
in Kontakt treten (Gebicke-Haerter 2001).

Grundsatzlich ist die Aktivierung von Mikrogliazellen nicht darauf ausgerichtet Zellen
zu zerstoren, sondern Zellen, die durch andere Einflisse bereits geschadigt wurden,
zu entfernen und damit dem gesunden Gewebe regenerative Impulse zu geben.
Wenn gegenlaufige Prozesse jedoch nicht in angemessener Weise in Gang gesetzt
werden, kann es zur Uberaktivierung der Mikroglia kommen, welche zu einer
chronischen Krankheitssituation fihren kann. Mikroglia werden somit durch ihr
zellzerstorerisches Potential auf langere Sicht zu einer wesentlichen Komponente

chronisch-degenerativer Erkrankungen (Gebicke-Haerter et al. 1998).
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1.2 Die Rolle der Mikroglia bei der Pathogenese von Alzheimer

Alzheimer ist die haufigste neurodegenerative Funktionsstérung weltweit. Allein in
den USA sind zur Zeit etwa 4,5 Millionen Menschen an Alzheimer erkrankt (Bossy-
Wetzel et al. 2004). In Deutschland geht man von etwa 1,2 Millionen Betroffenen im
Jahr 2004 aus (Alzheimer Forschung Initiative e. V. 2004).

Die klinischen Symptome der Alzheimer-Krankheit werden durch einen
fortschreitenden Verlust von Neuronen des Hippocampus und des Cerebralen Cortex
hervorgerufen. Die Gehirne von Individuen mit Alzheimer offenbaren zwei
charakteristische Lasionen:

Einerseits finden sich intrazellulare neurofibrillare Bindel aus hyperphosphoryliertem
Protein Tau, welche zu Stérungen von Stabilisierungs- und Transportprozessen der
Zellen fuhren. Andererseits kommt es zur Bildung von extrazellularen Amyloid-
Plagues. Diese Amyloid-Plagues bestehen aus Amyloid B (AB), einem kleinen
Spaltprodukt des Amyloid Vorlauferproteins (APP) (Bossy-Wetzel et al. 2004). Das
Amyloid Vorlauferprotein wird in Nervenzellen und vielen anderen Geweben des
Korpers exprimiert. Die losliche Form des APPs scheint als autokriner,
neuroprotektiver und eventuell neuritotropher Faktor zu wirken. Fur die Form des
APPs, welches in die Plasmamembran eingelagert wird, wird eine Funktion bei der
Zell-Zell-Interaktion vermutet (Selkoe 2001).

Es ist bekannt, dass Mikroglia eine Schlusselrolle in der Vermittlung
inflammatorischer Prozesse des ZNS spielen (Nakamura 2002). Aktivierung von
Mikroglia ist eines der Kennzeichen flur inflammatorische Krankheiten des ZNS, wie
beispielsweise Multiple Sklerose, Parkinson, HIV vermittelte Demenz oder Alzheimer
(Gebicke-Haerter 2001).

Bei Alzheimer finden sich aktivierte Mikroglia in gro3en Mengen in nachster Nahe der
Amyloid-Plaques. Die Mikrogliazellen konnen AP uber verschiedene Rezeptoren
erkennen und phagozytieren. AP aktiviert die Mikroglia potentiell neurotoxische
Substanzen wie ROS, NO, proinflammatorische Zytokine und andere
inflammatorische Mediatoren zu produzieren (Streit 2004). In den Amyloid-Plaques
findet man auflierdem die Komplementsystem-Komponente C1q kolokalisiert mit dem

fibrillaren AB. C1q moduliert die Phagozytoseaktivitdt von Mikrogliazellen. Es wird
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vermutet, dass die durch Ap hervorgerufene Entzindungsreaktion einen wichtigen

Vermittler flr die Schadigung der Neuronen bzw. Neurite darstellt (Selkoe 2001).

Uber die genaue Rolle der Mikroglia im Pathomechanismus der Entstehung von
Alzheimer gibt es zwei unterschiedliche Theorien:

Nach der sogenannten ,Amyloid Kaskaden - Neuroinflammations - Hypothese"
(amyloid cascade/neuroinflammation hypothesis) aktiviert AP Mikroglia-Zellen,
welche daraufhin neurotoxische Substanzen wie ROS, NO, proinflammatorische
Zytokine, Komplementfaktoren und andere inflammatorisch wirkende Mediatoren
bilden, die zu neurodegenerativen Schaden fuhren (Streit 2004).

Die ,Hypothese der mikroglialen Dysfunktion® (microglial dysfunction hypothesis)
geht davon aus, dass die normale neuronale Funktion stark abhangig von der
mikroglialen Unterstutzung ist. Bedingt durch Alterungsprozesse, aber auch durch
genetische und epigenetische Faktoren, kommt es mit der Zeit zur Dysfunktion der
Mikroglia. Diese aulert sich in einem verringerten Abbau des AP Proteins, einer
verringerten trophischen Unterstitzung der Neuronen und einer zunehmenden
Produktion von Neurotoxinen. Die daraus folgende neuronale Dysfunktion wird
begleitet von Ap Uberproduktion, welche, zusammen mit dem verringerten Abbau
durch die Mikroglia, zur Bildung der Amyloid-Plaques fihrt. Die Bildung der Plaques
und der Fibrillen geschieht hiernach unabhangig voneinander. Die chronische
neuronale Dysfunktion fuhrt zu neurodegenerativen Erscheinungen, wie Verlust von
Synapsen und Bildung der typischen neurofibrillaren Bundel, welche letztendlich

Ursache der Alzheimer Demenz darstellen (Streit 2004).
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1.3 Pathogenerkennung durch Phagozyten

Unter Phagozytose versteht man die aktive Aufnahme unbelebter oder belebter
Partikel in das Innere einer Zelle zwecks Nahrungsaufnahme (z. B. bei Amdben,
Pantoffeltierchen usw.) oder zur Eliminierung von Fremdelementen, v. a. als
Mechanismus der unspezifischen Infektionsabwehr durch Phagozyten. Ein Phagozyt
ist eine »Fresszelle« mit der Fahigkeit, unbelebte oder belebte Fremdpartikel
(Mikroorganismen, Blutzellen, Gewebstrummer etc.) aufzunehmen und zu verdauen.
Hierzu zahlen vor allem die Zellen des Immunsystems wie Granulozyten,

Makrophagen, Monozyten und Mikroglia.

Wenn Krankheitserreger eine Epithelbarriere Uberwinden, werden sie sofort von
Phagozyten erkannt. Anschlie®end werden durch die unmittelbare, angeborene
Immunantwort, mittels = Gewebsmakrophagen, neutrophiler  Granulozyten,
antimikrobieller Peptide und des Komplementsystems, die eingedrungenen
Mikroorganismen bekampft (Aderem und Underhill 1999).
Die frihe, unmittelbare, angeborene Pathogenerkennung erfolgt dabei durch
keimbahnkodierte Rezeptoren. Ein wichtiger Mechanismus der angeborenen
Immunitat besteht darin bestimmte, in der Evolution hoch konservierte, Strukturen zu
erkennen. Zu diesen Motiven, auch Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) genannt, zahlen unter anderem:

e Peptidoglykane Murein der Bakterien)
e Lipopolysaccharide (LPS) gramnegative Bakterien)

e Lipoteichonsauren (LTS) grampositive Bakterien)

(

(

(
e Mannane (
e bakterielle DNA

Hefezellwand)

Diese chemisch sehr unterschiedlichen Strukturen haben mehrere Gemeinsamkeiten
(Medzhitov und Janeway 2000 a):

- Sie werden von Mikroorganismen, jedoch nicht vom Wirt selbst gebildet.

- Sie sind essentiell fiir die Pathogenitat oder das Uberleben des Mikroorganismus.

- Sie kommen in einer Vielzahl von Pathogenen vor.
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Die Rezeptoren der angeborenen Immunitat, sogenannte mustererkennende
Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs), werden auf verschiedenen
Antigen prasentierenden Zellen wie dentritischen Zellen, B-Zellen, Makrophagen und
Mikroglia exprimiert. Sie konnen in drei Klassen unterteilt werden: sezernierte,
endozytierende und signaltransferierende Rezeptoren (Medzhitov und Janeway
2000 b).

Sezernierte PRRs fungieren als Opsonine, indem sie an mikrobielle Zellwande
binden und diese zur Erkennung durch Phagozyten oder das Komplementsystem
kennzeichnen. Der am Besten charakterisierte Rezeptor dieser Gruppe ist das
Mannan-bindende Lektin, welches an mikrobielle Kohlenhydrate bindet und den
Lektin-Weg der Komplementaktivierung einleitet. Er kann an Kohlenhydrate von
gramnegativen und grampositiven Bakterien, Hefezellwanden und auch einiger Viren
und Parasiten binden (Medzhitov und Janeway 2000 b).

Endozytierende PRRs kommen auf der Oberflache von Phagozyten vor. Nach der
Erkennung bestimmter mikrobieller Strukturen kommt es zur Aufnahme und
Zerstorung der Pathogene in Phagolysosomen. Die vom Pathogen stammenden
Proteine kdnnen nun verarbeitet und auf MHC-Molekullen der Phagozytenoberflache
prasentiert werden (Medzhitov und Janeway 2000 b). Der Mannose-Rezeptor ist ein
solcher endozytierender PRR. Er erkennt spezifisch Kohlenhydrate mit einem hohen
Anteil an Mannose, wie sie typisch fur Mikroorganismen sind (Fraser et al. 1998).

Ein weiterer endozytierender PRR ist der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor. Dieser
Rezeptor erkennt unter anderem bakterielle Zellwandkomponenten wie LPS und LTS
(Husemann et al. 2002). Uber Scavenger-Rezeptoren erfolgt auch die Erkennung
von Amyloid  durch Mikroglia im Gehirn (El Khoury et al. 1998, Husemann et al.
2002).

Bei signaltransferierenden Rezeptoren kommt es nach Erkennen von PAMPs zur
Aktivierung einer Signaltransduktionskaskade, welche die Information der
Pathogenerkennung ins Innere der Zelle weiterleitet und die Expression
verschiedener Gene der Immunantwort induziert, z. B. fur inflammatorische Zytokine.
Zu dieser Art zahlen die Rezeptoren der sog. Toll-Familie (Medzhitov und Janeway
2000 b).
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Ein anderer Mechanismus der Pathogenerkennung lauft Uber die humorale
Immunitat. Die von Plasmazellen gebildeten Antikdrper erkennen spezifisch ihre
Antigene und binden daran. Es kommt zur Opsonisierung des Pathogens, d. h. es
wird als Fremdkorper markiert. Der konstante sogenannte Fc-Teil des an das Antigen
gebundenen Antikorpers wird wiederum durch den Fc-Rezeptor der Phagozyten
erkannt (Aderem und Underhill 1999).

Beteiligung des Zytoskeletts an der Phagozytose

Phagozytose ist ein Aktin-abhangiger Prozess und eng mit dem Zytoskelett
verknupft. Die Partikelaufnahme wird initiert durch die Interaktion spezifischer
Rezeptoren auf der Zelloberflache der Phagozyten (siehe oben) mit Liganden auf der
Oberflache der Partikel. Dies fuhrt zur Polymerisation von Aktin an der Stelle der
Ingestion und zur Aufnahme des Partikels mittels eines auf Aktin basierenden
Mechanismus.

Wahrend der Phagozytose kommt es oft zum Abrunden der Zellen. Hierbei wird die
Umverteilung von Zytoskelett- und Membranbestandteilen sichtbar, welche flr

Phagozytose sowie fur Zelladhasion zustandig sind (Aderem und Underhill 1999).
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1.4 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch Phagozyten

Die Erkennung von Pathogenen flihrt zu deren Phagozytose und Abt6tung innerhalb
des Phagozyten. Das gebundene Pathogen wird von der Membran des Phagozyten
umhdallt, wodurch sich ein Vesikel, das sogenannten Phagosom, bildet. Dieses
Vesikel wird anschlieBend angesauert. Die Phagozyten besitzen des Weiteren
Lysosomen, welche antimikrobiell wirksame Enzyme und andere Proteine enthalten.
Das Phagosom verschmilzt mit einem oder mehreren der Lysosomen zu einem
Phagolysosom, in welchem dann der Inhalt der Lysosomen freigesetzt wird und die
Krankheitserreger abgetotet werden (Janeway et al. 2002).

Neben inflammatorischen Zytokinen, welche zur Anlockung und Aktivierung anderer
Immunzellen dienen, erzeugen Makrophagen und neutrophile Granulozyten
(Janeway et al. 2002), sowie Mikroglia (Banati et al. 1993) noch eine Reihe weiterer
toxischer Produkte, die direkt beim Abtdten des aufgenommenen Mikroorganismus
mitwirken. Hierzu zahlen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxid O,",
Wasserstoffperoxid H;O, und das Hydroxyl-Radikal OH’, sowie reaktive
Stickstoffspezies (RNS), wie Stickstoffmonoxid NO und Peroxynitrit ONOO™ (Babior
2000). Diese Verbindungen werden wahrend eines Vorgangs gebildet, welcher als
Jrespiratory burst” bezeichnet wird, da wahrend dieser Zeit der Sauerstoffverbrauch

der Zellen vorubergehend zunimmt (Janeway et al. 2002).

Die Generierung dieser Oxidantien erfolgt durch verschiedene Enzyme (Halliwell
1999, Babior 2000):

Die membrangebundene NADPH-Oxidase katalysiert die Bildung von Superoxid aus
Sauerstoff und NADPH:

20,+NADPH > 20,"+NADP'+H"*

Das Enzym ist in ruhenden Phagozyten inaktiv. Durch verschiedene Stimuli, z. B.
Bakterien, kommt es zum Zusammenbau der Untereinheiten und zur Bildung des
aktiven Enzyms an der Plasmamembran und an der Membran der Phagosomen.
Hierdurch kommt es zur Abgabe von O," in die extrazellulare Umgebung und ins

Innere der Phagosomen (Kobayashi et al. 1998).
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Superoxiddismutase  katalysiert die  Dismutation von  Superoxid zu
Wasserstoffperoxid:
20, +2 H" > O, + H,0,

Die Dismutation von Superoxid geschieht auch ohne enzymatische Katalysation.

Durch die Superoxiddismutase wird diese Reaktion jedoch 10000-fach beschleunigt.

Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) katalysiert die Bildung von Stickstoffmonoxid
aus Arginin, Sauerstoff und NADPH:

Arginin + O, + NADPH > NO + Citrullin + NADP®

Auf dieses Enzym wird in Kapitel 1.5 genauer eingegangen.

Die Myeloperoxidase katalysiert die Oxidation von Halogeniden (CI, Br, I') zu
hypohalogenigen Sauren in der Gegenwart von Wasserstoffperoxid (Hampton et al.
1998):

CI'+H;0, > OCI +H;0

Das flr diese Reaktion benétigte H,O, stammt aus der Dismutation von O,". Das am
haufigsten gebildete Produkt ist aufgrund der hohen Chlorid-Konzentration der
Korperflussigkeiten die hypochlorige Saure HOCI. Sie stellt ein stark wirksames
Mikrobizid dar.

Durch enzymatische Reaktionen entstehen somit O,", H,O,, NO und HOCI. Weitere
Oxidantien werden durch nicht-enzymatische Reaktionen der oben aufgeflhrten
Produkte gebildet.

Uber die Ubergangsmetall-katalysierte ,Haber-Weiss-Reaktion® wird das
hochreaktive Hydroxyl-Radikal OH' generiert (Halliwell und Gutteridge 1999):

Fe** +0,;” > Fe* +0,
Fe** +H,0, > Fe* +OH + OH

Gesamtreaktion: 0,"+H,0, > 0O,+O0OH +OH

10
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Hypochlorige Saure kann an schwefelsaurehaltige Amine, wie das Taurin, binden. Es
kommt zur Entstehung von Chloraminsauren, welche relativ langlebige und selektive
Bakterizide darstellen (Elstner 1990).

HOCI + Taurin - Taurin-Chloraminsaure

Durch die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit einem Hypohalogenit kommt es zur

Bildung von Singulettsauerstoff (Steinbeck et al. 1992):

H,0,+OCI > '0,+H,0+CI

Die Reaktion des durch die NO-Synthase gebildeten NO mit Superoxid flhrt zur
Bildung von Peroxynitrit (Pryor und Squadrito 1995):

NO + O;” > ONOO

Die Generierung all dieser Substanzen soll eigentlich der Abtotung eingedrungener
Mikroorganismen dienen. Die reaktiven Oxidantien kdnnen aber auch umgebendes
Gewebe schadigen (Babior 2000) und somit Nebeneffekte wie Entziindung, Odeme
und Schmerzen hervorrufen (Elstner 1990). Sie werden als wichtige Faktoren bei der
Pathogenese verschiedener Krankheiten gesehen. Hierzu zahlen unter anderem
rheumatoide Arthritis, Atherosklerose, zystische Fibrose, Reperfusionsschaden,
akute respiratorische Insuffizienz, sowie auch die Karzinogenese (Halliwell und
Gutteridge 1999, Babior 2000).

Die Bildung von ROS und RNS stellt die Ursache fur oxidativen Stress im ZNS dar
(Emerit et al. 2004). Die Bildung dieser Substanzen erfolgt zu einem grof3en Anteil
durch aktivierte Mikroglia. Gleichzeitig sind aktivierte Mikroglia ein Kennzeichen
vieler neurodegenerativer Krankheiten. Es wird angenommen, dass die von ihnen
gebildeten ROS und RNS maligeblich an der Pathogenese dieser
neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt sind (Boje und Arora 1992, Chao et al.
1996).

11
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1.5 NO-Synthasen und NO als Signalmolekiil

In den siebziger Jahren wurden Bilanzierungsstudien durchgefuhrt, welche ergaben,
dass der Mensch mehr Nitrit und Nitrat ausscheidet, als er zu sich nimmt. Fur die
Mehrproduktion wurde damals allerdings die Darmflora verantwortlich gemacht. 1981
musste diese Vorstellung jedoch revidiert werden, da eine Forschergruppe zeigte,
dass auch keimfrei gezogene Ratten, die keine Darmflora hatten, ebenfalls mehr
Nitrat ausschieden, als ihnen zugefuhrt wurde (Green et al. 1981).

Daraufhin begannen viele Forschergruppen die Suche nach endogenen Systemen,
welche Stickstoff zu Nitrit und Nitrat oxidieren kdnnen. In den achtziger Jahren
fanden mehrere Forschergruppen, unabhangig und relativ gleichzeitig, in drei
Zelltypen Nitrat- bzw. Nitritquellen.

1985 fand eine Gruppe, dass Makrophagen nach Behandlung mit Lipopolysaccharid
aus Bakterien Nitrat und Nitrit bilden (Stuehr und Marletta 1985). Zwei Jahre spater
konnte NO als primares Syntheseprodukt dieser Zellen nachgewiesen werden. Als
Stickstoffquelle fur die NO-Synthase wurde einer der Guanidinostickstoffe von L-
Arginin identifiziert (Hibbs et al. 1987).

Unabhangig davon entdeckte eine andere Gruppe Anfang der achtziger Jahre, dass
aus dem Endothel von Blutgefallen eine gefalRerweiternde Substanz ausgeschittet
wird (Furchgott et al. 1984). Diese Substanz wurde als ,endothelium-derived relaxing
factor* (EDRF) bezeichnet und konnte 1987 von einer englischen Gruppe als NO
identifiziert werden (Palmer et al. 1987). Analog zum Makrophagensystem wurde die
Aminosaure L-Arginin als Substrat der NO-Synthase in Endothelzellen identifiziert.
Wiederum unabhangig davon wurde 1982 entdeckt, dass fur die Bildung des
zyklischen Guanosin-3',5 -monophosphat (cGMP) im Gehirn L-Arginin bendtigt wird
(Deguchi und Yoshioka 1982). Die Erklarung dafur lieferte spater die Entdeckung,
dass Nervenzellen im Gehirn aus L-Arginin NO produzieren.

Die Bedeutung von NO als biologischer Vermittler wurde 1998 durch einen
Nobelpreis anerkannt. Furchgott, Ignarro und Murad erhielten den Preis fur ihre
Arbeiten, die zur Entdeckung von NO als biologisches Signalmolekdl in
Saugetierzellen flhrten (Alderton et al. 2001).

Bei Saugetieren sind heute drei gut charakterisierte Isoformen der NO-Synthasen
bekannt. Die neuronale NOS (nNOS bzw. NOS1) mit 160 kDa, die induzierbare NOS
(INOS bzw. NOS2) mit 130 kDa und die endotheliale NOS (eNOS oder NOS3) mit
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133 kDa. Die Namen sagen entweder etwas Uber ihre Charakteristik bzw. Uber das
Gewebe aus, in welchem sie ursprunglich als erstes nachgewiesen wurden.
Mittlerweile ist aber bekannt, dass die drei Isoformen in unterschiedlichsten
Geweben und Zellen exprimiert werden (Stuehr 1999, Titheradge 1999, Kleinert et al.
2003). Die drei Isoformen weisen die gleiche genetische Struktur auf und besitzen
fast identische katalytische Mechanismen. Alle bendtigen eine Reihe von Cofaktoren
und prosthetischen Gruppen fur ihre Aktivitat, namlich FAD, FMN, Ham, Calmodulin
und Tetrahydrobiopterin.

Fir die katalytische Aktivitat werden drei verschiedene Domanen bendtigt (Abb. 1):
e die Reduktase Domane
e die Calmodulin-bindende Domane

e die Oxygenase Domane

Die Reduktase Domane beinhaltet die Bindestellen fir FMN, FAD und NADPH.
Diese Domane transferiert Elektronen vom NADPH zur Oxygenase Domane. Die
Oxygenase Domane beinhaltet die Bindestellen fir Ham, Tetrahydrobiopterin und
Arginin. Sie katalysiert die Umsetzung von Arginin unter Verbrauch von O, zu
Citrullin und NO.

nNOS

NADPH —COOH
1433

eNOS

e CaM )

1 449 :naU 715 742 1153

4 cﬁuu iNOS
CaM
ne,— ] ERCUREER 7N FVN— FAD  NADPH |-coon
g 504 537 887 716 1203
Dimer Dimer
irterface interiace
Oxigenase Domane Reduktase Domane

Abb. 1: Domanenstruktur der nNOS, eNOS und iNOS (aus Alderton et al. 2001).
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Die Calmodulin Bindestelle wird fur die Aktivitdt aller NOS-Isoformen bendtigt.
Calmodulin dient normalerweise als Sensor fiir die intrazelluldre Ca?*-Konzentration
und reagiert auf erhohte intrazelluldre Ca?*-Konzentrationen. Im Falle der NO-
Synthasen sorgt Calmodulin fir die Bildung von Homodimeren. Diese dimere Form
wird fir die Aktivitdt und somit zur NO-Bildung benétigt. Die Funktion des
Calmodulins unterscheidet sich jedoch bei den verschiedenen Isoformen der NOS
ein wenig (Alderton et al. 2001, Stuehr 1999).

NO-Synthasen katalysieren die Bildung von NO und L-Citrullin aus L-Arginin, O,
sowie aus NADPH stammenden Elektronen (Abb. 2). Als Zwischenstufe tritt hierbei
Hydroxyl-L-Arginin auf (Stuehr 1999, Grooves und Wang 2000).

H
H.M o + MH MNH o + MNH + 9] H
2 .}FN 2 . A, 05H ﬁr“ 2
[ H+ NADP I 0,59 NADP
H H H
NADPH 0,5 NADPH
> + NO
O O
? H,0 ? H,0
+ = + - + -
NH O, NH O, NH O
L-Arginin Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

Abb. 2: Biosynthese von Stickstoffmonoxid (Groves und Wang 2000).

Die NO-Synthasen kdnnen die Umwandlung von Arginin in Citrullin nur im aktiven
dimeren Zustand katalysieren. Dabei bindet die Oxygenase Domane eines
Monomers an die Reduktase Domane des anderen Monomers, vermittelt durch
Calmodulin. Die Elektronen werden dann in Form einer Elektronentransportkette von
der Reduktase Domane des einen Monomers zur Oxygenase Domane des anderen
Monomers Ubertragen (Abb. 3). Dabei werden die Elektronen von der
Elektronenquelle NADPH Uber FAD und FMN zur Oxygenase Domane transferiert,
wo dann Uber Ham mit Hilfe von Tetrahydrobiopterin L-Arginin in L-Citrullin
umgesetzt wird (Alderton et al. 2001, Stuehr 1999).
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NADPH NADP+

L-Arginin + 05

Uullin + NO

L-Citrullin + NO
L-Arginin + O
NADP+ NADPH

Abb. 3: NO-Synthase im dimeren, funktionsfahigen Zustand.
Calmodulin (CAL) vermittelt die Bildung eines Homodimers, wodurch es zur Ausbildung der

Elektronentransportkette kommen kann. BH4 = Tetrahydrobiopterin

Neuronale NO-Synthase (nNOS)

NNOS wird in den Nervenzellen des zentralen und peripheren Nervensystems und
des Skelettmuskels exprimiert (Michel und Feron 1997).

Im Gehirn fungiert NO als Neuromodulator, welcher Funktionen wie Verhalten und
Gedachtnis beeinflusst (Dawson und Dawson 1996). Im peripheren Nervensystem
dient NO als Neurotransmitter. Es beeinflusst unter anderem die Kontraktion der
glatten Muskulatur, die Motilitdt des Gastrointestinaltraktes und besitzt
neuroendokrine Funktion. Im Skelettmuskel fungiert NO als Signalmolekul, welches
den Muskelmetabolismus erhdht und die Kontraktilitat erniedrigt (Christophersen und
Bredt 1997).

Die nNOS wird konstitutiv gebildet, ihre Expression kann aber durch bestimmte
physiologische und pathophysiologische Faktoren beeinflusst werden. Die
Funktionen, welche der nNOS zugeschrieben werden, erfordern eine schnelle, an
einem bestimmten Ort lokalisierte und zeitlich begrenzte NO Produktion. Die
Regulation erfolgt in erster Linie durch die obligate Bindung des Calmodulins, welche
nur durch voriibergehende Erhéhung des intrazelluldren Ca?*-Spiegels erfolgt. Die
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NNOS generiert in Folge eines entsprechenden Reizes einen kurzen NO Burst. Die
physiologische Konzentration des hierbei gebildeten NOs liegt im picomolaren
Bereich (Anggard 1994).

Fehler in der Regulation der nNOS werden flr eine Anzahl an neurologischen
Krankheiten, wie z. B. Huntington und Parkinson, verantwortlich gemacht
(Christophersen und Bredt 1997).

Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

Zu den Zellen, die eNOS exprimieren, zahlen unter anderem vaskulare endotheliale
Zellen und Kardiomyozyten (Michel und Feron 1997).

In den Blutgefallen dient das gebildete NO als Vasodilator, indem es auf die glatte
Muskulatur der Blutgefalle wirkt und somit Blutdruck und Blutfluss reguliert. Das in
das Lumen der BlutgefaRe abgegebene NO wirkt hemmend auf die Thrombozyten-
Aggregation und die Leukozytenadhasion (Li und Forstermann 2000).

Die eNOS wird konstitutiv exprimiert und durch voribergehende Erhohung des
intrazelluldren Ca®*-Spiegels aktiviert, kann aber ebenfalls, wie die nNOS, durch
bestimmte physiologische und pathophysiologische Faktoren beeinflusst werden
(Stuehr 1999). Die eNOS produziert, wie die nNOS, einen relativ kurzen NO Burst.
Die physiologische Konzentration des gebildeten NO liegt im picomolaren Bereich
(Anggard 1994).

Die eNOS besitzt an ihrem N-terminalen Ende je eine Myristinylierungs- und eine
Palmitylierungsstelle, d. h. Modifikationsstellen flur Myristin- und Palmitinsaure, zwei
Fettsduren, welche zur Bindung der eNOS an Membranen dienen (Alderton et al.
2001).

Im kardiovaskularen System hat die eNOS allgemein einen protektiven Effekt. Bei
Entzindungen bzw. Atherosklerose verhindern niedrige Konzentrationen an NO den
apoptotischen Tod der endothelialen Zellen und bewahren die Integritat des
endothelialen Zellmonolayers. Eine gestorte NO Bildung durch die eNOS wird mit
Funktionsstorungen wie Bluthochdruck, erhéhtem Cholesterinspiegel, Diabetes und

Herzfehlern in Verbindung gebracht (Li und Forstermann 2000).
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Induzierbare NO-Synthase (iNOS)

Die INOS wurde als erstes in Makrophagen entdeckt, man findet sie jedoch auch in
anderen Zellen des Immunsystems wie Granulozyten und Mikroglia. Mittlerweile
wurde festgestellt, dass iINOS in sehr vielen Zelltypen induzierbar ist (Michel und
Feron 1997).

Die Expression der iINOS wird induziert als Antwort auf Stimuli wie infektiose
Agenzien und Pathogene, Endotoxin und proinflammatorische Zytokine (Kleinert et
al. 2003). NO dient als Effektormolekil, welches bestimmte Zielzellen (auch
Bakterien) abtotet oder zumindest inaktiviert. Dies geschieht durch eine Anzahl
hochreaktiver Stickstoff-Intermediate. Das durch die NADPH-Oxidase produzierte
Superoxid reagiert mit NO zu Peroxynitrit und anderen toxischen Produkten. Diese
reaktiven Intermediate fuhren unter anderem zu DNA Desaminierungen und
Strangbrichen. Die reaktiven Stickstoff-Intermediate verursachen aullerdem
Proteinmodifikationen wie Nitrosylierung von Cystein- und Tyrosinresten, sowie die
Inaktivierung von metallhaltigen Enzymen. Dies fuhrt wiederum zu zytostatischen
oder zytotoxischen Effekten gegenuber eindringenden Pathogenen. Ein zytotoxischer
Effekt wurde auch gegenliber Tumorzellen festgestellt. Der Tod geschieht durch
einen apoptotischen Mechanismus, wobei der genaue, zum Zelltod flhrende,
Signalweg noch nicht ganz verstanden ist (Fang 1997, Nathan 1997).

Die iINOS unterscheidet sich in ihrer Regulierung ein wenig von den beiden anderen
NO-Synthasen. Das iNOS Gen steht unter transkriptioneller Kontrolle, d. h. die INOS
wird nicht konstitutiv exprimiert, sondern die Expression wird induziert. Aulerdem
wird die Aktivitat noch durch andere Kontrollmechanismen beeinflusst, die auf mRNA
Stabilitat, Translation und Degradierung des Proteins einwirken, sowie durch die
Verflgbarkeit von Substrat und Cofaktoren. Die iNOS unterscheidet sich weiterhin
dadurch, dass sie Calmodulin schon bei sehr geringen Ca**-Konzentrationen bindet
und somit als aktives Dimer vorliegt. Sie ist also nicht von einer Erhohung des
intrazelluldren Ca?*-Spiegels abhangig. Somit ist ihr es im Gegensatz zu den beiden
anderen Isoformen mdglich, fir einen hohen Output und eine langanhaltende
Freisetzung von NO zu sorgen (Stuehr 1999).

Die iINOS produziert physiologische Konzentrationen von NO im nanomolaren
Bereich (Anggard 1994).

Die Uberproduktion von NO durch die iNOS steht im Zusammenhang mit einer Reihe

von Symptomen und Krankheiten. Wird die iNOS in der falschen Zelle zur falschen
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Zeit aktiviert, so kann das entstehende NO proinflammatorisch, zytotoxisch und pro-
apoptotisch wirken. Beispielsweise wird der septische Schock durch eine
Uberaktivierung der Makrophagen durch eine Bakterieninfektion im Blut ausgel6st
(Titheradge 1999). Die dabei entstehende Uberproduktion von NO fiihrt zu einem
extremen Abfall des Blutdrucks und nachfolgenden Funktionsstérungen mehrerer
Organe. AuRerdem wirkt am falschen Ort produziertes NO proinflammatorisch und
fuhrt zu Entzindungsprozessen. Hierdurch konnen wiederum Autoimmungeschehen
wie z. B. Juveniler Diabetes, Multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma usw.
entstehen (Nathan 1997, Moncada 1999).
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1.6 Johanniskraut und Depression

Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) (Abb. 4) gehort zu den altesten
Arzneipflanzen Europas und war schon den Arzten der Antike und des Mittelalters
bekannt. In vielen alten Krauterblichern findet man die Bezeichnung ,Fuga
daemonum®, woran sein friiherer Stellenwert als wichtiges Mittel gegen Teufel und
Damonen erkennbar ist (Czygan 1993). Aber auch wundheilende, diuretische und
gegen Malaria wirkende Eigenschaften wurden dem Johanniskraut zugesprochen
(Fuchs Kreuterbuch von 1543).

Abb. 4: Johanniskraut (Hypericum perforatum L.)

Die offizinale Droge - Hyperici herba - besteht aus den wahrend der Blitezeit
geernteten und getrockneten oberirdischen Pflanzenteilen (Kaul 2000, Schneider und
Hiller 1999).

In der offiziellen, 1984 von der Kommision E veroéffentlichten, Monographie
(Bundesanzeiger Nr. 228, 1984) von Hyperici herba werden als innerliches
Anwendungsgebiet psychovegetative Storungen, depressive
Verstimmungszustande, Angst und nervdose Unruhe angegeben, aufl’erdem odlige
Hypericum-Zubereitungen bei dyspeptischen Beschwerden.

AuRerlich dienen dlige  Hypericum-Zubereitungen zur Behandlung und
Nachbehandlung von scharfen und stumpfen Verletzungen, Myalgien und

Verbrennungen 1. Grades.
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Heutzutage nimmt Johanniskraut in der Therapie leichter bis mittelschwerer
endogener Depressionen einen festen Platz ein. Weitere Anwendungsgebiete sind
reaktive Depression, Angstzustande, Erschopfungsdepression, Depressionszustande
im Klimakterium und Depressionen mit psychovegetativen Begleiterscheinungen wie
Herzschmerzen, Schlafstérungen, SchweilRausbriichen, Kopfschmerzen,
Oberbauchbeschwerden und Abgeschlagenheit (Kaul 2000).

Das Inhaltsstoffmuster des Johanniskrauts wurde in den vergangenen Jahren
intensiv analysiert. Zu seinen charakteristischen Inhaltsstoffen gehoren die
Naphthodianthrone Pseudohypericin und Hypericin. Das Inhaltsstoffspektrum
umfasst weiterhin Flavonoide mit den Hauptkomponenten Rutin, Hyperosid,
Isoquercitrin, Quercitrin und Quercetin, sowie die Biflavone 13,118-Biapigenin und
Amentoflavon. Des Weiteren zu finden sind die Phloroglucinverbindungen Hyperforin
und  Adhyperforin.  Johanniskraut  enthalt aulRerdem  Xanthonderivate,
Catechingerbstoffe, Proanthocyanidine, Phenolsauren wie Chlorogen- und
Kaffeesaure, sowie atherisches OIl. Weiterhin konnten Anthrachinone und
Blutenfarbstoffe nachgewiesen werden (Kaul 2000, Butterweck 2003, Nahrstedt und
Butterweck 1997). Bislang wurden mehr als 150 Inhaltsstoffe identifiziert (Saller et al.
2003). Eine Ubersicht tber die wichtigsten, pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe
findet sich in Abb. 5.

Die biochemische Grundlage fur depressive Storungen wird in einer Verminderung
der Katecholamin-Neurotransmitter Noradrenalin, Serotonin und Dopamin (Forth et
al. 2001) und/oder einem Mangel an B-Endorphinen wie Methionin- und Leucin-
Enkephalinen gesehen (Tejedor-Real et al. 1995, Darko et al. 1992). Die Behandlung
depressiver Erkrankungen erfolgt mit Medikamenten, welche in den
Neurotransmitter-Stoffwechsel  eingreifen.  Trizyklische und nicht-trizyklische
Antidepressiva verursachen primar eine Hemmung der neuronalen Wiederaufnahme
der Monoamine Noradrenalin und/oder Serotonin (Forth et al. 2001). Die Hemmung
der Wiederaufnahme fuhrt zu einer erhdhten Aktivitat dieser Transmitter an den
Synapsen (Richelson 1996). Monoaminoxidase-Hemmer (MAO-Inhibitoren)
verhindern den Abbau der biogenen Amine durch die MAO. Wenn Noradrenalin und
Serotonin in den Axonendigungen nicht mehr abgebaut werden, steigt der Gehalt in
den Speichervesikeln und damit die Freisetzung in den synaptischen Spalt (Forth et
al. 2001).
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Substanzgruppe Chemische Struktur Substanzname ungef. Gehalt im
Planzenextrakt [%]
CH
1.A=H Quarcatin 1. 02 -05
HO o 2. A = re-L-hamnasyl Quarcitrin 2 02 -0.4
OH 3 H=p-0-glucasd  |soquarcitrin 3 05 -08
Flayonoide 4. H = {-0-galactosyl Hyperasid 4 2-4
CR 4. A = 3-0-nainosyd  Rutin 3 2-3
OH O G. H = r.-D-glucurony] Miqueianin G 04 -035
; 1. H=CHs Hyparicin 1. 008 -020
Naphthodianthrone 2 B = CHaOH Pesudohypericin| 2 0.15—040
: 1.H=H Hypaforin 1. 08-5
Fhloraglucinole 2 R = CH, adhyparforin
Bifla 1. 12" ll2-Biapiganin { aAmentaflavan) 1. 0,01 -005
mavane 2. I3, la-Biapigenin 2 02 -06
0
Pl | ) OH
1enylprapana
yiRrap ] OH z.B. Chlorogansdura <
HOOG : CH
CH OH
Xanthone 1.3.6.7 - Tatrahydrosxyxanthon < 00004
z. B. Pracyanidin B2 Gasamtgehalt an
L Proanthocya nidinen
Froanthocyaniding ainschlialich

Procyanidin B2 - 10

Abb. 5: Ubersicht Gber die in Johanniskraut enthaltenen, pharmakologisch relevanten
Hauptinhaltsstoffe (Butterweck und Nahrstedt 2003).
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Die Wirksamkeit von Johanniskraut als Antidepressivum wurde in vielen klinischen
Studien belegt. Die Zuordnung des antidepressiven Wirkprinzips zu bestimmten
Inhaltsstoffen war bis heute jedoch nicht eindeutig mdglich (Kaul 2000).

Anfangliche Untersuchungen lieRen vermuten, dass es sich bei der Hemmung der
Monoaminoxidase (MAO) um den Hauptwirkungsmechanismus des Johanniskrauts,
vermittelt durch Hypericin, handelt (Suzuki et al. 1984). Diese hemmende Wirkung
wurde fur den Gesamtextrakt und einzelne Flavonoide nachgewiesen. Der
Hemmeffekt fur Hypericin konnte nicht bestatigt werden (Thiede und Walper 1994).
Durch den Gesamtextrakt konnte auch eine Hemmung der Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) bewirkt werden (Thiede und Walper 1994). Diese ist, wie
die MAO, am Abbau der Katecholamine beteiligt.

Des Weiteren erwies sich Johanniskraut als potenter Serotonin-, Noradrenalin- und
Dopamin-Wiederaufnahmehemmer (Mduller und Schafer 1996). Diese Wirkung
konnte auch fur Hyperforin alleine nachgewiesen werden (Muller et al. 1998).

Andere Studien fanden verschiedene Wirkungen von Johanniskrautextrakten auf
Monoamin-Rezeptoren. So konnte bei Ratten durch die 14-tdgige Gabe eines
methanolischen Extrakts aus Hypericum eine signifikante Herabregulation der
corticalen p-Adrenorezeptoren bewirkt werden. Durch den selben Extrakt konnte,
ebenfalls nach 14-tagiger Behandlung, eine Hochregulation der 5-HT, Rezeptoren im

frontalen Cortex der Ratten beobachtet werden (Muller et al. 1997).

Hypericum perforatum ist eine der bestuntersuchten Medizinalpflanzen, trotzdem gibt
es noch viele offene Fragen, was seine Pharmakologie und Wirkmechanismen
betrifft (Butterweck 2003). Eine gute Ubersicht Uber die bisher bekannten
Wirkungsmechanismen von Johanniskraut findet sich bei Kaul (2000) und
Butterweck (2003).
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1.7 Ziel der Arbeit

Aktivierte Mikroglia sind bei einer Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen, wie
z. B. Alzheimer, Parkinson, Multipler Sklerose oder HIV vermittelter Demenz zu
finden. Diese aktivierten Mikroglia generieren substanzielle Mengen an ROS, NO,
Glutamat und anderen neurotoxisch wirkenden Substanzen (Chao et al. 1996). Das
oxidative und neurotoxische Potential, der von den aktivierten Mikroglia
abgegebenen Substanzen, spielt moglicherweise auch bei depressiven
Erkrankungen eine Rolle. Der durch aktivierte Mikroglia hervorgerufene oxidative
Stress konnte Auswirkungen auf Neurotransmitter und deren Funktion haben.

Die Wirksamkeit von Johanniskraut bei Depression wurde in vielen Studien belegt.
FUir Johanniskraut-Extrakte, sowie einzelne seiner Inhaltsstoffe, wurden

verschiedenste Wirkungen auf Neuronen nachgewiesen (siehe Kapitel 1.5).

In der vorliegenden Arbeit wurde an Mikroglia-Zellkulturen die Wirkung von
Johanniskraut-Extrakt auf verschiedene Funktionen von Mikroglia getestet.
Interessant war hierbei vor allem der Einfluss auf Aktivitaten, welche Auswirkungen

auf umgebenden Zellen, wie z. B. Neuronen, haben kdnnen. Untersucht wurden:

e die NO-Bildung durch die INOS

e die Phagozytose verschiedener Partikel
e Struktur des Zytoskeletts

e die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

o die Toxizitat von Amyloid § auf Mikroglia

Bei auftretenden Effekten wurde Uberpruft, ob sich diese auf einen oder mehrere der
Hauptinhaltsstoffe des Extraktes zurlckfihren lieien. Getestet wurden hierbei die
Flavonoide Rutin, Hyperosid, Quercitrin und Quercetin, die Naphthodianthrone

Pseudohypericin und Hypericin, sowie die Phloroglucinverbindung Hyperforin.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1.Verwendete Zelllinien

FUr die Versuche wurden die murinen Mikroglia-Zelllinien BV2 und N11, sowie die
murine Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 verwendet. Die Zelllinien BV2 und RAW
264.7 wurden von Dr. T. Grune, Humbold Universitat Berlin, die Zelllinie N11 von Dr.
G. Munch, Universitat Leipzig, zur Verfugung gestellt.

Die Mikroglia-Zelllinie BV2 wurde hergestellt aus einer primaren Mikrogliakultur,
welche mit einem v-raf / v-myc Onkogen tragenden Retrovirus (J2) infiziert wurde
(Blasi et al. 1990).

Die Mikroglia-Zelllinie N11 stammt von einer Mikrogliakultur aus embryonalem
Maushirn, welche mittels eines v-myc oder v-mil Ubertragenden Retrovirus (MH2)
immortalisiert wurde (Righi et al. 1989).

Die Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 wurde aus einem Tumor gewonnen, welcher

durch das Abelson Maus Leukamie Virus induziert wurde (Raschke et al. 1978).

Fir die Untersuchungen zur Toxizitat von Amyloid B Protein Fragment 25-35 wurde
aulerdem die humane Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH (ATCC Nr. HTB-11)
verwendet, welche aus einem Knochenmarks-Neuroblastom eines weiblichen
Individuums stammt. Diese Zelllinie wurde von Dr. H. Wolff, GSF Forschungszentrum

fur Umwelt und Gesundheit, Neuherberg, zur Verfligung gestellit.
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2.1.2 Zellkulturmedien, Puffer und Reagenzien fiir die Zellkultur

Samtliche Medien und Reagenzien fur die Zellkultur wurden von Invitrogen GmbH,

Karlsruhe bezogen.

Medium/Puffer/Reagenz Bemerkung Katalognummer
DMEM mit Phenolrot und L-Glutamin 41965-039
DMEM ohne Phenolrot, ohne L-Glutamin 31053-028
RPMI mit Phenolrot und Glutamax-I 61870-044
RPMI ohne Phenolrot, ohne L-Glutamin 32404-014
FCS Lot Nr.: 40F1225K 10270-106
PBS 14040-091
L-Glutamin 100x 25030-024
Glutamax-I Supplement 100x 35050-038
Trypsin-EDTA 10x 35400-027

Hitzeinaktivierung des FCS:
Vor seiner Verwendung wurde das FCS bei 56°C fur 30 min im Wasserbad

hitzeinaktiviert.
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Fir die Kultur der Zellen und die Versuche wurden folgende Medien verwendet:

Kulturmedium fiir die Zelllinien BV2 und N11
500 ml DMEM mit Phenolrot
5ml FCS

Kulturmedium fiir die Zelllinie RAW 264.7
500 ml RPMI mit Phenolrot
5ml FCS

Versuchsmedium farbloses DMEM mit 1 % FCS
500 ml DMEM ohne Phenolrot
5ml FCS

5 ml L-Glutamin

Versuchsmedium farbloses RPMI mit 1 % FCS
500 ml RPMI ohne Phenolrot
5ml FCS

5 ml Glutamax-| Supplement

Einfriermedium fiir die Zelllinien BV2 und N11
20 % FCS

10 % DMSO

70 % DMEM (mit 10 % FCS)

Einfriermedium fiir die Zelllinie RAW 264.7
90 % FCS
10 % DMSO
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2.1.3 Johanniskraut-Extrakte

Die Extrakte aus Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) wurden von Fr. Mann,
Lehrstuhl fur Phytopathologie, Weihenstephan, zur Verfligung gestellt. Alle vier
Extrakte wurden aus Kraut aus der Ernte des Jahres 2001 hergestellt. Zur
Gewinnung der Extrakte wurde getrocknetes Kraut von Hypericum perforatum mit
50 % Ethanol extrahiert (Mann 2003). Die Extrakte erhielten die Nummern 1 bis 4
und wurden alle auf eine Konzentration von 25 mg Trockensubstanz / ml EtOH
(50 %) eingestellt. Die genaue Hypericum-Sorte sowie Bezeichnung der

entsprechenden Extrakte lasst sich Tab. 1 entnehmen.

Tab. 1: Fir die Extrakte verwendeten Hypericum-Sorten mit Standortbezeichnung (nach
Mann 2003).

Hypericum-Sorte mit Standortbezeichnung

Bezeichnung des Extraktes (nach Mann 2003)

Extrakt 1 Topas 2/IlI
Extrakt 2 Taubertal 5/11I
Extrakt 3 SN 10/111
Extrakt 4 Einzelpflanze A

Von jedem Extrakt wurden verschiedene Verdunnungen (50 % EtOH) hergestellt. Die

Bezeichnungen der verschiedenen Verdunnungen sind in Tab. 2 aufgefuhrt.

Tab. 2: Bezeichnung der Verdinnungen der Extrakte und entsprechende Konzentration
[mg Trockensubstanz / ml EtOH (50 %)].

Bezeichnung der Verdiinnung | Konzentration der Losung
A 20 mg/ml
B 15 mg/ml
C 10 mg/ml
D 5 mg/ml
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2.1.4 Chemikalien

Name rormell v Hersteller Artikel-
Abkiirzung (g/mol) nummer
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl Tetrazolium MTT 414,3 Sigma M-5655
Bromid
5-(und-6)-Chloromethyl-2°,7°-
CM-H,DCFDA, Molecular
dichloro-dihydro-Fluorescein 577,80 C-6827
. C27H19C|308 Probes
Diazetat, Azetyl Ester
Acetonitril CHs;CN 41,05 Merck 113358
Amyloid f Protein
Ap 25-35 1060 Sigma A 4559
Fragment 25-35
Amyloid f Protein
Ap 35-25 1060 Sigma A 2201
Fragment 35-25
BisBenzimide H 33342 Hoechst 33342 616,0 Sigma B 2261
Cytochalasin D 507,63 Sigma C-8273
Dimethylsulfoxid DMSO 78,13 Sigma D-5879
E. coli, Molecular
E-2864
Bodipy FL Konjugat Probes
Essigsaure 100 % CH5;COOH 60,05 Merck 100063
EtOH,
Ethanol 96 % 46,07 Merck 111727
C,HsOH
Fluorescein-B-Amyloid (1-40) AB 1-40 4689,2 Anaspec 23513
Hepes 238,3 Sigma H-9136
Kaliumchlorid KCI 74,56 Merck 4936
Kalziumchlorid CaCl, x 2 H,O 147,02 Merck 2382
Kalzium-lonophor A23187 Calcimycin 523,6 Sigma C-7522
Lipopolysaccharid _
LPS 055:B5 Sigma L-2880
Serotyp 055:B5
LPS Serotyp 055:B5, Molecular
) _ L23350
Bodipy FL Konjugat Probes
Magnesiumchlorid MgCl, x 6 H,O 203,3 Merck 5833
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Methanol CH;0OH 32,04 Merck 106018
N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin- NED _
. . 259,2 Sigma N-9125
Dihydrochlorid C1oH14N2 x 2HCI
N,N-Dimethylformamid DMF 73,10 Fluka 40255
Natriumchlorid NaCl 58,44 Merck 6400
Natriumdihydrogenphosphat- NaH,PO,
177,99 Merck 106580
Dihydrat x 2 H,O
Natriumdodecylsulfat SDS 2884 Sigma L-4509
Natriumnitrit NaNO, 69,00 Merck 106549
fMLP,
N-formyl-Methionyl-Leucyl- _
chemotaktisches 437.,6 Sigma F-3506
Phenylalanin
Tripeptid
Opsonisierungsreagenz fur Molecular
Z-2850
Zymosan Probes
Ortho-Phosphorsaure 99 % HsPO, 98,00 Merck 100565
PFA
Paraformaldehyd Sigma P 6148
(CHZO)n
Phorbol 12-Myristat 13-Azetat PMA 616,8 Sigma P-8139
S. aureus, Molecular
S-2854
Bodipy FL Konjugat Probes
Sulfanilamid CsHsN202S 172,2 Sigma S-9251
Zymosan, Molecular
Z-2844
Bodipy FL Konjugat Probes

Die Einzelsubstanzen Rutin, Hyperosid, Quercitrin, Quercetin, Pseudohypericin,

Hypericin und Hyperforin wurden von der Firma Steigerwald, Darmstadt, zur

Verfligung gestellt.

29



Material und Methoden

2.1.5 Verwendete Kits

Name Katalognr. | Hersteller Verwendeter Inhalt
Live/Dead- L3294 Molecular Calcein AM (4 mM)
Viability/Cytotoxicity Kit Probes Ethidium Homodimer 1 (2 mM)

Actin Cytoskeleton and . o o
Chemicon | TRITC-konjugiertes Phalloidin,
Focal Adhesion Staining | FAK 100

Kit

International lyophylisiert (15 ug)

2.1.6 Herstellung von Puffern und anderen Losungen

HPLC:

Laufmittel A fiir HPLC

4,9 g H3PO4

6,9 g NaH2P04

ad 2 | H,O bidest

Laufmittel B fiir HPLC
59 % Acetonitril

40 % Methanol

1 % Laufmittel A

Nitritnachweis mittels Griess:

Griess Reagenz

50 mg NED

500 mg Sulfanilamid

250 mg H3PO4

ad 50 ml H,O bidest

vor Gebrauch entgasen

vor Gebrauch entgasen

vor jedem Gebrauch frisch ansetzen
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LPS-Lésung
200 pg/ml in PBS

MTT-Test:

Lysepuffer fiir MTT-Test

50 g SDS in 250 ml H,O bidest bei ca. 68°C Iésen
225 ml DMF zugeben

mit Eisessig auf pH 4,1 einstellen

ad 500 ml H,O bidest

MTT-Reagenz
5 mg/ml in PBS

sterilfiltrieren

Amyloid B Protein Toxizitat:

Amyloid B Fragmente 25-35 und 35-25
jeweils 1 mg Amyloid 3 Fragment in 943 ul PBS, vortexen
zu 100 pl aliquotieren und bei -20 °C lagern

ROS-Nachweis:

CM-H,DCFDA - Lésung

50 pg in 50 pl EtOH (80 %)

vor jedem Gebrauch frisch anlésen
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Zytoskelett-Untersuchung:

Hoechst 33342
1 mg/ml in H,O
Lagerung bei 4°C

TRITC-konjugiertes Phalloidin
15 pg in 250 pl Methanol 16sen
Lagerung bei -20°C

Cytochalasin D
0,5 mg in 500 yl DMSO
bei -20°C lagern

Phagozytose:

Suspension von Zymosan, E. coli, S. aureus, LPS (Bodipy FL Konjugat)

Je 1 mg Zymosan, E. coli, S. aureus bzw. LPS wurden in 1 ml PBS suspendiert,
indem die Suspension erst ausgiebig gevortext und dann 3 x 20 sec im
Ultraschallbad beschallt wurde. Die Suspension wurde nun zu 4 x 250 ul

aliquotiert und zur Aufbewahrung bei -20°C (LPS bei -80°C) eingefroren.

Opsonisieren von Zymosan (Bodipy FL Konjugat)

1 mg Zymosan wurde in 50 yl PBS suspendiert, indem die Suspension erst
ausgiebig gevortext und dann 3 x 20 sec im Ultraschallbad beschallt wurde.
Anschlie®end wurden 50 ul Opsonisierungsreagenz zugegeben, die Losung
gevortext und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Das opsonisierte Zymosan wurde fur
20 min bei 1000 x g abzentrifugiert, zweimal mit 500 ul PBS gewaschen und
schlief3lich in 1 ml PBS aufgenommen. Die Suspension wurde nun zu 4 x 250 ul

aliquotiert und zur Aufbewahrung bei -20°C eingefroren.
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Earl's Puffer
140 mM NaCl
5 mM KCL
1,8 mM CacCl,
0,9 mM MgCl;
25 mM Hepes
pH 7,4

Losung des Fluorescein-g-Amyloids

0,5 mg Fluorescein-B-Amyloid wurde in 0,5 ml Earl's Puffer mit 2 % DMSO
geldst und anschlielend fir 3 h bei 37°C im Dunkeln auf einem Thermo-Mixer
inkubiert.

Paraformaldehyd-Losung
2 % bzw. 4 % in PBS

filtrieren
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2.1.7 Analysegerite

Sicherheits-Werkbank

COs-Inkubator

Wasserbader

Titerplatten-Photometer

Waagen

Zentrifugen

pH-Meter

Fllssigstickstoff-Behalter

HPLC

BDK-S 1200, BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbuhl-Genkingen

Cellstar Serie 300 Compakt, Nunc, Wiesbaden-
Biebrich

Typ 3043 und Typ 3047, Kéttermann Labortechnik,

Uetze-Hanigsen

TitertekPlus MS 212, ICN

Typ 2474, Sartorius
Typ L310, Sartorius
MC1 Analytic AC 210S, Sartorius

CS-15 Centrifuge, Beckmann Coulter
mit Rotor S4180

Centrifuge 5810R, Eppendorf
mit Rotor F 45-30-11

Orion Research 701 A, Bachofer, Reutlingen
GT 11, Air Liquide

System Gold, Fa. Beckmann,

Pumpen: 126 NM

Detektor: 168 NM

Autosampler: Triathlon

Auswertung mit Gold Nouveau 2.6 Software
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Ultraschallbad

Schiuttler

Mikroskop

Verbrauchsmaterial:
Zellkulturflaschen
Zellschaber

96 Well Platten
6 Well Platten

Zahlkammern

Glasboden-Petrischalen

Sonorex RK 100H, Bandelin, Berlin

Vortex-Genie 2, Model G-560E,

Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA

Olympus CK40-F200, Olympus Optical Co., Ltd.,
Tokyo, Japan

Techno Plastic Products AG (TPP),

Trasadingen, Schweiz

Fast Read 102,

Hoyer-Madaus Urotech, Munchen

MatTek Corporation, Ashland, USA
@ 3,5 cm, Poly-D-Lysin beschichtet
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An der GSF, Neuherberg, Institut fir Molekulare Virologie:

Thermo-Mixer

DurchfluRzytometer

Mikroskopierstation

9200, Eppendorf

FACScalibur, BD Biosciences, Dlren
Anregungslaser: 488 nm, 15 mW

FL-1 (BP 530/30)
FL-2 (BP 585/30)
FL-3 (LP 650)

Angeschlossenes Sorting- und Konzentrierungs-Modul,

Fluoreszenz-Detektoren:

Software CellQuestPro

Cell Observer

Mikroskop Axiovert 200M, Carl Zeiss, Jena

Software AxioVision 4.2, Carl ZeissVision, Hallbergmoos
AxioCam HRm CCD-Kamera, Carl Zeiss, Jena
(verwendete Filter und Objektive siehe Tab. 3 und Tab. 4)

Tab. 3: Verwendete Filtersatze im Zeiss CellObserver

Filtersatz- Anregungsbereich und Strahlteiler in Emissions-
Bezeichnung nm Bereich
HOECHST 33342 360/40, FT400 BP 460/50
FITC, BODIPY FL 475/40, FT 500 BP 530/50

TEXAS ROT 545/25, FT 570 BP 605/70

Tab. 4: Verwendete Objektive am Zeiss CellObserver

Objektiv Numerische Apertur, | Imersion
Phase
Plan Neofluar 40x 1,3 Ph3 Ol
Plan Apochromat 63x 1,4 Ph3 Ol
LD-Achroplan 20x 0,4 Ph2 Luft
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechniken

2.2.1.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen und Zellzahlbestimmung

Die Mikroglia-Zelllinien BV2 und N11 wurden in DMEM mit Phenolrot und 10 % FCS,
die Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 in RPMI mit Phenolrot und 10 % FCS in
Zellkulturflaschen (T 75) im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO»-Gehalt und 95 %
relativer Luftfeuchte kultiviert. Es handelt sich bei allen drei Zelllinien um adharente
Zellen. Das Medium wurde taglich gewechselt, die Zellen jeden zweiten Tag im
Verhaltnis 1:10 passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom
Boden der Zellkulturflasche in ein Volumen von 5 ml Medium abschabt, gut
suspendiert und 0,5 ml dieser Zellsuspension, mit frischem Medium, weiter in Kultur
genommen.

Fur Experimente, in denen eine bestimmte Zellzahl eingesetzt werden sollte, wurden
die Zellen gezahlt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte unter dem Lichtmikroskop
mit Hilfe einer Zahlkammer. Hiermit wurde die Anzahl Zellen pro ml Zellsuspension

bestimmt (Anzahl der Zellen in einem Kleinquadrat x 104).

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen der eukaryotischen Zellen

Etwa 1 x 10" Zellen wurden bei 4000 UpM (entspricht 2665 x g) fir 4 min pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in jeweils 3,6 ml Einfriermedium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei Cryorohrchen verteilt. Die
Roéhrchen wurden dann zunachst fur mindestens 24 h bei -80°C eingefroren und
anschlielend in einem Flussigstickstoff-Behalter Uber flissigem Stickstoff gelagert.
Um die eingefrorenen Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie bei RT
aufgetaut, sofort mit 20 ml Medium in eine Zellkulturflasche (T 75) gegeben und fur 3
- 6 h in den Brutschrank gestellt. Nach diesem Zeitraum waren die Zellen adharend

und es erfolgte ein Mediumwechsel zum Entfernen des DMSO.
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2.2.2 Extrakte und Einzelsubstanzen

2.2.2.1 Analytik der Inhaltsstoffe der Extrakte

Zur Analytik der pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe wurden die
Ausgangsextrakte 1:10 verdinnt und mittels HPLC analysiert.

Um die Konzentration einzelner Inhaltsstoffe der Extrakte bestimmen zu koénnen,
wurden zuvor Kalibrationsgeraden verschiedener Reinsubstanzen erstellt. Hierbei
wurden Rutin, Hyperosid, Isoquercitrin, Quercetin, 13, 1I8-Biapigenin,
Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin verwendet.

Die Bestimmung der Konzentration dieser Substanzen in den Extrakten erfolgte Uber
den Vergleich der Integrale der Peaks der jeweiligen Substanzen in den Extrakten

mit denen der Einzelsubstanzen.

HPLC-Methode:

Gerat: HPLC, Beckman
Saule: Merck Superspher 60 RP select B 250 x 4,6 mm mit Vorsaule
Laufmittel A: Phosphatpuffer pH 2,1 (50 mM)
Laufmittel B: Acetonitril 59 %, Methanol 40 %, Laufmittel A 1 %
Laufprogramm:
120 - Zeit Laufmittel
1 30 min [min] B [%]
100 L —
0 19
< 80 15 min 8 19
% 60 3 min 30 50
E : . 45 100
§ 40+ 22 min 75 100
20- 8 min |12 mn 78 19
0' a0 19
(I)I1|0I2|0I3|0I4IOI5|0I6|0I7IOI8|0I9|0I1(|)0
Zeit [min]
Flussrate: 0,8 ml / min

Injektionsvolumen: 20 pl
Wellenlangen zur Detektion: 254 nm, 275 nm, 340 nm, 585 nm
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2.2.2.2 Einzelsubstanzen und Mischungen von Einzelsubstanzen

Um die Wirkungen des Hypericum-Extraktes auf einzelne oder einige wenige
Inhaltsstoffe einschranken zu kénnen, wurden Losungen der haufigsten im Extrakt
enthaltenen Einzelsubstanzen hergestellt. Die Konzentrationen der Substanzen
entsprachen hierbei immer denen des Hypericum-Extraktes 1 in der Verdinnung B
(kurz: Extrakt 1B).

Die Flavonoide wurden in 50 % EtOH angeldst und wie der Extrakt 1:200 im Ansatz
verwendet. Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin wurden in 100 % EtOH in
doppelt so hoher Konzentration angeldst und 1:400 im Ansatz verwendet (siehe
Tab. 5).

Tab. 5: Dem Extrakt 1B entsprechende Konzentrationen der Einzelsubstanzen mit

verwendetem Losungsmittel und Verdiinnung im Ansatz.

Konzentration entspr. .
Verdinnung im
Substanz Hypericum-Extrakt 1B | Losungsmittel
Ansatz
[bM]

Rutin 173,67 50 % EtOH 1:200
Hyperosid 403,82 50 % EtOH 1:200
Quercitrin 39,23 50 % EtOH 1:200
Quercetin 27,54 50 % EtOH 1:200

Pseudohypericin 28,26 x 2 100 % EtOH 1:400
Hypericin 13,89 x 2 100 % EtOH 1:400
Hyperforin 46,31 x 2 100 % EtOH 1:400

Aulerdem wurden drei verschiedene Mischungen (Mix 1, Mix 2, Mix 3) dieser
Substanzen hergestellt. Mix 1 enthielt nur die Flavonoide Rutin, Hyperosid, Quercitrin
und Quercetin. Mix 2 bestand aus Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin. Mix 3
war eine Mischung aus allen 7 Substanzen. Mix 1 und 3 wurden mit 50 % EtOH
hergestellt und 1:200 im Ansatz verwendet. Fur Mix 2 wurde 100 % EtOH verwendet,

die Einzelsubstanzen doppelt so hoch konzentriert und der Mix 1:400 im Ansatz
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verwendet (siehe Tab. 6). Die Losungen wurden im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt

und alle 1-2 Wochen neu erstellt.

Tab. 6: In den Mischungen Mix 1, 2 und 3 enthaltene Einzelsubstanzen, verwendetes
Lésungsmittel und Verdinnung im Ansatz.

enthaltene Substanzen (Konzentration | Verdinnung
Mix Losungsmittel
entspr. Hypericum-Extrakt 1B) im Ansatz
1 Rutin, Hyperosid, Quercitrin, Quercetin 50 % EtOH 1:200

Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin

(o) .
2 (jeweils doppelte Konzentration) 100 % EtOH 1:400

Rutin, Hyperosid, Quercitrin, Quercetin,

3 o o . 50 % EtOH 1:200
Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin
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2.2.2.3 Kontrolle der Konzentrationen der Einzelsubstanzen mittels HPLC

Zur Kontrolle der Konzentrationen der selbst hergestellten Ldsungen und
Mischungen aus den Einzelsubstanzen auf ihre Ubereinstimmung mit den im
Hypericum-Extrakt enthaltenen Konzentrationen, wurden diese mittels HPLC

analysiert und mit dem Hypericum-Extrakt verglichen.

HPLC-Methode:

Gerat: HPLC, Beckman
Saule: Merck LiChrospher 60 RP select B 125 x 4 mm mit Vorsaule
Laufmittel A: Phosphatpuffer pH 2,1 (50 mM)
Laufmittel B: Acetonitril 59 %, Methanol 40 %, Laufmittel A 1 %
Laufprogramm:
1201 Zeit Laufmittel
100 S [min] | B [%]
1 0 19
g 80—- 15 min 5 19
% 60 3 min 27 50
E 1 g 42 100
§ 40 22 min
. / — 50 100
20 w—m n n 53 19
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1 70 19
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min]
Flussrate: 0,8 ml / min

Injektionsvolumen: 20 ul

Wellenlangen zur Detektion: 254 nm, 275 nm, 340 nm, 585 nm
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2.2.3 MTT-Test

Der Nachweis der Toxizitat von Substanzen auf die Zellen erfolgte mittels MTT-Test.
Hierbei handelt es sich um einen kolorimetrischen Test, der auf der Reduktion des
gelben Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  Tetrazolium
Bromid (MTT) zu lila Formazankristallen durch zellulare Dehydrogenasen beruht
(Abb. 6). Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, dient die
Umwandlung von MTT als Mal fur die Lebensfahigkeit der Zellen (Mosmann et al.
1983). Die Absorption des entstandenen Formazans wird photometrisch bei einer

Wellenlange von 550 - 600 nm bestimmt.

Tt /@ Q Formazan
4 NT |N I h N
< > \ — | _
NZN QCHs ©)\ N= N QCW

CH, CH,
Abb. 6: Reduktion des gelben MTTs zum violetten Formazan.

Um die Toxizitat einer Substanz zu testen, wurden in eine 96 Well Platte pro Well
5000 Zellen in einem Volumen von 200 ul angesat. Nach 24 h wurde das Medium
abgenommen und durch 200 yl Medium ohne Phenolrot mit nur 1 % FCS ersetzt.
Nach weiteren 24 h wurde das Medium wiederum abgenommen und 100 pl frisches
Medium ohne Phenolrot mit 1 % FCS zugegeben, welches zusatzlich die zu testende
Substanz enthielt. Nach einer festgelegten Inkubationszeit der Zellen mit der zu
testenden Substanz wurden pro Well 10 yl MTT-Lésung (5 mg/ml) zugegeben und
die Zellen fur 3 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen
mit 100 ul MTT-Lysepuffer pro Well aufgeschlossen und den entstandenen
Formazankristallen wurde Zeit gegeben sich Uber Nacht zu lésen. Dann wurde
mittels eines Titerplatten-Photometers die Extinktion jedes Wells bei 550 nm

bestimmt.
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2.2.4 Toxizitatsbestimmung von Amyloid 3 Fragment 25-35 und 35-25

2.2.4.1 Toxizitatsbestimmung mittels MTT-Test

Fir die Toxizitatsbestimmungen der Amyloid  Fragmente wurden in eine 96 Well
Platte pro Well 5000 Zellen in einem Volumen von 200 ul angesat. Nach 24 h wurde
das Medium abgenommen und durch 200 pyl Medium ohne Phenolrot mit nur 1 %
FCS ersetzt. Diesem Medium wurden zusatzlich 0,5 % Hypericum-Extrakt 1B oder
einzelne Inhaltsstoffe des Extraktes in entsprechender Konzentration zugegeben.
Nach weiteren 24 h wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und pro Well 100 pl farbloses DMEM ohne FCS und ohne Glutamin
zugegeben, in welchem die zu testenden Konzentrationen der Amyloid B Fragmente
geldést waren. Nach einer Stunde Inkubation der Zellen mit den Amyloid f
Fragmenten wurden pro Well 10 yl MTT-Lésung zugegeben und der MTT-Test wie in
Kapitel 2.2.3 beschrieben durchgeflnhrt.

2.2.4.2 Fluorimetrische Bestimmung der Lebensfahigkeit von Zellen

Die fluorimetrische Bestimmung der Lebensfahigkeit erfolgte mit Hilfe des Live/Dead-
Viability/Cytotoxicity ~Kits (L-3224) von Molecular Probes. Die gleichzeitige
Unterscheidung von toten und lebenden Zellen mit diesem Assay basiert auf zwei
Parametern der Zell-Lebensfahigkeit, namlich der intrazellularen Esteraseaktivitat
und der Zellmembran-Integritdt, welche durch verschiedenfarbige Fluoreszenz
dargestellt werden (Produkt Information Live/Dead-Viability/Cytotoxicity Kit (L-3224),
Molecular Probes).

Lebende Zellen werden durch ihre intrazellulare Esteraseaktivitat erkennbar
gemacht. Das nicht fluoreszierende zellpermeable Calcein AM (Abb. 7) wird durch
enzymatische Veranderungen in den Zellen zu intensiv grun fluoreszierendem
Calcein, welches in den Zellen verbleibt und somit lebende Zellen grin fluoreszieren
lasst.

Ethidium Homodimer (EthD-1) (Abb. 7) dringt in Zellen mit beschadigter
Zellmembran ein und bindet dort an Nukleinsduren. Hierdurch kommt es zur

Ausbildung einer leuchtend roten Fluoreszenz in toten Zellen.
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Calcein AM EthD-1
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Abb. 7: Strukturformeln von Calcein AM und EthD-1.

Fir diesen Assay wurden in Glasboden-Petrischalen pro Petrischale 5 x 10* Zellen in
einem Volumen von 2 ml angesat. Die Behandlung der Zellen erfolgte analog zum
MTT-Test. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und durch 200 uyl Medium
ohne Phenolrot mit nur 1 % FCS ersetzt. Diesem Medium wurden zusatzlich 0,5 %
Hypericum-Extrakt 1B oder einzelne Inhaltsstoffe des Extraktes in entsprechender
Konzentration zugegeben. Nach weiteren 24 h wurde das Medium abgenommen, die
Zellen mit PBS gewaschen und pro Well 100 ul farbloses DMEM ohne FCS und ohne
Glutamin zugegeben, in welchem die zu testenden Konzentrationen der Amyloid
Fragmente geldst waren.

Nach 4 h Inkubation mit den Amyloid  Fragmenten wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit einer Losung aus 4 uM Ethidium Homodimer (EthD-1) und 2 uM
Calcein AM in PBS fur 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen
wieder mit PBS gewaschen und Medium ohne Phenolrot und FCS zugegeben. Die
Auswertung und die Bildaufnahmen erfolgten mit Hilfe des Computer-gesteuerten
inversen Fluoreszenzmikroskops Axiovert 200M und einem 20x LD-Achroplan
Objektiv.

Die Aufnahmen flr grine und rote Fluoreszenz wurden mit geeigneten Filtern fur
Calcein AM (Ex: BP 475/40, FT 500, Em: P 530/50) und EthD-1 (Ex: BP 545/25, FT
570, Em: BP 605/70) gemacht.
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2.2.5 Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) durch iNOS

2.2.5.1 Nitrit Nachweis mittels Griess Reagenz

Der Nachweis des von den Zellen gebildeten NO erfolgte indirekt, Uber den
Nachweis von Nitrit. Das von den Zellen abgegebene NO wird extrazellular zu NOy
oxidiert, welches im Medium akkumuliert, wo es mittels Griess Reagenz leicht
nachgewiesen werden kann.

Fur den Griess Test wurden pro Well einer 96 Well Platte 8 x 10* Zellen in einem
Volumen von 200 pl angesat. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und durch
200 pl Medium ohne Phenolrot mit nur 1 % FCS ersetzt. Zusatzlich wurden dem
Medium die Substanzen beigegeben, welche auf ihren Einfluss auf die NO
Produktion getestet werden sollten.

Nach 24 h wurde das Medium wieder abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen
und 200 ul frisches Medium zugegeben, welches zur Induktion der Expression der
iINOS 1 ug/ml (N11, BV2) bzw. 10 ng/ml (RAW 264.7) LPS enthielt.

Nach weiteren 24 h wurden pro Well 100 pyl Medium abgenommen und in eine neue
96 Well Platte Uberfihrt. Nach Zugabe von jeweils 100 ul Griess Reagenz pro Well
erfolgte eine Inkubation von 15 min bei RT. AnschlieBend wurde mit Hilfe eines
Titerplatten-Photometers die Extinktion bei 550 nm bestimmt. Zur Berechnung der
entsprechenden Konzentrationen an NO; wurde eine Eichgerade mit in Medium

geléstem NaNO; erstellt.

2.2.5.2 Zeitlicher Verlauf der Nitrit-Akkumulation

Um einen Uberblick tUber den zeitlichen Verlauf der NO-Bildung zu bekommen,
erfolgte eine Behandlung der Zellen wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben. Allerdings
wurde die Nitritkonzentration des Mediums nach 0, 3, 6, 9, 12 und 24 h ab dem

Zeitpunkt der Zugabe des LPS-haltigen Mediums bestimmt.
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2.2.6 Untersuchung der Phagozytoseaktivitat

2.2.6.1 Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)

Bei einem ,Fluorescence Activated Cell Sorter® (FACS) handelt es sich um ein
DurchfluBzytometer, mit welchem einzelne Zellen auf ihre Fluoreszenzeigenschaften
hin untersucht werden konnen.

In dem FACS-Gerat befindet sich ein standiger Fluss einer Tragerflussigkeit (sheath
fluid). In diese Tragerflussigkeit wird die Probe in Form einer Zellsuspension
eingebracht. Durch die hohere Stromungsgeschwindigkeit der Tragerflissigkeit
werden die Zellen vereinzelt und in einer fixen Position am Laserlicht vorbeigefuhrt
(Abb. 8).

Das von der Zelle in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht wird vom FSC-
Detektor (Forward Scatter), das Seitwartsstreulicht (SSC, Sideward Scatter) und
verschiedene Fluoreszenzfarben rechtwinklig zum Laserstrahl aufgenommen und
durch ein Objektivsystem, Farbfilter und Teilerspiegel auf die verschiedenen
Detektoren gelenkt. Die Signale der Photomultiplier werden verstarkt und kdnnen im
Computer ausgewertet und dargestellt werden.

Jede der aufgezeichneten optischen Eigenschaften (Streu- und Fluoreszenzlicht)
stent fur eine bestimmte Charakteristk der gemessenen Zelle. Das
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC), d. h. das in Richtung des Laserstrahls
gestreute Licht, korreliert mit der ZellgrolRe, das Seitwartsstreulicht (in rechtem
Winkel zum Laserstrahl gestreutes Licht) zur internen Struktur der Zelle
(Granularitat). Falls bendtigt, ist eine Sortierung der Zellen nach gewunschten

Parametern moglich.

Die so ermittelten Daten konnen als Histogramme oder als Punkt-Plots in der
Auswertungs- und Aufnahme-Software dargestellt werden. Mit der Information der
Grofle und Granularitat der Zellen kann eine homogene Zellpopulation zur
Auswertung ausgewahlt werden. In der so bestimmten Population werden die
Fluoreszenzeigenschaften einzelner Zellen gemessen und nach unterschiedlichen

Kriterien, wie Gesamt-Fluoreszenz oder Fluoreszenz-Verteilung, ausgewertet.
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines FACS.

Die Zellen werden mittels einer Tragerflissigkeit einzeln am Laserstrahl vorbeigefuhrt.

Hierbei werden Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und Fluoreszenzsignale detektiert.

Falls gewunscht, kdnnen die Zellen anschlieRend nach ihren Eigenschaften sortiert werden.
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2.2.6.2 Auswertung der FACS-Analysen

Zur Auswertung der Versuche wurde jede Zelle in einem Punkt-Plot nach ihrer Grolke
(Forward Scatter, FSC) und Granularitat (Sideward Scatter, SCC) aufgetragen und
eine gesunde einheitliche Population R1 definiert (Abb. 9 oben).

Die Zellen dieser Population wurde wiederum nach ihrer Granularitat und Intensitat
der Fluoreszenz (FL1-H) aufgetragen (Abb. 9 unten).

Auf der Fluoreszenzscala (X-Achse) wurde ein Grenzwert festgelegt, ab dem eine
Zelle als fluoreszierend (z. B. hervorgerufen durch fluoreszierende phagozytierte
Partikel, im Vergleich zur eventuell vorhandenen geringen Autofluoreszenz) gezahlt
wurde. Nun konnten die verschiedenen Experimente auf ihre Anteile an
fluoreszierenden und nicht fluoreszierenden Zellen an der Gesamtpopulation
untersucht werden und so eine, durch verschiedene Behandlung der Zellen

hervorgerufene, Verschiebung der Anteile erkannt werden.

Abb. 9: Typische Darstellung und Auswertung
der FACS Daten in Punkt-Plots.

oben: Alle Zellen eines Experimentes werden
nach ihrer GroRe (Foreward Scatter, FSC) und
ihrer Granularitat (Sideward Scatter, SSC)

aufgetragen und eine einheitliche Population R1
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FSC definiert.

unten: Die Zellen der Population R1 werden

nach der Starke ihrer Fluoreszenz (FL1-H) und
ihrer Granularitat (SSC) in einem Punkt-Dichte-

Plot dargestellt. Die Zellen im rechten unteren
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2.2.6.3 Phagozytose verschiedener Partikel

Die Phagozytoseaktivitat der Zellen wurde mit Hilfe von Fuoreszensfarbstoff-
markierten Partikeln untersucht. Verwendet wurden hierbei Bodipy FL Konjugate der
Firma Sigma von Zymosan, LPS, Escherichia coli und Staphyllococcus aureus,
sowie opsonisierte Zymosan-Partikel (Opsonisierung siehe Kapitel 2.1.6), des

weiteren Fluorescein--Amyloid 1-40 der Firma Anaspec.

Fir die Phagozytose-Versuche wurden in eine 6 Well Platte pro Well 5 x 10° Zellen in
einem Volumen von 2 ml Medium angesat. Nach 24 h wurde das Medium
abgenommen und durch 2 ml frisches Medium ohne Phenolrot mit 1 % FCS ersetzt.
Das Medium enthielt entweder keine Zusatze, Hypericum-Extrakt 1B oder
verschiedene Einzelsubstanzen. Nach weiteren 24 h wurde das Medium wieder
abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und 2 ml frisches Medium ohne
Phenolrot mit 1 % FCS, welches diesmal 10 pg/ml fluoreszenzmarkierte Partikel
enthielt, zugegeben. Nach 2 h Inkubation (bei Amyloid B nach 18 h) wurde das
Medium entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in 500 yl PBS geerntet,
welchem zur Fixierung der Zellen 500 pyl PFA (4 %) zugesetzt wurden. Die FACS
Analyse (siehe Kapitel 2.2.5.1) der so vorbereiteten Zellen erfolgte an der GSF
Zentrum fur Umwelt und Gesundheit, Neuherberg. Hierbei wurde untersucht, wie
viele Zellen mindestens einen  Fluoreszenzfarbstoff-markierten  Partikel
aufgenommen hatten und somit fluoreszierten. Pro Experiment wurden ca. 100.000

Zellen betrachtet.

Um einen Quenching-Effekt des Hypericum-Extraktes auf die Fluoreszenz der
Partikel ausschlielen zu konnen, und somit falsch positive Ergebnisse zu erzielen,
wurde folgende Kontrolle durchgefuhrt:

Die Zellen erhielten keinen Hypericum-Extrakt und wurden nach der Phagozytose
der Partikel fixiert. Erst nach dieser Fixierung wurden sie fur 24 h mit dem Extrakt
inkubiert und anschlielfend im FACS analysiert.

Die Behandlung der bereits fixierten Zellen sollte keinerlei Einfluss auf die
Phagozytoseaktivitat und somit auf die Fluoreszenz der Zellen zeigen, da sonst eine
physikalische Verminderung der Fluoreszenz (Quenching) durch den Extrakt

vorliegen wurde.
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2.2.7 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf Zellebene

Fur den Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies auf Zellebene wurde ein Dichloro-
dihydro-fluorescein Diazetat Derivat (5-(und-6)-Chloromethyl-2°,7 -dichloro-dihydro-
fluorescein Diazetat Acetyl Ester = CM-H,DCFDA) verwendet (Abb. 10).
Dichloro-dihydro-fluorescein Diazetat wird haufig verwendet, um die Generierung
reaktiver Sauerstoff-Intermediate in Neutrophilen und Makrophagen zu detektieren.
Hierfir werden die zu untersuchenden Zellen mit der nicht fluoreszierenden
zellpermeablen Substanz inkubiert. Innerhalb der Zelle werden die am Molekul
befindlichen Acetatgruppen durch Esterasen abgespalten und die Thiol-reaktive
Chloromethylgruppe reagiert mit intrazellularem Glutathion und anderen Thiolen
(Haugland 2002).

Durch eine anschlieBende Oxidation, z. B. hervorgerufen durch oxidativen Stress,
kommt es nun zur Bildung eines, in der Zelle eingeschlossen, fluoreszierenden
Produktes, welches mittels FACS detektiert und analysiert werden kann.

Fir den Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies mittels CM-H,DCFDA wurden in eine
6 Well Platte pro Well 5 x 10° Zellen in einem Volumen von 2 ml angesét. Nach 24 h
wurde das Medium abgenommen und durch Phenolrot freies Medium mit 1 % FCS
ersetzt, welchem zusatzlich 0,5 % Hypericum-Extrakt 1B zugesetzt wurde. Die
Kontrollen erhielten keinen Zusatz. Nach weiteren 24 h wurde das Medium
abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und farbloses Medium mit 1 % FCS
zugegeben, welches 1 yM CM-H,DCFDA enthielt. Nach 1 h Inkubation wurden die
Zellen mehrmals mit PBS gewaschen und 1 ml farbloses Medium ohne FCS und
Glutamin, welches 10 yM Amyloid p 25-35 enthielt, zugegeben. Nach 1 h Inkubation
wurden die Zellen trypsiniert und in 500 ul PBS resuspendiert. Alle Arbeitsschritte
wurden bei moglichst wenig Licht durchgeflhrt, um eine Hypericin-vermittelte,
lichtinduzierte Generierung von ROS zu minimieren.

Die Zellen konnten nun im FACS analysiert werden (siehe Kapitel 2.2.6.2). Die griine
Fluoreszenz des CM-H,DCFDA wurde mit Kanal FL-1 detektiert. Pro Experiment
wurden ca. 100.000 Zellen betrachtet.
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Abb. 10: Strukturformel von CM-H,;DCFDA.

2.2.8 Beeinflussung des Zytoskeletts

Das Zytoskelett spielt eine wichtige Rolle beim Ablauf der Phagozytose. Eine
Beeinflussung des Aktin-Gerlstes der Zellen durch den Hypericum-Extrakt kénnte

auch Auswirkungen auf die Phagozytoseaktivitat haben.

Zur Untersuchung des Zytoskeletts wurden 1 x 10° Zellen in einem Volumen von 2 ml
Medium in eine Glasboden-Petrischale gesat. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel
zu Phenolrot freiem Medium mit 1 % FCS, welches zusatzlich 0,5 % Hypericum-
Extrakt 1B enthielt. Die Kontrollen erhielten nur frisches Medium ohne Hypericum-
Extrakt. Nach 24 h Inkubation wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und 2 ml farbloses Medium mit 1 % FCS, welches 10 pg/ml
fluoreszenzmarkierte Partikel enthielt, zugegeben. Es folgte eine zweistindige
Inkubation, dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen.

Zur Fixierung der Zellen wurden pro Petrischale 1 ml PFA (2 %) zugesetzt. Nach
30 min bei 37°C wurde die PFA-L6sung abgenommen, die Zellen gewaschen, mit
2 ml PBS uberschichtet und bis zur weiteren Verwendung im Kuhlschrank gelagert.
Als Positiv-Kontrolle flr Zytoskelett-Schadigung wurden Zellen statt mit Hypericum-
Extrakt 15 min mit 0,5 uyM Cytochalasin D behandelt. Cytochalasin D fuhrt zur
Zerstorung der Aktin-Fibrillen des Zytoskeletts und hemmt die Aktin-Polymerisierung
(Flanagan und Lin 1980).

Um die Struktur des Zytoskeletts sichtbar zu machen, wurden die Zellen mit

fluoreszenzmarkiertem Phalloidin behandelt, welches an die Aktin-Filamente der
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Zellen bindet. Verwendet wurden hierfir Komponenten des ,Actin Cytoskeleton and
Focal Adhesion Staining Kit“ von Chemicon International.

Die vorbereiteten, fixierten Zellen wurden mit 1 ml 1:500 in PBS verdlnnter
Phalloidin-Lésung flr 1 h bei RT inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen. Es folgte eine 20-min(tige Inkubation bei RT mit 1 ml PBS,
welchem 5 pl Hoechst 33342 - Losung zugesetzt waren. Danach wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen und konnten nun im Fluoreszenzmikroskop untersucht

werden.

2.2.9 Statistische Auswertung der Daten

Die Versuche wurden mit mindestens drei Parallelen durchgeflhrt und in wenigstens
zwei unabhangigen Versuchen wiederholt. Im Ergebnisteil dieser Arbeit ist jeweils ein
typisches Versuchsergebnis, stellvertretend fur alle unabhangigen Versuche,
dargestellt. Die genaue Anzahl n der Parallelen ist bei den einzelnen Versuchen
angegeben. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Bildung
des arithmetischen Mittelwertes aus den Parallelen mit zugehoriger
Standardabweichung (¢ n-1).

Fur die Phagozytose-Daten wurde die Darstellung in Box-Plots gewahlt. Der
Boxbereich erstreckt sich von 25-75 % der Werte, die Whiskers markieren den

Maximal- und Minimalwert. Der Mittelwert ist als kleines Quadrat erkennbar gemacht.

Ergaben sich beim Vergleich zweier Werte keine eindeutigen Unterschiede, wurde
unter Verwendung des ungepaarten Student's t-Tests gepruft, ob sie sich signifikant
unterscheiden. Hierbei wurden die Signifikanzniveaus o < 0,05 (*), a < 0,01 (**) und
a < 0,001 (***) gewahlt. Dies bedeutet fur die berechneten Unterschiede, dass sie mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95 %, 99 % oder 99,9 % signifikant sind.

Zum Vergleich der Mittelwerte mehrerer Gruppen wurde eine Varianzanalyse mittels

ANOVA durchgefihrt. Die Signifikanzniveaus wurden analog dem t-Test verwendet.
Die Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte rechnergestutzt

mit folgender Software: Microsoft Excel 2000, Microsoft Powerpoint 2000, Microcal
Origin 6.1, CellQuestPro, AxioVision 4.2.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die murinen Mikroglia-Zelllinien BV2 und N11 und die murine
Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 verwendet, um den Einfluss von Johanniskraut-
Extrakt auf verschiedene immunologische Funktionen zu untersuchen. Die
Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 wird haufig als Model fir gewebsstandige
Monozyten, wie auch Mikroglia, benutzt. Da keine gut charakterisierten humanen
Mikroglia-Zelllinien zur Verfligung stehen, wurden die schon langer etablierten
murinen Mikroglia-Zelllinien N11 und BV2 verwendet. Die Versuche wurden mit allen
drei Zelllinien durchgefuhrt. Hierdurch konnten einerseits Makrophagen und Mikroglia
in ihrem Verhalten verglichen, andererseits die Aussagekraft der erhaltenen

Ergebnisse verstarkt werden.
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3.1 Extrakte und Einzelsubstanzen

3.1.1 Analyse der Extrakte aus Hypericum perforatum mittels HPLC

Bei der Analyse der vier Extrakte wurden die mittels HPLC nachweisbaren
Hauptinhaltsstoffe betrachtet. Hierbei handelt es sich um die Flavonoide Rutin,
Hyperosid, Isoquercitrin, Quercitrin und Quercetin, das Biflavonoid 13, 118-Biapigenin,
die  Naphthodianthrone = Pseudohypericin  und  Hypericin, sowie das
Phloroglucinderivat Hyperforin. Alle diese Inhaltsstoffe lagen in den vier Extrakten in
verschiedenen Konzentrationen vor, in Extrakt 3 fehlte Rutin komplett.

In Abb. 11 ist ein typisches HPLC-Chromatogramm der Extrakte, in diesem Fall des
Extraktes 1, zu sehen.

0,35+

Hyperosid
+ Isoquercitrin

0,30
0,25

0,20

Quercitrin

0,15

E254nm
Pseudohypericin

Hypericin

Quercetin
Hyperforin

Rutin

0,10 H

Biapigenin

0,05+

0,00 +

HPLC-Retentionszeit (min)

Abb. 11: HPLC-Chromatogramm des Hypericum-Extraktes 1.
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Die bestimmten Konzentrationen der einzelnen Inhaltsstoffe der Extrakt-
Stammldsungen sind in Tab. 7 aufgefuhrt.

Die Peaks von Hyperosid und Isoquercitrin konnten nicht gentigend getrennt werden,
weshalb die Gesamtflache als Hyperosid berechnet und in den Experimenten dann
als Hyperosid-Konzentration verwendet wurde.

Wie aus Tab. 7 zu ersehen, enthalt Extrakt 2 deutlich mehr Flavonoide als die
restlichen Extrakte. Aulerdem fallt auf, dass die Konzentrationen an
Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin von Extrakt 3 und 4 wesentlich Uber
denen der Extrakte 1 und 2 liegt. Extrakt 4 enthalt die hochsten Konzentrationen an

Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin.

Tab. 7: Konzentrationen einzelner Inhaltsstoffe [uM] in den vier verschiedenen Extrakt-

Stammldsungen [25 mg Trockensubstanz / ml EtOH (50 %)].

Inhaltsstoff Konzentration der Inhaltsstoffe [uM]
Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3 Extrakt 4

Rutin 2952 425,6 0,0 97,2
Hyperosid + Isoquercitrin 686,5 1453,3 1025,5 537,1
Quercitrin 66,7 124,9 116,3 186,4
Quercetin 46,8 98,5 106,8 140,9

Biapigenin 47,9 92,0 50,6 39,3
Pseudohypericin 48,0 61,9 141,5 176,5

Hypericin 23,6 42,6 58,7 80,8
Hyperforin 78,7 59,6 138,1 178,9

Zusammenfassung

Flavonoide 11431 2194,2 1299,2 1000,9
Ps:}’gj;g’;’;;i’cin 71,7 104,5 200,2 257,3
Hyperforin 78,7 59,6 138,1 178,9
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3.1.2 Toxizitat der Extrakte aus Hypericum perforatum

Zur Bestimmung der Toxizitat wurden die Verdinnungen A = 20 mg/ml, B =
15 mg/ml, C = 10 mg/ml, D = 5 mg/ml (siehe Kapitel 2.1.3) der vier Extrakte im
Verhaltnis 1:200 zum Zellmedium zugegeben und die Lebensfahigkeit der Zellen
nach 24 h Inkubation mittels MTT-Test ermittelt.

Extrakt 1 zeichnete sich als der vertraglichste Extrakt aus und wies auch in der
hochsten verwendeten Konzentration A (= 100 ug/ml i. A.) keine signifikante Toxizitat
auf die drei Zelllinien auf (Abb. 12, Abb. 13, Abb. 14). Nur bei der Zelllinie N11 liel3
sich eine leichte Tendenz zu einem toxischen Effekt der Verdinnung A beobachten

(Abb. 13). Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde hier um etwa 10 % verringert.

Extrakt 2 bewirkte bei den Zelllinien N11 (Abb. 13) und RAW 264.7 (Abb. 14) in der
Konzentration A (= 100 pg/ml i. A.) eine signifikante Beeintrachtigung der
Lebensfahigkeit um etwa 20 %. Bei der Zelllinie BV2 konnte bereits ab der
Konzentration B (= 75 pug/ml i. A.) ein signifikant toxischer Effekt beobachtet werden
(Abb. 12). Die Lebensfahigkeit der BV2-Zellen wurde durch diese Extrakt-

Konzentration um etwa 25 % verringert.

Extrakt 3 zeigte ahnliche Toxizitat wie Extrakt 2. Fur die Zelllinien N11 (Abb. 13) und
RAW 264.7 (Abb. 14) erwies sich die Konzentration A (= 100 pg/ml i. A .) als
signifikant toxisch. Durch sie wurde die Lebensfahigkeit der N11 Zellen um
durchschnittlich 40 %, die der RAW 264.7 Zellen um 30 % verringert. Fur die Zelllinie
BV2 (Abb. 12) zeigte sich bereits die Konzentration B (= 75 pyg/ml i. A.) als signifikant
toxisch. Sie fuhrte zu einer Abnahme der Lebensfahigkeit der BV2 Zellen um 25 %.

Extrakt 4 zeichnete sich als der unvertraglichste Extrakt fur alle Zelllinien aus. Er war
fir die Zelllinien BV2 (Abb. 12) und N11 (Abb. 13) bereits ab der Verdinnung C
signifikant (= 50 ug/ml i. A.) toxisch. Die Lebensfahigkeit der BV2 Zellen, sowie der
N11 Zellen, wurde hierdurch um jeweils 25 % herabgesetzt. Bei der Zelllinie RAW
264.7 (Abb. 14) zeigte sich nur in der Konzentration A (= 100 ug/ml) eine signifikante
Verringerung der Lebensfahigkeit der Zellen um 40 %.

Die Ethanolkontrolle zeigte keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der drei Zelllinien.
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Abb. 12: Zytotoxische Wirkung der Hypericum-Extrakte 1-4 auf die Zelllinie BV2.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen, sowie Zellen, welche nur mit 0,5 % EtOH (50 %) vorbehandelt
wurden. Die Extrakte wurden jeweils in 4 verschiedenen Konzentrationen verwendet: A =
100 pg/ml, B = 75 pug/ml, C = 50 pg/ml, D = 25 pg/ml im Ansatz. Die Extinktion der
unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt, die restlichen Werte prozentual darauf bezogen.
Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit Standardabweichung. Die

Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der Kontrolle.
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Abb. 13: Zytotoxische Wirkung der Hypericum-Extrakte 1-4 auf die Zelllinie N11.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen, sowie Zellen, welche nur mit 0,5 % EtOH (50 %) vorbehandelt
wurden. Die Extrakte wurden jeweils in 4 verschiedenen Konzentrationen verwendet: A =
100 pg/ml, B = 75 pug/ml, C = 50 ug/ml, D = 25 pg/ml im Ansatz. Die Extinktion der
unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt, die restlichen Werte prozentual darauf bezogen.
Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit Standardabweichung. Die

Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der Kontrolle.

58



Ergebnisse

Extrakt 1 Extrakt 2
140 140-
120 120
é 80 % 80
& 60 & 60
S 40- Q40
- 3
20 20
0 0
Kontrolle A B C D EtOH Kontrolle A B C D EtOH
Extrakt 3 Extrakt 4
140 140+
120+ 120 +
< 100+ *% % {» S 1004 + +
S 804 E 804 *k*
2 2
& 60 g 60+
@ c
c
& 404 % 40+
Q 4
|
20 204
0 0
Kontole A B C D EtOH Kontrolle A B C D FEOH

Abb. 14: Zytotoxische Wirkung der Hypericum-Extrakte 1-4 auf die Zelllinie RAW 264.7.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen, sowie Zellen, welche nur mit 0,5 % EtOH (50 %) vorbehandelt
wurden. Die Extrakte wurden jeweils in 4 verschiedenen Konzentrationen verwendet: A =
100 pg/ml, B = 75 pyg/ml, C = 50 pg/ml, D = 25 pg/ml im Ansatz. Die Extinktion der
unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt, die restlichen Werte prozentual darauf bezogen.
Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit Standardabweichung. Die

Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der Kontrolle.
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3.1.3 Toxizitat der Einzelsubstanzen

Die Bestimmung der Toxizitdt der Einzelsubstanzen erfolgte, analog zu den
Extrakten, durch Zugabe verschiedener Konzentrationen der Substanzen zum
Zellmedium und Ermittlung der Lebensfahigkeit der Zellen nach 24 h Inkubation
mittels MTT-Test. Getestet wurden hierbei Konzentrationen in der Grof3enordnung,

wie sie in den verschiedenen Extrakten vorlagen.

Bei allen drei Zelllinien wiesen die getesteten Konzentrationen der Flavonoide Rutin,
Hyperosid, Quercitrin und Quercetin keinerlei toxischen Effekt auf (Abb. 15, Abb. 17,
Abb. 19).

Far Pseudohypericin liel3 sich keine Toxizitat der getesteten Konzentrationen auf die
Zellen der Zelllinien BV2 (Abb. 16) und RAW 264.7 (Abb. 20) feststellen. Bei der
Zelllinie N11 konnte ab einer Konzentration von 1 uM Pseudohypericin eine
signifikant toxische Wirkung beobachtet werden. Die Abnahme der Lebensfahigkeit
der Zellen durch Behandlung mit 1 yM Pseudohypericin betrug 15 % (Abb. 18).

Hypericin erwies sich flur alle drei Zelllinien ab einer Konzentration von 0,75 uM i. A.
als toxisch. Diese Hypericin-Konzentration verringerte die Lebensfahigkeit der BV2
Zellen um 15 %, der N11 Zellen um 12 % und der RAW 264.7 Zellen um 20 %.

Hyperforin wirkte auf die Zelllinie BV2 (Abb. 16) ab einer Konzentration von 1 uM, auf
die Zelllinie N11 (Abb. 18) ab 1,5 uM und auf die Zelllinie RAW 264.7 (Abb. 20) ab
0,75 pM signifikant toxisch. In diesen Konzentrationen bewirkte Hyperforin eine
durchschnittliche Abnahme der Lebensfahigkeit der BV2 Zellen um 15 %, der N11
Zellen um 20 % und der RAW 264.7 Zellen um 10 %.

Die nachgewiesene Toxizitat der Inhaltsstoffe Pseudohypericin, Hypericin und

Hyperforin legt nahe, dass die Toxizitat des Gesamt-Extraktes, zumindest teilweise,

auf den Gehalt an diesen drei Substanzen zuriickzufuhren ist.
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Abb. 15: Zytotoxische Wirkung verschiedener Konzentrationen der Flavonoide Rutin,
Hyperosid, Quercitrin und Quercetin auf die Zelllinie BV2.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen. Die Extinktion der unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt,
die restlichen Werte prozentual darauf bezogen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8
Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich
mit der Kontrolle.
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Abb. 16: Zytotoxische Wirkung verschiedener Konzentrationen von Pseudohypericin,
Hypericin und Hyperforin auf die Zelllinie BV2.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen, sowie Zellen, welche nur mit 0,5 % EtOH (50 %) vorbehandelt
wurden. Die Extinktion der unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt, die restlichen Werte
prozentual darauf bezogen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit

Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der
Kontrolle.
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Abb. 17: Zytotoxische Wirkung verschiedener Konzentrationen der Flavonoide Rutin,
Hyperosid, Quercitrin und Quercetin auf die Zelllinie N11.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen. Die Extinktion der unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt,
die restlichen Werte prozentual darauf bezogen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8
Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich
mit der Kontrolle.
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Abb. 18: Zytotoxische Wirkung verschiedener Konzentrationen von Pseudohypericin,
Hypericin und Hyperforin auf die Zelllinie N11.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen, sowie Zellen, welche nur mit 0,5 % EtOH (50 %) vorbehandelt
wurden. Die Extinktion der unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt, die restlichen Werte
prozentual darauf bezogen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit

Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der
Kontrolle.
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Abb. 19: Zytotoxische Wirkung verschiedener Konzentrationen der Flavonoide Rutin,
Hyperosid, Quercitrin und Quercetin auf die Zelllinie RAW 264.7.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen. Die Extinktion der unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt,
die restlichen Werte prozentual darauf bezogen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8

Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich
mit der Kontrolle.
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Abb. 20: Zytotoxische Wirkung verschiedener Konzentrationen von Pseudohypericin,
Hypericin und Hyperforin auf die Zelllinie RAW 264.7.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt. Als Kontrolle dienten
jeweils unbehandelte Zellen, sowie Zellen, welche nur mit 0,5 % EtOH (50 %) vorbehandelt
wurden. Die Extinktion der unbehandelten Zellen wurde 100 % gesetzt, die restlichen Werte
prozentual darauf bezogen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit
Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der
Kontrolle.
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3.2 Einfluss von Hypericum-Extrakt und einzelnen Inhaltsstoffen auf
die NO-Bildung durch die induzierbare NO Synthase

3.2.1 Toxizitat von LPS, PMA, FMLP und Calcimycin

Es ist bekannt, dass verschiedenen Substanzen Einfluss auf die Aktivitat von Zellen

des Immunsystems haben. Hierzu zahlen unter anderem:

e Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand gram-negativer Bakterien
e Phorbol 12-Myristat 13-Azetat (PMA)
¢ N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP)

e Calcimycin, ein Ca®**-lonophor

Bevor diese Substanzen zur Aktivierung der Mikroglia verwendet werden konnten,
mussten toxische Effekte der Stoffe auf die Zellen ausgeschlossen werden. Dies
geschah mittels MTT-Test.

LPS (Abb. 21) zeigte auf die Zelllinie BV2 in den verwendeten Konzentrationen keine
Toxizitat. Bei der Zelllinie N11 konnte bei einer Konzentration von 10 pg/ml LPS eine
tendenzielle Abnahme der Lebensfahigkeit um 10 % beobachtet werden. Die Zelllinie
RAW 264.7 reagierte empfindlicher auf LPS, hier wurde ein signifikant toxischer
Effekt schon bei 1 ug/ml festgestellt. Diese Konzentration fihrte zu einer Abnahme
der Lebensfahigkeit der RAW 264.7 Zellen um etwa 15 %.

Auch PMA (Abb. 22) zeigte auf die Zelllinie BV2 in den verwendeten Konzentrationen
keine Toxizitat. Bei der Zelllinie N11 liel® sich bei einer Konzentration von 1 ug/ml
PMA eine signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit der Zellen um 15 %
beobachten. Auf die Zelllinie RAW 264.7 wirkte PMA ab einer Konzentration von
10 ng/ml signifikant toxisch. Diese Konzentration verursachte eine Verringerung der
Lebensfahigkeit um 12 %.
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Durch fMLP (Abb. 23) kam es zu keiner Beeintrachtigung der Zelllinien BV2 und N11.
Auf die Zelllinie RAW 264.7 wirkte fMLP jedoch ab einer Konzentration von 1 yM
signifikant toxisch. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde durch diese Konzentration

um 15 % verringert.

Durch Calcimycin (Abb. 24) konnte bei allen drei Zelllinien ab einer Konzentration
von 100 nM eine signifikant toxische Wirkung festgestellt werden. Die Abnahme der
Lebensfahigkeit bei dieser Konzentration betrug bei den BV2 Zellen 20%, bei den
N11 Zellen 15 % und bei den RAW 264.7 Zellen 25 %.
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Abb. 21: Zytotoxische Wirkung von LPS in verschiedenen Konzentrationen auf die Zelllinien
BV2, N11 und RAW 264.7. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt,
als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8
Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich

mit der Kontrolle.
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Abb. 22: Zytotoxische Wirkung von PMA in verschiedenen Konzentrationen auf die Zelllinien
BV2, N11 und RAW 264.7. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt,
als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8
Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich

mit der Kontrolle.
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Abb. 23: Zytotoxische Wirkung von fMLP in verschiedenen Konzentrationen auf die Zelllinien
BV2, N11 und RAW 264.7. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test bestimmt,
als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8
Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich

mit der Kontrolle.
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Abb. 24: Zytotoxische Wirkung von Calcimycin in verschiedenen Konzentrationen auf die
Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels MTT-Test
bestimmt, als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert aus
n = 8 Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den

Vergleich mit der Kontrolle.
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Eine Ubersicht (iber die Konzentrationen von LPS, PMA, fMLP und Calcimycin,

welche fur weitere Experimente verwendet wurden, gibt Tab. 8.

Tab. 8: Ubersicht Uiber die in den weiteren Experimenten verwendeten Konzentrationen von
LPS, PMA, fMLP und Calcimycin.

BV2 N11 RAW
LPS 055:B5 1 ug/ml 1 ug/mi 10 ng/ml
PMA 100 ng/ml 100 ng/ml 1 ng/ml
fMLP 1 uM 1 uM 100 nM
Calcimycin 10 nM 10 nM 10 nM
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3.2.2 Induzierte NO-Bildung durch LPS, fMLP, PMA und Calcimycin
Es wurde getestet inwieweit eine Behandlung der Zellen mit LPS, fMLP, PMA bzw.

Calcimycin zur NO-Bildung und somit zur Nitrit-Akkumulation im Medium flhrt. Dazu
wurden dem Medium die in Tab. 8 angegebenen Konzentrationen an LPS, fMLP,
PMA bzw. Calcimycin zugegeben und die Zellen 24 h damit inkubiert. Hierbei liel3
sich feststellen, dass die Zelllinie BV2 eine Voraktivierung aufwies, d. h. es ohne
jegliche Vorbehandlung der Zellen zur NO-Produktion und somit zur Nitrit-
Anreicherung im Medium kam (Abb. 25). Diese Voraktivierung konnte durch Zugabe
von LPS bzw. PMA noch ein wenig verstarkt werden. fMLP und Calcimycin hatten
keinerlei Einfluss. Die Zelllinien N11 und RAW 264.7 wiesen keine Voraktivierung
auf. Bei ihnen bewirkte nur eine Behandlung mit LPS eine Induktion der NO-Bildung.

Zur Untersuchung der NO-Bildung wurde deshalb LPS als Aktivator verwendet.
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Abb. 25: Nitrit-Gehalt des Mediums nach 24-stindiger Inkubation der verschiedenen
Zelllinien mit LPS, PMA, fMLP bzw. Calcimycin (Cl). Die Bestimmung der Nitrit-Konzentration
erfolgte mittels Griess-Reaktion. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 8 Parallelen mit

Standardabweichung.
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3.2.3 Zeitlicher Verlauf der Nitrit-Akkumulation und Einfluss

verschiedener Konzentrationen der Extrakte 1, 2 und 3

Durch eine Bestimmung des Nitrit-Gehaltes des Mediums zu den Zeitpunkten 0, 3, 6,
9, 12 und 24 h nach Zugabe von 1 pg/ml (BV2, N11) bzw. 10 ng/ml (RAW 264.7)
LPS konnte die zeitliche Entwicklung der NO-Bildung verfolgt werden. Hierdurch
sollte auch der optimale Zeitpunkt flr die Untersuchung der NO-Bildung flir weitere

Versuche festgelegt werden.

Wie schon in Kapitel 3.2.2 festgestellt, wies die Zelllinie BV2 eine Voraktivierung auf,
wodurch es auch ohne LPS Behandlung schon ab dem Zeitpunkt 0 zu einem stetigen
Anstieg des Medium-Nitrit-Gehaltes kam. Durch Inkubation der Zellen mit LPS wurde
eine leichte Erhohung der NO-Produktion und somit des Nitrit-Gehaltes des Mediums
bewirkt (Abb. 26).

Die Zelllinien N11 und RAW wiesen keine Voraktivierung auf, ohne LPS Behandlung
konnte kein Nitrit im Medium nachgewiesen werden. Bei ihnen wurde der Beginn der
NO-Produktion ca. 3-6 h nach Gabe des LPS beobachtet (Abb. 27 und Abb. 28). Die
EtOH Kontrolle zeigte keinerlei Beeinflussung der NO-Bildung. Bis zum 24 h
Messwert konnte bei allen drei Zelllinien ein stetiger Anstieg der Nitritkonzentration
des Mediums beobachtet werden.

Durch eine Vorbehandlung der Zellen mit den Extrakten 1B, 1C, 2C, 2D, 3C und 3D
(siehe Kapitel 2.1.3) konnte eine verschieden starke Hemmung der NO-Bildung
bewirkt werden. Bei der Zelllinie BV2 wurde durch alle verwendeten Extrakte und
Verdinnungen eine deutliche Reduktion der NO-Bildung bewirkt (Abb. 26). Ebenso
gut lield sich auch die Voraktivierung der Zellen hemmen. Bei den Zelllinien N11
(Abb. 27) und RAW 264.7 (Abb. 28) kam es nur durch eine Vorbehandlung der
Zellen mit den Extrakten 1B, 1C, 2C und 3C zu einer Hemmung der NO-Bildung. Die
Extrakte 2D und 3D zeigten keinen Einfluss. Bei allen Zelllinien brachte die
Vorbehandlung mit Extrakt 1B die starkste Hemmung der NO-Bildung und somit der
Nitrit-Akkumulation.

Aufgrund seiner guten Vertraglichkeit und Wirksamkeit wurde der Extrakt 1B fir alle
weiteren Versuche verwendet. Die Bestimmung der NO-Bildung erfolgte in den
restlichen Versuchen nach 24 h. Fur diesen Zeitpunkt ergaben sich die groften

Werte fur die Hemmung der NO-Bildung.
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Abb. 26: Zeitlicher Verlauf der Nitrit-Akkumulation im Medium der Zelllinie BV2 und deren
Hemmung durch die Extrakte 1B, 1C, 2C, 2D, 3C, 3D. Die Messdaten bei 0, 3, 6, 9, 12 h
berechnen sich aus n = 8 Parallelen und sind dargestellt mit Standardabweichung. Die

schwarzen Pfeile wurden zur Verdeutlichung der Abnahme eingezeichnet.
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Abb. 27: Zeitlicher Verlauf der Nitrit-Akkumulation im Medium der Zelllinie N11 und deren
Hemmung durch die Extrakte 1B, 1C, 2C, 2D, 3C, 3D. Die Messdaten bei 0, 3, 6, 9, 12 h
berechnen sich aus n = 8 Parallelen und sind dargestellt mit Standardabweichung. Die

schwarzen Pfeile wurden zur Verdeutlichung der Abnahme eingezeichnet.
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Abb. 28: Zeitlicher Verlauf der Nitrit-Akkumulation im Medium der Zelllinie RAW 264.7 und
deren Hemmung durch die Extrakte 1B, 1C, 2C, 2D, 3C, 3D. Die Messdaten bei 0, 3, 6, 9,
12 h berechnen sich aus n = 8 Parallelen und sind dargestellt mit Standardabweichung. Die

schwarzen Pfeile wurden zur Verdeutlichung der Abnahme eingezeichnet.

78



Ergebnisse

3.2.4 Einfluss einzelner Inhaltsstoffe auf die NO-Bildung

Um herauszufinden, ob der hemmende Einfluss von Johanniskraut-Extrakt auf
bestimmte Inhaltsstoffe zurlickzuflihren ist, wurde die hemmende Wirkung des
Extraktes 1B auf die durch LPS induzierte NO-Bildung mit der Wirkung von einzelnen
Inhaltsstoffen verglichen. Verwendet wurden die Einzelsubstanzen Rutin, Hyperosid,
Quercitrin, Quercetin, Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin in dem Extrakt 1B
entsprechenden Konzentrationen. Die verwendeten Konzentrationen sind Tab. 9 zu

entnehmen.

Tab. 9: Konzentrationen einzelner Inhaltsstoffe des Hypericum-Extraktes 1B.

Einzelsubstanz Konzentration Extrakt 1B Konzenipatﬁg::?rr: Ansatz
(vl [uM]
Rutin 173,7 0,87
Hyperosid + Isoquercitrin 403,8 2,42
Querecitrin 39,2 0,20
Quercetin 27,5 0,14
Pseudohypericin 28,3 0,14
Hypericin 13,9 0,07
Hyperforin 46,3 0,23

Bei der Zelllinie BV2 kam es durch eine 24-stiindige LPS-Behandlung zu einer
durchschnittlichen Nitritkonzentration des Mediums von 35-40 pM. Diese konnte
durch eine Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt 1B auf durchschnittlich
15-25 uM reduziert werden (Abb. 29-31).

Bei der Zelllinie N11 wurde durch die LPS-Behandlung eine durchschnittliche
Nitritkonzentration von 55-60 uM erreicht. Durch die Vorbehandlung mit Hypericum-
Extrakt 1B konnte eine Reduktion auf durchschnittlich 35-45 uM erreicht werden
(Abb. 29-31).

Die LPS-Gabe flhrte bei der Zellinie RAW 264.7 zu einer durchschnittlichen
Medium-Nitritkonzentration von 25-30 uM, welche durch Hypericum-Extrakt 1B auf
durchschnittlich 15-20 yM gehemmt werden konnte (Abb. 29-31).
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Die Vorbehandlung der Zellen mit den Flavonoiden Rutin, Hyperosid, Quercitrin und
Quercetin zeigte bei keiner der Zelllinien einen Einfluss auf die NO-Bildung (Abb. 29).
Auch Pseudohypericin, Hypericin und EtOH hatten keine Auswirkungen auf die NO-
Bildung der drei Zelllinien (Abb. 30).

Eine Vorbehandlung der Zellen mit Hyperforin bewirkte bei allen Zelllinien eine
signifikante Reduktion der Medium-Nitritkonzentration, wobei die dem Extrakt 1B
entsprechende Konzentration (0,25 uM) jedoch nicht ebenso stark hemmend wirkte
wie der Extrakt 1B selbst (Abb. 31). Die hemmende Wirkung des Hypericum-Extrakts
auf die NO-Bildung kann demnach nicht auf die alleinige Wirkung von Hyperforin
zuruckgefuhrt werden.

Die NO-Bildung konnte durch Hyperforin konzentrationsabhangig gehemmt werden.
Der IC5o (die Konzentration, bei welcher die NO- und somit die Nitrit-Bildung der
Zellen um 50 % gehemmt wird) betrug fur die nicht mit LPS vorbehandelten BV2
Zellen 0,521 yM, fir die mit LPS aktivierten BV2 Zellen 0,616 yM Hyperforin. Fur die
Zelllinie N11 liel3 sich ein ICso Wert von 0,717 uyM und fir die Zelllinie RAW 264.7 von
0,428 uM Hyperforin berechnen.

Die Nitrit-Konzentration des Mediums wurde durch die hochste verwendete
Hyperforin-Konzentration von 0,75 uM bei der Zelllinie BV2 von ca. 40 yM auf ca.
15 yM, bei der Zelllinie N11 von ca. 60 uyM auf ca. 37 yM und bei der Zelllinie RAW
264.7 von ca. 32 uM auf ca. 8 uM reduziert (Abb. 31).
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Abb. 29: Einfluss der Flavonoide Rutin (Ru), Hyperosid (Hd), Quercitrin (Qui) und Quercetin
(Que) auf die durch LPS induzierte NO-Bildung und daraus resultierende Nitrit-Akkumulation
im Medium der Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7, im Vergleich zu Hypericum-Extrakt 1B

(Hyp). Die Werte berechnen sich aus n = 8 Parallelen und sind dargestellt mit

Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der

jeweiligen Kontrolle.
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Abb. 30: Einfluss von Pseudohypericin (Ps), Hypericin (Hc) und EtOH auf die durch LPS
induzierte NO-Bildung und daraus resultierende Nitrit-Akkumulation im Medium der Zelllinien
BV2, N11 und RAW 264.7, im Vergleich zu Hypericum-Extrakt 1B (Hyp). Die Werte
berechnen sich aus n = 8 Parallelen und sind dargestellt mit Standardabweichung. Die

Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle.
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Abb. 31: Einfluss von Hyperforin in verschiedenen Konzentrationen auf die durch LPS
induzierte NO-Bildung und daraus resultierende Nitrit-Akkumulation im Medium der Zelllinien
BV2, N11 und RAW 264.7, im Vergleich zu Hypericum-Extrakt 1B (Hyp 1B). Die Werte
berechnen sich aus n = 8 Parallelen und sind dargestellt mit Standardabweichung. Die

Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle.
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3.2.5 Einfluss der Einzelsubstanz-Mischungen

Zur Erfassung moglicher synergistischer Effekte der Einzelsubstanzen wurden die
Einzelsubstanz-Mischungen Mix 1 (Rutin, Hyperosid, Quercitrin, Quercetin), Mix 2
(Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin) und Mix 3 (Flavonoide, Pseudohypericin,
Hypericin, Hyperforin) auf ihre Wirkung auf die NO-Bildung, und somit die Nitrit-
Akkumulation im Medium, untersucht (Abb. 32).

Mix 1 fuhrte bei keiner der Zelllinien zu einer Verringerung der Nitrit-Konzentration
des Mediums. Bei den Zelllinien BV2 und RAW 264.7 kam es sogar zu einer
signifikant verstarkten Nitrit-Bildung. Die Nitrit-Konzentration des Mediums wurde bei
den BV2 Zellen um durchschnittlich 10 %, bei den RAW 264.7 Zellen um 15 %
erhoht.

Mix 2 und Mix 3 bewirkten bei allen drei Zelllinien eine signifikante Reduktion der
durch LPS induzierten NO-Bildung. Die durch die Voraktivierung der Zelllinie BV2
hervorgerufene Nitrit-Bildung konnte jedoch durch keine der Einzelsubstanz-
Mischungen signifikant beeinflusst werden. Nur Mix 2 zeigte hier eine leichte
Tendenz zur Hemmung der NO-Bildung von etwa 8 %.

Die durch LPS induzierte NO-Produktion der Zelllinie BV2 wurde durch Mix 2 besser
gehemmt als durch Mix 3. Es erfolgte eine Verringerung der Nitrit-Konzentration um
30 % durch Mix 2 und um 20 % durch Mix 3.

Mix 2 und Mix 3 wiesen in ihrer Wirkung auf die Medium-Nitritkonzentration der
Zelllinien N11 und RAW 264.7 keine signifikanten Unterschiede auf. Bei den N11
Zellen erfolgte durch beide Mischungen eine Verringerung der Nitrit-Konzentration
um 20-25 %, bei den RAW 264.7 Zellen um 25-30%.

Betrachtet man die Wirkungen der Mischungen Mix 2 und Mix 3, verglichen mit der
des Hyperforins, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede oder eine geringere
Hemmung der NO-Produktion als durch Hyperforin feststellen.

Die hemmende Wirkung des Hyperforins auf die NO-Produktion der Zellen wird
demnach von keiner der verwendeten Einzelsubstanzen verstarkt, es kommt

teilweise sogar eher zu einer Verringerung der Wirkung.
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Abb. 32: Einfluss der Einzelsubstanz-Mischungen Mix 1, Mix 2 und Mix 3 auf die durch LPS
induzierte NO-Bildung und daraus resultierende Nitrit-Akkumulation im Medium der Zelllinien
BV2, N11 und RAW 264.7, im Vergleich mit Hypericum-Extrakt 1B (Hyp) und der dem
Extrakt 1B entsprechenden Hyperforin-Konzentration (Hf). Die Werte berechnen sich aus
n =38 Parallelen und sind dargestellt mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus

beziehen sich auf den Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle.
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3.3 Beeinflussung der Phagozytose

3.3.1 Absolute Phagozytoseaktivitat

Fur die Untersuchung der Phagozytoseaktivitat wurden den Zellen verschiedene
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Partikel zur Phagozytose angeboten. Verwendet
wurden hierbei Zymosan, opsonisiertes Zymosan, LPS, E. coli und S. aureus
Partikel, welche dem Medium zugegeben und fur 2 h von den Zellen aufgenommen
werden konnten. Aulierdem wurde die Phagozytose von Amyloid § 1-40 untersucht,
welches fur 18 h mit den Zellen inkubiert wurde.

Durch die Phagozytose der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Partikel kommt es zur
Fluoreszenz der Zellen. Die Auswertung erfolgte anhand der Fluoreszenz der Zellen
im FACS. Hierbei wurden der Anteil der fluoreszierenden Zellen, welche Partikel
aufgenommen hatten, und der Anteil der nicht fluoreszierenden Zellen, welche keine
Partikel aufgenommen hatten, betrachtet. Die Abbildungen 33 bis 36 zeigen
fluoreszenzmikroskopische = Aufnahmen der verschiedenen Zelllinien nach

Phagozytose der angebotenen Partikel.

Abb. 33: Phagozytose von Zymosan Bodipy FL Konjugat (griin). Die Zellkernfarbung erfolgte
mit Hoechst 33342 (blau). Uberlagerung von Interferenzkontrast, griiner und blauer

Fluoreszenz.
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N11 RAW 264.7

Abb. 34: Phagozytose von E. coli Bodipy FL Konjugat (griin). Die Zellkernfarbung erfolgte mit

Hoechst 33342 (blau). Uberlagerung von Phasenkontrast, griiner und blauer Fluoreszenz.

Abb. 35: Phagozytose von S. aureus Bodipy FL Konjugat (grtin). Die Zellkernfarbung erfolgte
mit Hoechst 33342 (blau). Uberlagerung von Phasenkontrast, griiner und blauer

Fluoreszenz.
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N11

Abb. 36: Phagozytose von LPS Bodipy FL Konjugat (griin). Die Zellkernfarbung erfolgte mit

Hoechst 33342 (blau). Uberlagerung von Phasenkontrast, griiner und blauer Fluoreszenz.

N11

Abb. 37: Phagozytose von Fluorescein-Amyloid  1-40 (grun). Die Zellkernfarbung erfolgte
mit Hoechst 33342 (blau). Uberlagerung von Phasenkontrast, griiner und blauer

Fluoreszenz.
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Wie der Abb. 38 zu entnehmen ist, wurden die verschiedenen Partikel von den drei
Zelllinien unterschiedlich gut aufgenommen. Der Anteil an Zellen, welche nach 2 h
mindestens einen Partikel phagozytiert hatten, war bei allen Zelllinien bei der
Phagozytose der Zymosan-Partikel am geringsten, gefolgt von opsonisiertem
Zymosan, den E. coli Partikeln und den S. aureus Partikeln.

Die LPS-Partikel waren nach 2 h Inkubation immer von 100 % der betrachteten
Zellen aller drei Zelllinien phagozytiert worden. Diese Daten sind deshalb in den

Graphiken nicht enthalten.

Der Anteil an Zellen der Zelllinie BV2 (Abb. 38 oben), welche nach 2 h mindestens
einen Partikel phagozytiert hatten, lag bei Zymosan durchschnittlich bei 8-10 %, bei
opsonisiertem Zymosan bei 17 %, bei den E. coli Partikeln bei 12-20 % und bei den
S. aureus Partikeln bei 45-50 %.

Der Anteil der phagozytotisch aktiven Zellen der Zelllinie N11 (Abb. 38 Mitte) lag bei
Zymosan durchschnittlich bei 12-19 %, bei opsonisiertem Zymosan bei 13-16 %, bei
den E. coli Partikeln bei 10-30 % und bei den S. aureus Partikeln bei 52-65 %.

Der Anteil an Zellen der Zelllinie RAW 264.7 (Abb. 38 unten), welche wahrend der
Inkubationszeit Partikel phagozytierten, lag bei Zymosan durchschnittlich bei 9-13 %,
bei opsonisiertem Zymosan bei 11-14 %, bei den E. coli Partikeln bei 38-52 % und
bei den S. aureus Partikeln bei 75-82 %.
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Abb. 38: Anteil der Zellen [%] der Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7, welcher nach 2 h
Inkubationszeit mindestens einen fluoreszenzmarkierten Partikel phagozytiert hatte. Die

Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-Bereich von 25-75 %, die Whiskers

zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n der unabhangigen Versuche findet

sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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3.3.2 Einfluss von Hypericum-Extrakt auf die Phagozytoseaktivitat

Um die Wirkung von Hypericum-Extrakt auf die Phagozytose zu untersuchen,
wurden die Zellen vor der Inkubation mit den verschiedenen Partikeln flir 24 h mit
Hypericum-Extrakt 1B behandelt. Durch diese Vorbehandlung wurde die

Phagozytoseaktivitat der Zellen unterschiedlich stark beeinflusst.

Bei der Zelllinie BV2 (Abb. 39 oben) konnte die Phagozytose von Zymosan Partikeln,
verglichen mit nicht vorbehandelten Zellen, um durchschnittlich 28-68 %, von
opsonisierten Zymosan Partikeln um 8-12 %, von E. coli Partikeln um 15-25 % und
von S. aureus Partikeln um 12-27 % verringert werden. Die Phagozytose der LPS

Partikel liel3 im Mittel keine Beeinflussung erkennen.

Bei der Zelllinie N11 (Abb. 39 Mitte) liel® sich eine Hemmung der Phagozytose der
Zymosan Partikel um durchschnittlich 2-22 %, der E. coli Partikel um 24-44 % und
der S. aureus Partikel um 3-14 % erreichen. Die Phagozytose des opsonisierten

Zymosans und der LPS Partikel konnte nicht gehemmt werden.

Bei der Zelllinie RAW 264.7 (Abb. 39 unten) konnte die Phagozytose der Zymosan
Partikel durchschnittlich um 43-61 %, der E. coli Partikel um 22-25 %, der S. aureus
Partikel um 10-16 % und der LPS Partikel um 5-10 % gemindert werden. Die

Phagozytose der opsonisierten Zymosan Partikel wurde nicht beeinflusst.
Der Hypericum-Extrakt zeigte keinerlei hemmende Wirkung (Quenching) auf die

Fluoreszenz der angebotenen Partikel (Daten nicht dargestellt). Diese Fehlerquelle

konnte somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 39: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] der Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7
nach Vorbehandlung mit Hypericum-Extrakt 1B, bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-Bereich von 25-75 %, die Whiskers
zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n der unabhangigen Versuche findet

sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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3.3.3 Einfluss der Einzelsubstanzen auf die Phagozytose von Zymosan

und S. aureus

Der Einfluss einzelner Inhaltsstoffe wurde nur auf die Phagozytose von Zymosan und
S. aureus Partikel untersucht. Getestet wurden die Einzelsubstanzen Rutin,
Hyperosid, Quercitrin, Quercetin, Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin, jeweils
in den dem Extrakt 1B entsprechenden Konzentrationen. Fir Hyperforin wurden
auch hohere, nicht toxische Konzentrationen getestet, da sich Hyperforin bei der

Hemmung der NO Bildung als effektiv erwiesen hatte.

Die Flavonoide und die EtOH Kontrolle zeigten bei allen drei Zelllinien keinerlei
Einfluss auf die Phagozytose von Zymosan (Abb. 40) und S. aureus Partikeln
(Abb. 42).

Bei der Phagozytose von Zymosan konnte bei der Zelllinie BV2 (Abb. 41 oben) durch
Pseudohypericin und Hypericin keine Hemmung erreicht werden. Es erfolgte statt
dessen eine Anregung der Phagozytose von 20 % durch Pseudohypericin und von
10-15 % durch Hypericin.

Durch Hyperforin konnte in der dem Extrakt entsprechenden Konzentration von
0,25 yM kein Einfluss beobachtet werden. Allerdings lie3 sich bei hoheren
Konzentrationen (0,5-0,75 pM) eine konzentrationsabhangige Hemmung der
Phagozytose erreichen. Eine Hyperforin-Konzentration von 0,625 yM bewirkte im
Mittel die gleiche Wirkung wie der Hypericum-Extrakt. Bei einer Konzentration von
0,75 pM Hyperforin konnte die Phagozytose sogar, starker als durch den Gesamt-
Extrakt, um durchschnittlich bis zu 60-72 % reduziert werden.

Bei der Zelllinie N11 hatten Pseudohypericin und Hypericin keinen Einfluss auf die
Phagozytose von Zymosan (Abb. 41 Mitte).

Auch Hyperforin zeigte in den Konzentrationen 0,25 yM und 0,5 uM keinen Effekt.
Bei einer Konzentration von 0,625 yM und 0,75 uM liel3 sich eine leichte Hemmung

von durchschnittlich 8 % bzw. 12 % erkennen.
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Bei der Phagozytose von Zymosan ergab sich bei der Zelllinie RAW 264.7 (Abb. 41
unten) eine schwache Hemmung von durchschnittlich 7-10 % durch Pseudohypericin
und eine leichte Anregung von 2-10 % durch Hypericin.

Durch Hyperforin konnte eine konzentrationsabhangige Hemmung der Phagozytose
von Zymosan Partikeln bewirkt werden. Die dem Extrakt entsprechende
Konzentration an Hyperforin zeigte eine leichte Hemmung der Phagozytose bis zu
10 %. Eine dem Hypericum-Extrakt entsprechende Hemmung der Phagozytose
wurde durch eine Hyperforin-Konzentration von 0,625 uyM erreicht. Eine
Konzentration von 0,75 yM Hyperforin fuhrte zu einer Hemmung von 85-90 %, und

war somit starker wirksam als der Gesamt-Extrakt.
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Abb. 40: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] bei der Phagozytose von Zymosan nach
Vorbehandlung der Zellen mit den Flavonoiden Rutin (Ru), Hyperosid (Hd), Quercitrin (Qui)
und Quercetin (Que) bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen, im Vergleich zu mit Extrakt 1B
(Hyp 1B) behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-
Bereich von 25-75 %, die Whiskers zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n

der unabhangigen Versuche findet sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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Abb. 41: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] bei der Phagozytose von Zymosan nach
Vorbehandlung der Zellen mit Pseudohypericin (Ps), Hypericin (Hc) und Hyperforin (Hf)
bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen, im Vergleich zu mit Extrakt 1B (Hyp 1B)
behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-Bereich von
25-75 %, die Whiskers zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n

unabhangigen Versuche findet sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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Die Phagozytose der S. aureus Partikel konnte bei der Zelllinie BV2 durch
Pseudohypericin und Hypericin nicht beeinflusst werden (Abb. 43 oben). Auch durch
Hyperforin konnte in den Konzentrationen 0,25-0,625 pM kein Effekt beobachtet
werden. Die Hyperforin-Konzentration von 0,75 uyM wies eine hemmende Tendenz

von 10 % auf.

Bei der Zelllinie N11 konnte weder durch Pseudohypericin, noch durch Hypericin,
eine Beeinflussung der Phagozytose von S.aureus Partikeln nachgewiesen werden
(Abb. 43 Mitte). Auch Hyperforin zeigte in keiner der verwendeten Konzentrationen

einen Effekt.

Die Phagozytose der S. aureus Partikel konnte auch bei der Zelllinie RAW 264.7
durch Pseudohypericin und Hypericin nicht beeinflusst werden (Abb. 43 unten).
Ebenso konnte durch eine Vorbehandlung der Zellen mit 0,25-0,625 uM Hyperforin
kein Einfluss beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 0,75 yM Hyperforin

ergab sich eine Hemmung von 8-10 %.
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Abb. 42: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] bei der Phagozytose von S. aureus nach
Vorbehandlung der Zellen mit den Flavonoiden Rutin (Ru), Hyperosid (Hd), Quercitrin (Qui)
und Quercetin (Que) bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen, im Vergleich zu mit Extrakt 1B
(Hyp 1B) behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-
Bereich von 25-75 %, die Whiskers zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n

der unabhangigen Versuche findet sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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Abb. 43: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] bei der Phagozytose von S. aureus nach
Vorbehandlung der Zellen mit Pseudohypericin (Ps), Hypericin (Hc) und Hyperforin (Hf)
bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen, im Vergleich zu mit Extrakt 1B (Hyp 1B)
behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-Bereich von
25-75 %, die Whiskers zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n der Parallelen

findet sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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3.3.4 Einfluss der Einzelsubstanz-Mischungen auf die Phagozytose von

Zymosan und S. aureus

Um eventuelle synergistische Effekte der Einzelsubstanzen zu erfassen, wurde der
Einfluss drei verschiedener Mischungen auf die Phagozytose von Zymosan und
S. aureus Partikel untersucht. Mix 1 enthielt die Flavonoide Rutin, Hyperosid,
Quercitrin und Quercetin. Mix 2 setzte sich zusammen aus Pseudohypericin,
Hypericin und Hyperforin. In Mix 3 waren alle 7 Einzelsubstanzen enthalten. Die
Konzentrationen der einzelnen Substanzen entsprachen jeweils der Konzentration in
der sie im Hypericum-Extrakt 1B enthalten waren.

Keine der Mischungen zeigte Einfluss auf die Phagozytose von Zymosan (Abb. 44)
bzw. S. aureus Partikeln (Abb. 45). Lediglich bei der Zelllinie RAW 264.7 konnte
nach einer Behandlung der Zellen mit Mix 3 eine geringe Hemmung der
Phagozytoseaktivitat von Zymosan um durchschnittlich 9-15 % beobachtet werden
(Abb. 44 unten).
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Abb. 44: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] bei der Phagozytose von Zymosan nach
Vorbehandlung der Zellen mit den Einzelsubstanz-Mischungen Mix 1, Mix 2 und Mix 3
bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen, im Vergleich zu mit Extrakt 1B (Hyp 1B)
behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-Bereich von
25-75 %, die Whiskers zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n der

unabhangigen Versuche findet sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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Abb. 45: Verbleibende Phagozytoseaktivitat [%] bei der Phagozytose von S. aureus nach
Vorbehandlung der Zellen mit den Einzelsubstanz-Mischungen Mix 1, Mix 2 und Mix 3
bezogen auf nicht vorbehandelte Zellen, im Vergleich zu mit Extrakt 1B (Hyp 1B)
behandelten Zellen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Box-Plots mit einem Box-Bereich von
25-75 %, die Whiskers zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Die Anzahl n der

unabhangigen Versuche findet sich unter dem jeweiligen Box-Plot.
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3.3.5 Phagozytose von Amyloid B 1-40 und Einfluss von Hypericum-
Extrakt

Die Phagozytose von Amyloid 8 1-40 wurde nur an der Zelllinie N11 untersucht. Die
Inkubation mit Ap 1-40 erfolgte fur 18 h. Nach dieser Zeit hatten 3,5-4,5 % der Zellen
ApB 1-40 phagozytiert (Abb. 46).

Durch eine 24-stindige Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt 1B konnte

keine Hemmmung der Phagozytoseaktivitat festgestellt werden (Abb. 47).
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Abb. 46: Anteil der Zellen [%] der Zelllinie Abb. 47: Verbleibende Phagozytose-
N11, welcher nach 18 h Inkubationszeit aktivitat der N11 Zellen nach
mindestens einen fluoreszenzmarkierten Vorbehandlung mit Hypericum-Extrakt 1B.
Partikel phagozytiert hatte. Der Box- Der Box-Bereich betragt 25-75 %, die
Bereich betragt 25-75 %, die Whiskers Whiskers zeigen den Maximal- und
zeigen den Maximal- und Minimalwert an. Minimalwert an. n = 3 unabhangige
n = 3 unabhangige Versuche. Versuche.
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3.4 Zytotoxizitat von Amyloid 3

3.4.1 Einfluss des Hypericum-Extraktes auf die Zytotoxizitat von Amyloid

B Protein Fragment 25-35 und Fragment 35-25

Das Amyloid B Protein Fragment 25-35 gilt als die funktionelle Domane des Amyloid
B Proteins, welche flr den neurotoxischen Effekt verantwortlich ist (Yankner et al.
1990). Dieses Fragment wurde mittels MTT-Test auf seine Toxizitat gegenltber den
Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7 getestet.

Bei der Zelllinie BV2 (Abb. 48 oben) traten ab einer Konzentration von 10 pM
signifikant toxische Effekte auf. Durch 10 uM AB 25-35 wurde die Lebensfahigkeit der
BV2 Zellen um 30 % reduziert. Die Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt
1B konnte die Lebensfahigkeit der Zellen zu 100 % erhalten. Durch 50 uM Ap 25-35
wurde die Lebensfahigkeit um etwa 37 % reduziert, nach Vorbehandlung mit

Hypericum-Extrakt um 30 %.

Auf die Zelllinie N11 (Abb. 48 Mitte) wies AB 25-35 schon ab einer Konzentration von
1 UM eine signifikante Toxizitat auf. Durch 1 uM A 25-35 wurde die Lebensfahigkeit
der Zellen um 15 %, durch 10 yM um 47 % und durch 50 yM um 60 % verringert.
Nach Vorbehandlung mit Hypericum-Extrakt konnte die Lebensfahigkeit bei 1 yM und
10 uM AB 25-35 zu 100 % erhalten werden, bei 50 uM AB 25-35 kam es zu einer

Verringerung der Lebensfahigkeit um 40 %.

Bei der Zelllinie RAW 264.7 (Abb. 48 unten) traten ebenfalls ab einer Konzentration
von 1 yM signifikant toxische Effekte auf. Durch 1 uM AB 25-35 kam es zu einer
Verringerung der Lebensfahigkeit der Zellen um 25 %, durch 10 yM um 50 % und
durch 50 yM um 52 %. Nach Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt
konnte die Lebensfahigkeit bei 1 uyM Ap 25-35 zu 100 % erhalten werden, bei 10 uM
AB 25-35 kam es zu einer Verringerung um 12 %, bei 50 yM um 50%.
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Um auszuschlieen, dass es sich bei der festgestellten Toxizitat des Amyloid  25-35
nicht um einen unspezifischen Effekt der hohen verwendeten Konzentration des
Peptides handelte, wurden die Zellen in gleicher Weise mit den gleichen Mengen des
Amyloid B Fragmentes 35-25 behandelt. Hierbei handelt es sich um das Antisense-
Peptid, bei dem die gleichen Aminosauren in umgekehrter Reihenfolge verknupft
vorliegen.

Nach der Inkubation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen dieses Peptides
konnten bei keiner der Zelllinien toxische Effekte festgestellt werden (Abb. 49). Die

Vorinkubation mit Hypericum-Extrakt hatte keine Auswirkungen.

105



Ergebnisse

BV2 [—_1ohne Vorbehandlung
1 U224 mit Hyp 1B
1204
ol g g Ll
X 1 *% *kk
= 80- +
o) ***%
2 i
(o]
= 604
E.(E
5 i
c
& 40
[0}
Q i
204
0
Kontrolle ‘100nM 1uM 10 uM 50 uM‘
Amyloid 3 25-35
N11 [ ohne Vorbehandlung
7 U224 mit Hyp 1B
1204
i o
100- + %Z é
= i * kK
S
= 804
(0] *kk
é | %k K
a,'cg 60
2 1 * kK]
2 404
5]
o i
20
0
Kontrolle \100nM 1M 10uM 50 pMJ
Amyloid B 25-35
[ Tohne Vorbehandlung
120' 22 mit Hyp 1B
RAW 264.7

100+ ﬂ}

80 7‘ ***% *kk
60 N *kk *kk
] kK
40-
20 | ‘*%
0 |

Kontrolle \100nM 1uM 10 uM 50 uMJ
Amyloid  25-35

Lebensfahigkeit [%]

Abb. 48: Zytotoxizitat des Amyloid 3 Protein Fragments 25-35 auf die Zelllinien BV2, N11
und RAW 264.7 und Einfluss des Hypericum-Extrakts 1B (Hyp 1B) auf die Toxizitat. Die
Bestimmung erfolgte mittels MTT-Test. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 4 Parallelen mit
Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der
jeweiligen Kontrolle.

106



Ergebnisse

[__Tohne Vorbehandlung
BV2 U224 mit Hyp 1B
120 T
2 B 7
100- ) A ]
9
= 804
Q
X
2
ﬂc‘_" 60
(2]
C
3 40
Q
-
20
Kontrolle 100nM 1pM  10pM 50 uM
Amyloid R 35-25
N11 [__Tohne Vorbehandlung
] 227 mit Hyp 1B
120 1
100 %i : T
— 77
S 2 1 %éﬁ
= 80+
9]
2 |
2
;{:E 60
5 |
C
2 40
[0}
9 |
20
Kontrolle \100 nM 1uM 10 uM 50 le
Amyloid R 35-25
[ 1ohne Vorbehandlung
RAW 264.7 1 £772 mit Hyp 1B
120
— 1001 o {‘ T
R L §
oy 1 %_ 7/ e
S 80+ %4 7
2 ]
&
& 60
C
5 |
© 404
)
201

Kontrolle 100 nM 1 pM 10pM 50 uM,
Amyloid R 35-25

Abb. 49: Zytotoxizitat des Amyloid 3 Protein Fragments 35-25 auf die Zelllinien BV2, N11
und RAW 264.7 und Einfluss des Hypericum-Extrakts 1B (Hyp 1B) auf die Toxizitat. Die
Bestimmung erfolgte mittels MTT-Test. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 4 Parallelen mit
Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der

jeweiligen Kontrolle.
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3.4.2 Einfluss der Einzelsubstanzen und Einzelsubstanz-Mischungen auf
die Toxizitat von Amyloid B 25-35 auf die Zelllinie N11

Der Einfluss der Einzelsubstanzen und Einzelsubstanz-Mischungen wurde nur an der
Zelllinie N11 untersucht. Fur diese Versuche wurde eine Amyloid p 25-35
Konzentration von 10 uM verwendet, da sich fur diese Konzentration die
Schutzwirkung durch eine Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt 1B als
am effektivsten herausgestellt hatte (siehe Kapitel 3.4.1). Getestet wurden die
Flavonoide Rutin, Hyperosid, Quercitrin und Quercetin, auRerdem Pseudohypericin,
Hypericin und Hyperforin, jeweils in der im Extrakt 1B vorliegenden Konzentration.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass nur der Gesamt-Extrakt zu einer
signifikanten Erhdéhung der lebensfahigen Zellen, gegeniber der nicht mit
Hypericum-Extrakt 1B behandelten Kontrolle, fuhrte. Die hierdurch erreichte
Lebensfahigkeit entsprach durchschnittlich 90-100 %, bezogen auf die nicht mit
Amyloid 3 25-35 behandelten Zellen (Abb. 51).

Die Einzelsubstanzen und auch die Einzelsubstanz-Mischungen zeigten keinen
signifikanten Einfluss auf die Toxizitat von Amyloid 3 25-35 (Abb. 51), ebenso wenig
wie die EtOH Kontrolle (Abb. 50).

1 [_1ohne Amyloid B
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Abb. 50: Einfluss von EtOH auf die Zytotoxizitdt des Amyloid p Protein Fragments 25-35
(10 yM) auf die Zelllinie N11, verglichen mit der Wirkung des Hypericum-Extraktes 1B
(Hyp 1B). Die Bestimmung erfolgte mittels MTT-Test. Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 4
Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich

mit der jeweiligen Kontrolle.
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Abb. 51: Einfluss der Einzelsubstanzen und Einzelsubstanz-Mischungen auf die Zytotoxizitat
des Amyloid B Protein Fragments 25-35 (10 pM) auf die Zelllinie N11. Dargestellt ist der
Mittelwert aus n = 4 Parallelen mit Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen
sich auf den Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle.

Mix 1: Flavonoide; Mix 2: Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin; Mix 3: Flavonoide,

Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin
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3.4.3 Toxizitat von Amyloid B Protein Fragment 25-35 auf die humane
Neuroblastomzelllinie SK-N-SH

Der Einfluss des Hypericum-Extraktes 1B auf die Toxizitdt von Amyloid 3 Protein
Fragment 25-35 wurde auch an der humanen Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH
mittels MTT-Test untersucht. Die Neuroblastom-Zellen wurden, wie die Zellen der
Zelllinie N11, mit 10 yM Amyloid  25-35 behandelt.

Die Toxizitat des Peptides zeigte sich bei diesen neuronalen Zellen ebenfalls in
einem Verlust der Lebensfahigkeit, welche um ca. 15 % vermindert wurde (Abb. 52).
Durch eine Vorinkubation mit Hypericum-Extrakt 1B konnte auch hier die
Lebensfahigkeit der Zellen signifikant erhoht bzw. auf nahezu 100 %, bezogen auf
die nicht mit Amyloid B 25-35 behandelten Zellen, gehalten werden. Die EtOH-

Kontrolle zeigte keinerlei Einfluss.
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Abb. 52: Zytotoxizitat des Amyloid B Protein Fragments 25-35 (10 uM) auf die humanen
Neuroblastomzellen SK-N-SH und Einfluss des Hypericum-Extrakts (Hyp 1B). Als Kontrolle
diente 0,5 % EtOH (50 %). Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 4 Parallelen mit
Standardabweichung. Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit der

jeweiligen Kontrolle.
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3.4.4 Fluorimetrische Bestimmung der Lebensfahigkeit

Dieser fluorimetrische Test wurde zur Bestatigung der Daten des MTT-Test
durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit Calcein AM und Ethidium Homodimer (EthD-1)
behandelt. Lebende Zellen erhalten durch enzymatische Umsetzung des Calcein AM
eine grune Fluoreszenz. EthD-1 dringt durch die beschadigte Zellwand toter Zellen,

bindet an deren DNA und ruft eine intensiv rote Fluoreszenz hervor.

In Abb. 53 sind Zellen der Zelllinie N11 nach Behandlung mit AB 25-35 (links) und mit
ApB 35-25 (Mitte) gegenubergestellt. Aullerdem sind Zellen gezeigt, welche mit
Hypericum-Extrakt vorinkubiert und dann mit Ap 25-35 behandelt wurden (rechts).

In der obersten Reihe sind die lebenden, grin fluoreszierenden Zellen zu sehen. In
der zweiten Reihe ist die rote Fluoreszenz der Zellkerne toter Zellen zu erkennen. In
der dritten Reihe wurden der grune und rote Fluoreszenzkanal Uberlagert. In der
Abbildung ganz unten ist zum Vergleich ein Phasenkontrastbild der betrachteten
Zellen gezeigt.

Schon im Phasenkontrastbild ist zu sehen, dass AB 25-35 toxisch auf die Zellen
wirkt. Die Zellen ziehen ihre Fortsatze ein und nehmen kugelige Gestalt an.
Schlief3lich 16sen sie sich vom Boden und schwimmen ab. Die mit A 35-25 oder mit
Hypericum-Extrakt vorbehandelten Zellen weisen keine auf die Toxizitdt des AP
zuruckzufihrenden Veranderungen auf. Beide zeigen eine durchgehende,
gleichmalige Lage adharenter Zellen. Es ist kein Abkugeln der Zellen zu
beobachten.

Im grinen Fluoreszenzkanal ergibt sich ein ahnliches Bild. Die mit AR 35-25
behandelten Zellen, sowie die mit Hypericum-Extrakt vorinkubierten Zellen, die mit
AB 25-35 behandelt wurden, zeigen eine gleichmalige grine Fluoreszenz und
Verteilung entsprechend dem Phasenkontrastbild. Die mit AR 25-35 behandelten
Zellen erscheinen, ebenfalls dem Phasenkontrastbild entsprechend, ungleichmafig
und durch das Abkugeln der Zellen etwas groRer.

Im roten Fluoreszenzkanal zeigt sich bei den mit Ap 25-35 behandelten Zellen eine
grol’e Anzahl rot fluoreszierender Kerne toter Zellen. Bei den mit AB 35-25
behandelten Zellen sind keine toten Zellen zu erkennen. Und auch bei den mit
Hypericum-Extrakt vorinkubierten Zellen, die mit Ap 25-35 behandelt wurden, sind so

gut wie keine (in dem gewahlten Bereich eine) toten Zellen zu erkennen.
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Mit diesem fluorimetrischen Test konnte wie im MTT-Test festgestellt werden, dass
AB 25-35 in einer Konzentration von 10 pM toxisch auf die Zellen der Zelllinie N11
wirkt. Bestatigt werden konnte auch, dass Ap 35-25 keine Toxizitat aufweist. Durch
eine 24-stundige Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt 1B konnte die
toxische Wirkung des Ap 25-35 verhindert werden.

Amyloid p Amyloid B Amyloid p 25-35
25-35 35-25 + Hyp 1B

20 ym

4

Calcein AM

EthD-1

Calcein AM
und EthD-1

Phasen-

Kontrast

Abb. 53: Toxizitat der Amyloid p Fragmente 25-35 und 35-25 (jeweils 10 uM) auf die Zelllinie
N11 und Einfluss des Hypericum-Extrakts 1B (Hyp 1B) auf die Toxizitat von Amyloid B 25-35.
Lebende Zellen erhielten durch Calcein AM eine grine Fluoreszenz. Die DNA toter Zellen

wurde durch EthD-1 rot gefarbt. Unten zum Vergleich die Zellen im Phasenkontrast.
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3.5 Einfluss von Hypericum-Extrakt und Einzelsubstanz-

Mischungen auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Die ROS-Produktion der Zellen wurde durch die Verwendung eines Dichloro-dihydro-
Fluorescein Diazetat Derivates (CM-H,DCFDA) untersucht. Diese Substanz wird
innerhalb der Zellen durch Reaktion mit ROS zu einem in der Zelle
eingeschlossenen, fluoreszierenden Produkt umgebaut, welches im FACS detektiert
und analysiert werden kann. Die ROS-Bildung wurde durch eine Behandlung der
Zellen mit Amyloid 3 25-35 angeregt. Zur Auswertung wurde die sehr geringe schon
vorhandene ROS-Produktion der unbehandelten Zellen gleich eins gesetzt, die

restlichen Werte als x-faches darauf bezogen.

Bei der Zelllinie BV2 fuhrte die Behandlung mit Ap 25-35 nach 1 h zu einem 3-fachen
Anstieg der ROS-Produktion (Abb. 54 oben). Nach Inkubation mit Hypericum-Extrakt
1B konnte ein weiterer Anstieg auf das 5-fache der Kontrolle beobachtet werden.
Auch Mix 2 und Mix 3 flUhrten zu einem weiteren Anstieg der ROS-Produktion. Durch
Mix 2 kam es durchschnittlich zur 4,5-fachen und durch Mix 3 zur 4-fachen ROS-
Produktion bezogen auf die Kontrolle.

Die Behandlung der N11 Zellen mit A 25-35 bewirkte einen 1,5-fachen Anstieg der
ROS-Produktion (Abb. 54 Mitte). Nach Inkubation mit Hypericum-Extrakt konnte ein
Anstieg auf die 3-fache, mit Mix 2 und Mix 3 auf die 3,2-fache ROS-Produktion,
bezogen auf die Kontrolle, festgestellt werden.

Die Zelllinie RAW 264.7 wurde durch die Behandlung mit AB 25-35 zu einer
durchschnittlich 2,5-fachen Bildung an ROS angeregt (Abb. 54 unten). Durch
Vorinkubation mit Hypericum-Extrakt 1B wurde die 7-fache ROS-Produktion erreicht.
Durch Mix 2 und Mix 3 kam es sogar zu einer signifikanten Erhéhung. Die ROS-
Bildung betrug nach Inkubation mit Mix 2 das 18-fache und mit Mix 3 das 23-fache
der Kontrolle.

Mix 1 hingegen, die Mischung welche nur Flavonoide enthielt, bewirkte bei allen drei
Zelllinien eine Hemmung der ROS-Produktion auf das Niveau der unaktivierten

Kontrollen.
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Abb. 54: ROS-Produktion der Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7, hervorgerufen durch
Amyloid B 25-35 und Einfluss des Hypericum-Extraktes, sowie der Einzelsubstanz-
Mischungen Mix 1, Mix 2 und Mix 3. Die Ergebnisse sind als x-fache ROS-Produktion
gegenlber der unbehandelten Kontrolle dargestellt. Gezeigt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung, die Anzahl n der Parallelen ist bei der jeweiligen Graphik zu finden.

Die Signifikanzniveaus beziehen sich auf den Vergleich mit Ap.
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3.6 Beeinflussung des Zytoskeletts durch Hypericum-Extrakt

Die Struktur des Zytoskeletts wurde durch Behandlung der Zellen mit
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin sichtbar gemacht. Phalloidin bindet an die Aktin-
Filamente der Zellen. Die Untersuchung auf Beeinflussung des Zytoskeletts wurde
mit den Zelllinien N11 und RAW 264.7 durchgeflhrt.

In Abb. 55 sind zum direkten Vergleich unbehandelte Zellen (oben), mit
Cytochalasin D behandelte Zellen (Mitte) und mit Hypericum-Extrakt vorbehandelte
Zellen (unten) der Zelllinie N11 gezeigt.

Durch das Phalloidin wurde die sehr feine fibrillare Struktur des Aktin-Gerusts der
nicht vorbehandelten Zellen sichtbar gemacht. Bei den mit Cytochalasin D
behandelten Zellen waren diese feinen Fibrillen nicht mehr vorhanden. Die Zellen
zeigten eine grieselige Struktur. Cytochalasin D flhrt zur Zerstérung der Aktin-
Filamente und verhindert die Aktin-Polymerisation (Flanagan und Lin 1980).

Die mit Hypericum-Extrakt 1B behandelten Zellen wiesen die gleiche feine fibrillare
Aktin-Struktur auf wie nicht behandelte Zellen. Auch bei den Zellen der Zelllinie RAW
264.7 zeigte sich kein Unterschied in der Struktur des Aktin-Skeletts zwischen
unbehandelten (Abb. 56) und mit Hypericum-Extrakt vorbehandelten (Abb. 57)
Zellen.

Die eigentlich orange Fluoreszenz des Phalloidins wurde in Abb. 55 bis 57
cyanfarben dargestellt, um sie besser von der roten Autofluoreszenz des Hypericum-
Extraktes (Abb. 57) zu unterscheiden.

Durch eine Behandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt 1B konnte
fluoreszenzmikroskopisch keinerlei Beeinflussung bzw. Veranderung des Zellskeletts
gegenuber nicht behandelten Zellen beobachtet werden.

Es ist davon auszugehen, dass eine Behandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt

nicht zu einer Veranderung im Aufbau des Aktin-Gerustes fuhrt.
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Phalloidin Phasenkontrast

unbehandelt

unbehandelt

Cytochalasin D
(0,5 uM, 15 min)

Hyp 1B
(24 h)

Abb. 55: Darstellung des Zytoskeletts von Zellen der Zelllinie N11, unbehandelt (oben), nach
Behandlung mit Cytochalasin D (Mitte) bzw. Hypericum-Extrakt 1B (unten). Das Aktin-Gerust

wurde mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin sichtbar gemacht.
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Abb. 56: Zellen der Zelllinie RAW 264.7 ohne Vorbehandlung mit Hypericum-Extrakt 1B. Das
Zytoskelett wurde durch Bindung von fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (cyan) sichtbar
gemacht, die Zellkernfarbung erfolgte mit Hoechst 33342 (blau). Die grin fluoreszierenden

Partikeln sind phagozytiertes Zymosan Bodipy FL Konjugat.

Abb. 57: Zellen der Zelllinie RAW 264.7 nach Vorinkubation mit Hypericum-Extrakt 1B. Das
Zytoskelett wurde durch Bindung von fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (cyan) sichtbar
gemacht, die Zellkernfarbung erfolgte mit Hoechst 33342 (blau). Die griun fluoreszierenden
Partikeln sind phagozytiertes Zymosan Bodipy FL Konjugat. Bei der roten Farbung der Zellen

handelt es sich um die Eigenfluoreszenz des Hypericum-Extrakts.
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4 Diskussion

Mikroglia spielen als Immunzellen des Gehirns eine wichtige Rolle fir die
Gesunderhaltung des ZNS. Aktivierte Mikroglia vernichten eingedrungene
Mikroorganismen, entfernen potentiell schadlichen Debris und fordern die
Gewebsreparatur und somit die Rickkehr zur Gewebshomodostase (Kreutzberg
1996). Die Aktivierung von Mikroglia beinhaltet deren Transformation zu Phagozyten
und die Generierung und Abgabe potentiell zytotoxischer Substanzen wie reaktiver
Sauerstoffspezies, NO, Proteasen und proinflammatorischer Zytokine (Colton und
Gilbert 1987, Banati et al. 1993). Die von aktivierten Mikroglia abgegebenen
Substanzen koénnen aber bei mangelhafter Kontrolle auch neurotoxisch wirken
(Thery et al. 1991, Chao et al. 1996) und eventuell Einfluss auf die
Transmitteraktivitat im Gehirn nehmen (Turkall et al. 1982, Heinecke et al. 1993).

Es wurde bereits flr verschiedene Pflanzenextrakte oder deren Inhaltsstoffe
nachgewiesen, dass sie eine Wirkung auf unterschiedliche Funktionen von
Immunzellen wie Neutrophile, Makrophagen und Mikroglia haben (Carini et al. 2001,
Ryu et al. 2003, Lee et al. 2003).

Johanniskraut (Hypericum perforatum L.) wird seit langem zur Behandlung leichter
bis mittelschwerer depressiver Erkrankungen verwendet und es ist eine Vielzahl von
Wirkungen auf Neuronen bekannt (Butterweck 2003).

In den folgenden Abschnitten werden die Effekte von Johanniskraut-Extrakt, sowie

einzelner seiner Inhaltsstoffe, auf verschiedene Funktionen der Mikroglia diskutiert.
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4.1 Inhaltsstoffmuster und Toxizitat der Hypericum-Extrakte

Die Qualitat und Wirksamkeit von Phytopharmaka korreliert mit dem Wirkstoffgehalt
der verwendeten pflanzlichen Rohstoffe, sowie deren Verarbeitung. Der
Wirkstoffspiegel der Pflanzen ist abhangig vom verwendeten Saatgut, von den
Anbaubedingungen, wie Lage und Beschaffenheit des Bodens, von Klima und
Wasserverfligbarkeit, sowie von Ernte- und Verarbeitungsbedingungen. Die
letztendliche Zusammensetzung des fertigen Praparats wird auf3erdem durch dessen
Herstellungsverfahren und verwendete Auszugsmittel beeinflusst. Man kann deshalb
davon ausgehen, dass sich Praparate verschiedener Hersteller im Inhaltsstoffgehalt
und somit in ihrer Wirksamkeit unterscheiden (Kaul 2000).

Um die Wirksamkeit eines Praparats erklaren zu konnen, muss dessen
Zusammensetzung bekannt sein. Aus diesem Grund wurden die vier zur Verfugung
stehenden Extrakte zuerst auf ihr Inhaltsstoffmuster hin untersucht.

Die HPLC-Analyse ergab Unterschiede zwischen den betrachteten Extrakten
bezluglich der Zusammensetzung und der Konzentration einzelner Inhaltsstoffe
(siehe Kapitel 3.1.1, Ubersicht in Tab. 10).

Tab. 10: Konzentrationen einzelner Inhaltsstoffe [uM] in den vier verschiedenen Extrakt-

Stammldsungen [25 mg Trockensubstanz / ml EtOH (50 %)].

Konzentration der Inhaltsstoffe [uM]
Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3 Extrakt 4
Flavonoide 1143,1 2194,2 1299,2 1000,9
Ps:ﬁ:r:i;;g;cin 717 104,5 200,2 257,3
Hyperforin 78,7 59,6 138,1 178,9

Die Ernte der verwendeten Pflanzen und die Extrakt-Herstellung erfolgten fur alle
Extrakte in der selben Weise. Die Unterschiede in der Zusammensetzung lassen sich
demnach darauf zurtckfihren, dass die Extrakte aus verschiedenen Johanniskraut-

Sorten unterschiedlicher Standorte hergestellt wurden (Mann 2003).
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Das sich unterscheidende Inhaltstoffprofil bedingt auch die unterschiedlich gute
Vertraglichkeit der Extrakte (siehe Kapitel 3.1.2). Die durchgefuhrten Toxizitatstest
lassen darauf schlieRen, dass die Toxizitat der Extrakte unter anderem mit dem
Gehalt an Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin zusammenhangt (siehe Kapitel
3.1.3, Abb. 16, 18, 20).

In Tab. 11 sind die Konzentrationen von Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin
in den verschiedenen Verdunnungen der vier Extrakte aufgefuhrt und zusatzlich
deren jeweilige Toxizitat auf die Zellen deutlich gemacht. Je hoher der Gesamtgehalt
dieser drei Inhaltsstoffe im Extrakt war, desto toxischer wirkte der Extrakt auf die
Zellen. Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin liegen in den Extrakten einzeln
zwar nicht in den Konzentration vor, welche sich im MTT-Test als toxisch
herausgestellt hatten, zusammen wirken sie sich wahrscheinlich aber durch additive
oder synergistische Effekte, wahrscheinlich auch in Zusammenspiel mit anderen
Inhaltsstoffen, schon in geringerer Konzentration negativ auf die Lebensfahigkeit der
Zellen aus.

Die fur Hypericin gefundene toxische Konzentration von 0,75 uM liegt im Bereich der
von Roscetti et al. (2004) gefundenen toxischen Konzentration von 0,5 pg/ml
(entspricht 0,99 uM) fur erythroleukamische Zellen. Die toxische Wirkung von
Hypericin scheint sich jedoch von Zelllinie zu Zelllinie stark zu unterscheiden. Es gibt
Angaben uber eine Vertraglichkeit von 50 ug/ml (entspricht 99 uM) Hypericin Gber
mehrere Tage, aber auch von 10 ug/ml (entspricht 20 pM) und geringeren
Konzentrationen, jeweils abhangig von der betrachteten Zelllinie (Meruelo et al.
1988). Vandenbogaerde et al. (1997) berichten, dass sie fur Hypericin im Dunkeln bis
zu 25 pM keinen toxischen Einfluss auf die betrachteten humanen und murinen
Zelllinien (A431, HeLa, MCF7) beobachten konnten.

Es ware maoglich, dass die beobachtete Toxizitat des Hypericins schon in geringerer
Konzentration auf lichtinduzierte ROS-Bildung zurGckzufuhren ist, welche zur
Schadigung der Zellen und zum Verlust deren Lebensfahigkeit fuhrt. Ein Hinweis
hierauf ist der zu beobachtende Anstieg der ROS-Bildung bei den Zellen, welche mit
Hypericin-haltigen Einzelsubstanz-Mischungen oder Extrakt behandelt wurden (siehe
Kapitel 3.5, Abb. 54).

Hostanska et al. (2003) untersuchte die Toxizitat von Hyperforin auf zwei
leukamische Zelllinien (K562, U937), eine Glioblastom Zelllinie (LN229) und humane

Astrozyten (NHA). Hierbei bewirkte eine Konzentration von 10 yM Hyperforin eine
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Abnahme der Lebensfahigkeit der Zellen um 20-30 %. Dieser toxische Einfluss auf
die Lebensfahigkeit konnte bei den drei in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien schon
bei einer 6- bis 7-fach geringeren Konzentration an Hyperforin beobachtet werden
(siehe Kapitel 3.1.3, Abb. 16, 18, 20). Die nicht toxische Wirkung der Flavonoide
Rutin und Quercetin auf die Zelllinie RAW 264.7, auch fir wesentlich hoéhere
Konzentrationen (40 yM) als die hier verwendeten, wurde bereits von Chen et al.
(2001) beschrieben.

Tab. 11: Konzentrationen von Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin der Extrakte 1 bis
4 in den Verdiinnungen A bis D wie sie im Ansatz vorlagen. Die grau hinterlegten Felder

zeigen an, welche der Verdunnungen sich fur wie viele der Zelllinien als toxisch erwiesen.

Konzentration [uM] der Verdinnungen i.A. fur 1 Zelllinie
Extrakt 1 A B C D toxisch
Pseudohypericin| 0,192 0,141 0,096 0,048 flr 2 Zelllinien
H iCi 0,094 0,069 0,047 0,024 toxisch
ericin , , , , " —
P fur 3 Zelllinien
Hyperforin 0,315 0,232 0,157 0,079 toxisch

Konzentration [uM] der Verdinnungen i.A.

Extrakt 2 A B C D
Pseudohypericin 0,247 0,182 0,124 0,062

Hypericin 0,170 0,125 0,085 0,043

Hyperforin 0,238 0,175 0,119 0,060

Konzentration [uM] der Verdinnungen i.A.

Extrakt 3 A B C D
Pseudohypericin 0,566 0,416 0,283 0,142
Hypericin 0,235 0,173 0,117 0,059
Hyperforin 0,552 0,406 0,276 0,138

Konzentration [uM] der Verdinnungen i.A.

Extrakt 4 A B C D
Pseudohypericin 0,706 0,519 0,353 0,176
Hypericin 0,323 0,238 0,162 0,081
Hyperforin 0,716 0,526 0,358 0,179
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4.2 Hemmung der NO-Bildung

Eine erhdhte NO-Produktion durch die iINOS wird mit vielen pathophysiologischen
Geschehen in Zusammenhang gebracht. Die Induktion der iINOS wird z. B. bei
septischem Schock, Arthritis, Asthma (Nathan 1997, Moncada 1999), sowie bei
neurodegenerativen Krankheiten und zerebralen Entziindungsgeschehen (Vallance
und Leiper 2002) beobachtet. Bei chronisch entzliindlichen Erkrankungen ist NO,
welches durch die INOS in Zellen des Immunsystems und ortstandigen Zellen des
entzindeten Gewebes gebildet wird, nicht nur Marker der Entziindung, sondern auch
ein schadigender, proinflammatorischer Mediator (Stichtenoth 1997). Eine
Moglichkeit der Therapie chronisch entzundlicher Erkrankungen besteht in der
gezielten Hemmung der gesteigerten NO-Produktion. Dies wird beispielsweise bei
einer Behandlung mit Glukokortikoiden bewirkt (Pfeilschifter et al. 1996).

Far eine Reihe von verschiedenen Pflanzen-Extrakten bzw. deren Inhaltsstoffe
wurde ein hemmender Effekt auf die INOS von Makrophagen (Ryu et al. 2003, Kim et
al. 2003, Autore et al. 2001, Lee et al. 2000) und Mikroglia (Lee et al. 2003)
beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Hypericum-Extrakt
einen Einfluss auf die NO-Bildung durch die INOS der Makrophagen-Zelllinie RAW
264.7 und der Mikroglia-Zelllinien BV2 und N11 aufweist.

Zu Beginn wurden verschiedene Substanzen auf ihre Fahigkeit getestet, die NO-
Bildung durch die INOS zu induzieren (siehe Kapitel 3.2.2). Hierbei wurden
Substanzen verwendet von denen aus der Literatur bereits bekannt ist, dass sie
Einfluss auf die NO-Produktion von Zellen haben. Verwendet wurden
Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand von E. coli, das chemotaktische Tripeptid
N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP), Phorbol 12-Myristat 13-Azetat
(PMA) und der Kalzium-lonophor Calcimycin. LPS ist ein bekannter Induktor der
iINOS in murinen Makrophagen (Kleinert et al. 2003). Das bakterielle Peptid fMLP
regt die Chemotaxis von Leukozyten zur Stelle der Infektion an. Es flhrt zur
Aktivierung von Makrophagen und vermittelt die Bildung von ROS und NO (Dasgupta
et al. 2000, Sodhi und Biswas 2002). Fur Phorbol-Ester wie PMA ist bekannt, dass
sie die Expression der iNOS in Ratten-Hepatozyten induzieren (Hortelano et al.
1992). Der Kalzium-lonophor Calcimycin fuhrt zu einer Erhéhung der intrazellularen

Ca?*-Konzentration. Indem es in der Zelle den Effekt von IFN-y nachahmt, aktiviert es
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die mikrobizide und tumorizide Aktivitat von Makrophagen (Buchmiuiller-Rouiller und
Mauel 1991, Weiel et al. 1985).

Nur LPS erwies sich als potenter Induktor der iINOS in den drei verwendeten
Zelllinien. AulRerdem stellte sich heraus, dass die Zelllinie BV2 voraktiviert war und
auch ohne LPS-Behandlung NO produzierte (siehe Kapitel 3.2.2, Abb. 25). Diese
Voraktivierung konnte auf verschiedene Faktoren zurtuckzufuhren sein. Jede
Inkulturnahme von Zellen fuhrt zum Verlust deren physiologischer Umgebung. Dies
bedeutet Stress fur die Zellen und ist moglicherweise schon genug um eine
Aktivierung hervorzurufen. Es ist aullerdem moglich, dass die Zellen das verwendete
Medium oder FCS nicht optimal vertragen und es deshalb zur Induktion der iINOS
kommt. Eine Infektion der Zellen mit Bakterien oder Mykoplasmen fuhrt ebenfalls zur
Aktivierung. Die Untersuchung der Kultur auf Mykoplasmen ergab jedoch ein
negatives Ergebnis. Trotz der Voraktivierung lie sich die NO-Produktion bei dieser
Zelllinie durch LPS noch etwas erhdhen (siehe Kapitel 3.2.2, Abb. 25).

Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufes der NO-Bildung konnte bei den nicht
voraktivierten Zelllinien N11 und RAW 264.7 der Beginn der NO-Bildung (3-) 6 h
nach Zugabe des LPS beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.3, Abb. 27 und 28). Dies
lasst sich dadurch erklaren, dass das iINOS Protein im Gegensatz zur eNOS und
NNOS nicht bereits im inaktiven Zustand in den Zellen vorliegt, sondern die
Expression der iNOS erst induziert wird (Kleinert et al. 2003). Der Beginn der Nitrit-
Akkumulation (und somit das Vorhandensein von aktiver iINOS) etwa ab dem 6 h
Messwert, steht im Einklang mit den Untersuchungen von Taylor und Geller (2000),
welche in humanen Hepatozyten 4 h nach LPS-Stimulation INOS mRNA nachweisen
konnten.

Durch die Vorbehandlung der Zellen mit jeweils zwei nicht toxischen Konzentrationen
der Extrakte 1, 2 und 3 wurden unterschiedlich starke Reduktionen der NO-
Produktion erreicht. Durch den Extrakt 1B ergab sich bei allen Zelllinien die starkste
Hemmung. Diese betrug bei der Zelllinie BV2 durchschnittlich 40-60 %, bei der
Zelllinie N11 25-35 % und bei der Zellinie RAW 264.7 30-40 %. Auch die
Voraktivierung der Zelllinie BV2 liel sich hemmen (siehe Kapitel 3.2.3 und 3.2.4).

Um die Wirkung dieses Extraktes eventuell auf einen oder einige Inhaltsstoffe
einschranken zu konnen, wurden die Zellen mit den Einzelsubstanzen Rutin,

Hyperosid, Quercitrin, Quercetin, Pseudohypericin, Hypericin und Hyperforin in den
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dem Extrakt 1B entsprechenden Konzentrationen behandelt und die Wirkungen mit
der des Gesamt-Extraktes verglichen.

Die Flavonoide hatten in den verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die
NO-Bildung (siehe Kapitel 3.2.4, Abb. 29). Auch die Mischung aller vier Flavonoide
(Mix 1) bewirkte keine Reduktion der NO-Bildung, teilweise kam es sogar zu einer
leichten Zunahme (siehe Kapitel 3.2.5, Abb. 32).

In der Literatur wird allerdings uber die Hemmung der iINOS durch Flavonoide
berichtet. Luo et al. (2004) untersuchten den Einfluss von Quercetin und Hyperosid
auf NO-Synthase, welche aus Rattenblut (eNOS) und Rattenhirn (nNOS) isoliert
wurde. Sie fanden eine Hemmung der NO-Bildung durch Quercetin und Hyperosid.
Die dabei ermittelten 1Cso Werte von 57,54 uM (Quercetin) und 158,49 uM
(Hyperosid) liegen jedoch 411-fach bzw. 65,5-fach Uber den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten, im Extrakt enthaltenen, Konzentrationen (siehe Kapitel 3.2.4,
Tab. 9). Chen et al. (2001) ermittelten fur die Zelllinie RAW 264.7 einen I1Csy Wert
von 41,5 pyM fur Rutin und von 17,1 pM far Quercetin. Shen et al. (2002)
untersuchten den Einfluss der Flavonoide Rutin, Wogonin und Quercetin auf die
LPS-induzierte NO-Produktion durch die Zelllinie RAW 264.7. Sie fanden fur Rutin
bei einer Konzentration von 80 uM eine sehr schwache Hemmung. Eine deutliche
Hemmung wurde durch 20 yM Wogonin bzw. Quercetin erreicht.

Alle Autoren verwendeten die Flavonoide in Konzentrationen, die um ein Vielfaches
hoher waren als die Konzentrationen der Flavonoide des in dieser Arbeit
verwendeten Johanniskraut-Extrakts (siehe Tab. 9).

Der Einfluss des Extraktes auf die NO-Bildung ist also nicht auf die untersuchten
Flavonoide zurlckzufuhren. Es ware allerdings moglich, dass die Flavonoide auch in
den vorliegenden geringen Konzentrationen einen Beitrag zu einem synergistischen
Effekt mehrerer Inhaltsstoffe leisten.

Auch Pseudohypericin und Hypericin zeigten keine Beeinflussung der NO-Bildung
(siehe Kapitel 3.2.4, Abb. 30). Hingegen konnte durch die Vorbehandlung der Zellen
mit Hyperforin eine konzentrationsabhangige Reduktion mit 1Cso-Werten zwischen
0,428 uM und 0,717 uM erreicht werden (siehe Kapitel 3.2.4, Abb. 31).

Die dem Extrakt entsprechende Konzentration an Hyperforin fuhrte jedoch nicht zu
einer gleich starken Hemmung wie der Extrakt selbst, was nahe legt, dass noch
andere Inhaltsstoffe mit an der Hemmung beteiligt sind. Dies wird bestatigt durch die

Versuche, in welchen der zeitliche Verlauf der NO-Bildung betrachtet wurde (siehe
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Kapitel 3.2.3, Abb. 26-28). Hier zeigte der Extrakt 1B einen starkeren Effekt als der
Extrakt 3C, welcher einen hoheren Hyperforin-Gehalt besitzt (siehe Kapitel 4.1, Tab.
11). Durch eine Behandlung der Zellen mit den Einzelsubstanz-Mischungen Mix 2
(Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin) und Mix 3 (Flavonoide, Pseudohypericin,
Hypericin, Hyperforin) konnte eine dem Hyperforin entsprechende bzw. nur eine
geringere Hemmung der NO-Bildung bewirkt werden (siehe Kapitel 3.2.5, Abb. 32).
Die Wirkung des Hyperforins wird demnach von keinem der getesteten Inhaltsstoffe
verstarkt, es mussen folglich noch ein oder mehrere andere wirksame Inhaltsstoffe
im Extrakt vorliegen.

Der Hypericum-Extrakt, sowie sein Inhaltsstoff Hyperforin, stellten sich also als
potente Hemmer der NO-Produktion der verwendeten Makrophagen- und Mikroglia-
Zelllinien heraus, wobei die Wirkung des Gesamt-Extraktes sich nicht alleine auf
Hyperforin zurlckflihren lasst. Die fur die beobachtete Wirkung verwendete nétige
Konzentration von Hyperforin liegt mit 250-750 nM in einem Bereich, der durch orale
Einnahme von Hypericum-Extrakt mit entsprechend hohem Hyperforin-Gehalt
erreicht werden kann. Humanstudien von Agrosi et al. (2000) zeigten, dass durch die
einmalige Zufuhr von nur 300 mg Hypericum-Extrakt mit 5 % Hyperforin-Gehalt eine
Plasmakonzentration von 168,35 +/- 57,79 ng/ml (entspricht 314 +/- 107 nM) erreicht
werden kann.

Der Einfluss von Hypericum-Extrakt auf die durch einen Zytokin-Mix hervorgerufene
NO-Bildung durch die iINOS wurde bereits von Tedeschi et al. (2003) nachgewiesen.
Sie untersuchten die Wirkung auf die INOS von humanen epithelialen Zelllinien und
fanden eine durch den Hypericum-Extrakt hervorgerufene Reduktion der Janus
Kinase 2 Aktivitat. Dies fuhrte wiederum zu einer reduzierten Tyrosin-
Phosphorylierung  des  Transkriptionsfaktors  STAT-1a.  Die  reduzierte
Phosphorylierung von STAT-1a bewirkte eine Verringerung der Bindungsaffinitat des
Transkriptionsfaktors und somit eine Reduktion der Expression der iNOS.

Dieser Wirkungsmechanismus von Johanniskraut-Extrakt muss jedoch nicht fir die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien zutreffen. Es ist bekannt, dass die
Regulation der iINOS zell- und speziesspezifisch ist (Kleinert et al. 2003). AuRerdem
wird die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT-1a durch IFN-a vermittelt
(Darnell et al. 1994). LPS hingegen bewirkt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-«B (Adcock 1997). Eine Hemmung der LPS-vermittelten NO-Bildung durch iNOS
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der Zelllinie BV2 wurde von Wang et al. (2002) durch die Behandlung der Zellen mit
dem Flavanoid Silimarin aus der Mariendistel beobachtet. Sie stellten eine
Verringerung der Bindungsaffinitat des Transkriptionsfaktors NF-kB fest, worauf eine
Reduktion der Expression der iNOS folgte.

Es gibt eine ganze Reihe verschiedener Moglichkeiten, wie Hypericum-Extrakt auf
die NO-Produktion durch die iINOS Einfluss nehmen kann. Die Expression der iNOS
steht unter transkriptioneller und post-transkriptioneller Kontrolle (Kleinert et al.
2003), d. h. der Extrakt kdnnte, wie oben angesprochen, auf verschiedene Weise in
die Regulation der Transkription oder in die Transkription selbst eingreifen.
Aulerdem ware es moglich, dass die mRNA Stabilitit oder die Translation
beeinflusst wird. Der Hypericum-Extrakt kénnte auch einen Einfluss auf die
Verfugbarkeit von Substrat und Cofaktoren haben (Stuehr 1999). Eine weitere
Madglichkeit ware, dass der in die Zellen eingedrungene Extrakt das gebildete NO
sofort am Ort der Bildung abfangt.

Um den genauen Angriffspunkt naher zu lokalisieren, misste eine Quantifizierung
des iINOS Proteins mittels Westernblot durchgefuhrt werden. Die Expression der
MRNA konnte mittels RT-PCR semiquantitativ im Agarosegel oder quantitativ mit
Realtime-PCR untersucht werden.

Um festzustellen, ob es sich bei der Hemmung der NO-Bildung um eine spezifische
Wirkung auf die iINOS handelt, musste auch der Einfluss von Hypericum-Extrakt bzw.
Hyperforin auf die anderen beiden NOS Formen untersucht werden. Luo et al. (2004)
zeigten, dass Quercetin und Hyperosid auf NO-Synthasen, welche aus Rattenblut
(eNOS) und Rattenhirn (nNOS) isoliert wurden, einen hemmenden Effekt haben. Es
ware also durchaus moglich, dass Hypericum-Extrakt auch die NO-Bildung durch die
eNOS und die nNOS beeinflusst.

NO ist ein wichtiger physiologischer Botenstoff und vermittelt viele Funktionen in
Korper und Gehirn (siehe Kapitel 1.4). Eine unselektive Hemmung der NO-Bildung
durch die eNOS und nNOS flihrt zwangslaufig zu Funktionsstorungen des Korpers.
Andererseits kann auch das durch diese NOS-Formen gebildete NO bei Fehlern in
der Regulation zu Schaden fuhren (Christophersen und Bredt 1997, Li und
Forstermann 2000). Hierbei kdnnte eine Hemmung der NO-Bildung durch die eNOS
und nNOS analog zur Hemmung der INOS antiinflammatorisch und

entzindungshemmend wirken.
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4.3 Hemmung der Phagozytose

Die Phagozytose durch Makrophagen spielt eine wichtige Rolle bei der Aufnahme
und dem Abbau infektioser Partikel und seneszenter Zellen. Sie ist beteiligt an der
Entwicklung und am Umbau von Geweben und stellt einen wichtigen Mechanismus
der Immunantwort und bei Infektionen dar. Phagozytose ist ein komplexer
Mechanismus. Diese Komplexitat kommt zum einen durch die Diversitat an
Rezeptoren zustande, welche an der Partikelerkennung und deren Aufnahme
beteiligt sind. Zum anderen werden die meisten Partikel durch mehr als einen
Rezeptor erkannt und die Rezeptoren sind fahig miteinander zu kommunizieren.
AulRerdem haben viele Rezeptoren eine doppelte Funktion und vermitteln
Zelladhasion und Partikelaufnahme (Aderem und Underhill 1999).

Die Erkennung und Phagozytose von Pathogenen fuhrt zur Bildung
proinflammatorischer Mediatoren und zur Generierung von ROS und NO (Aloisi
2001). Dies ist wichtig fur eine funktionierende Immunabwehr und zur Abtdtung
eingedrungener Mikroorganismen. Die gebildeten reaktiven Oxidantien konnen aber
auch umgebendes Gewebe schadigen und werden fur die Pathogenese einer
Vielzahl von Krankheiten verantwortlich gemacht (Babior 2000). Uberschiessende
Phagozytose und Produktion gewebsschadigender Oxidantien sind beispielsweise
Grund der Myelin-Degradation bei Multipler Sklerose (Nagra et al. 1997).

Hendriks et al. (2003) konnten zeigen, dass die Behandlung der Zelllinie RAW 264.7
mit 30-300 uM Quercetin zu einer signifikanten Reduktion der Phagozytose von
Myelin und Bildung von ROS flhrt.

Durch Hemmung der Phagozytose wird auch die darauf folgende immunologische
Reaktion der Phagozyten und die Bildung der potentiell gewebsschadigenden
Oxidantien verringert. Deshalb wurden Hypericum-Extrakt, sowie einzelne
Inhaltsstoffe, auf ihren Einfluss auf die Phagozytose verschiedener Substanzen
durch die Zelllinien BV2, N11 und RAW 264.7 untersucht.

Durch die Untersuchung der Zellen im FACS konnte nicht bestimmt werden, ob die
fluoreszenzmarkierten Partikel von den Zellen komplett inkorporiert worden waren.
Ein positives Signal ergibt sich auch, wenn die Partikel fest an die Zelloberflache
gebunden sind. Dies bedeutet aber wiederum auch, dass der Partikel von der Zelle
erkannt wurde, fest an einen Rezeptor gebunden ist und zur Aktivierung der Zelle
beitragt.
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Fur die Untersuchung der Phagozytose wurden den Zellen verschiedene Partikel
angeboten, die durch unterschiedliche Rezeptoren erkannt werden. Verwendet
wurden Zymosan, opsonisiertes Zymosan, E. coli, S. aureus und LPS. Es konnte
festgestellt werden, dass die verschiedenen Partikel unterschiedlich gut von den
Zellen aufgenommen wurden. Der Anteil der Zellen, welcher innerhalb eines
zweistindigen Zeitraums Partikel aufgenommen haben, erhoht sich in dieser
Reihenfolge der angebotenen Partikel (siehe Kapitel 3.3.1, Abb. 38):

Zymosan < opsonisiertes Zymosan < E. coli < S. aureus < LPS

Dies konnte sich auf die Grolze der Partikel zurtickfihren lassen. Die Partikelgrofie
nimmt in folgender Reihenfolge zu:

LPS < S. aureus < E. coli < Zymosan < opsonisiertes Zymosan

Die Aufnahme der Partikel scheint unter anderem von deren Grof3e abzuhangen. Je
kleiner die Partikel, desto leichter kdnnen sie von den Zellen aufgenommen werden
und desto mehr Partikel kdnnen pro Zelle phagozytiert werden. Ein anderer Aspekt
ist, dass die Zellen wahrscheinlich auch eine unterschiedlich grof3e Anzahl an

Rezeptoren fur die Erkennung der verschiedenen Partikel aufweisen.

Durch die Opsonisierung mit IgG-Antikérpern wird das Zymosan zusatzlich als
Fremdkorper markiert. Der konstante sogenannte Fc-Teil des gebundenen
Antikorpers kann durch den Fc-Rezeptor der Phagozyten erkannt werden (Aderem
und Underhill 1999). Es sollte folglich eine bessere Erkennung durch die Zellen
erfolgen.

Bei der Zelllinie BV2 konnte fur die opsonisierten Zymosan-Partikel eine Erhohung
der Phagozytoseaktivitat gegenuber normalem Zymosan von durchschnittlich 90 %
festgestellt werden. Bei der Zelllinie N11 konnte im besten Fall eine leichte Tendenz
zur Erhdhung der Phagozytoseaktivitat beobachtet werden und bei der Zelllinie RAW
264.7 ergaben sich keine Unterschiede (siehe Kapitel 3.3.1, Abb. 38).

Die geringen Unterschiede zwischen Zymosan und opsonisiertem Zymosan bei den
Zelllinien N11 und RAW 264.7 lassen sich wahrscheinlich wiederum auf die Anzahl
vorhandener Rezeptoren, sowie auf die GrolRe der Partikel, zurickfihren.
Maoglicherweise ist die Anzahl der von diesen Zelllinien exprimierten Fc-Rezeptoren
geringer als bei der Zelllinie BV2. Hinzu kommt, dass selbst wenn die Erkennung der
opsonisierten Partikel etwas schneller erfolgt, beide Partikel durch ihre GréRe aber

relativ langsam phagozytiert werden. Wirde man die Zellen langer mit den Partikeln
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inkubieren, so konnte man eventuell doch einen Unterschied in der
Phagozytoseaktivitat der Zellen von Zymosan und opsonisiertem Zymosan

beobachten.

Durch die Vorbehandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt konnte die
Phagozytoseaktivitat der Zellen fur Zymosan, E. coli und S. aureus in
unterschiedlichem Malle gehemmt werden. Die Phagozytose von LPS liel3 sich
hingegen gar nicht (BV2, N11) oder nur sehr gering (RAW 264.7) vermindern (siehe
Kapitel 3.3.2, Abb. 39). Die LPS-Partikel werden von einer grol3en Anzahl an
Rezeptoren erkannt und gelangen aufgrund ihrer sehr geringen GroRe vermutlich
auch durch Rezeptor-unabhangige Endozytose in die Zellen. Sie kdnnen deshalb in
groRer Anzahl von den Zellen aufgenommen werden. Dies wird durch die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Zellen nach Phagozytose bestatigt
(siehe Kapitel 3.3.1, Abb. 36). Die Aufnahme von LPS ist deshalb nicht so leicht
beeinflussbar wie die Phagozytose der grolderen Zymosan-, E. coli- und S. aureus-
Partikel, welche aufgrund ihrer Grofde nur in geringerer Anzahl die Zelle erreichen
und auch langsamer phagozytiert werden.

Einen weiteren Einfluss kdnnte die verwendete Konzentration der verschiedenen
Partikel haben. Fur die verwendeten Partikel liegen keine genauen Angaben Uber die
Molekulargewichte vor, da es sich um komplexe Strukturen handelt. Deshalb wurde
fur alle Partikel eine Konzentration von 10 pg/ml i. A. gewahlt. Da LPS sehr viel
kleiner ist und somit ein viel geringeres durchschnittliches Molekulargewicht als die
anderen Partikel aufweist, waren in den Ansatzen mit LPS auch wesentlich mehr
Partikel vorhanden als in den Ansatzen mit Zymosan, E. coli und S. aureus. Den
Zellen standen somit mehr Partikel zur Phagozytose zur Verfugung.

Auch die Phagozytose von opsonisiertem Zymosan lief3 sich nicht (N11, RAW 264.7)
oder nur sehr geringfugig (BV2) hemmen (siehe Kapitel 3.3.2, Abb. 39). Die
Opsonisierung von Partikeln erfolgt im Korper durch, von Plasmazellen gebildete,
Antikorper. Diese Antikorper richten sich spezifisch gegen Strukturen, die vom
Immunsystem bereits als nicht kdrpereigen erkannt wurden (Janeway et al. 2002). Es
konnte durchaus als positiv betrachtet werden, wenn diese spezifische

Immunantwort nicht oder nur gering durch den Extrakt beeinflusst wird.
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Der Einfluss der Einzelsubstanzen wurde nur an der Phagozytose von Zymosan und
S. aureus untersucht. Von den getesteten Substanzen zeigte nur Hyperforin einen
Einfluss auf die Phagozytose. Die Phagozytose von Zymosan konnte durch
Hyperforin konzentrationsabhangig gehemmt werden, wobei die dem Extrakt
entsprechende Konzentration an Hyperforin keine bis nur eine sehr geringe
Hemmung der Phagozytose bewirkte (siehe Kapitel 3.3.3, Abb. 41). Eine dem Extrakt
ungefahr entsprechende Hemmung konnte durch die 2,5-fache Hyperforin-
Konzentration (entspricht 0,625 uM) erreicht werden.

Die Phagozytose von S. aureus lief3 sich nur bei den Zelllinien BV2 und RAW 264.7
und nur durch die hdochste getestete Hyperforin-Konzentration geringfligig reduzieren
(siehe Kapitel 3.3.3, Abb. 43).

Die Behandlung der Zellen mit Hyperforin brachte nicht dieselbe Wirkung wie der
Gesamt-Extrakt, Hyperforin ist also nicht allein fur die Hemmung verantwortlich. Bei
der Testung der Einzelsubstanz-Mischungen liel3 sich kein synergistischer Effekt des
Hyperforins mit den anderen verwendeten Substanzen feststellen. Nur bei der
Zelllinie RAW 264.7 konnte eine Tendenz zur Hemmung der Phagozytose von
Zymosan durch Mix 3 beobachtet werden (siehe Kapitel 3.3.4, Abb. 44 und 45). Es
mussen folglich noch ein oder mehrere andere Inhaltsstoffe des Hypericum-Extrakts
auf die Phagozytose einwirken. Die unterschiedlich gute Hemmung der Phagozytose
von Zymosan und S. aureus ist wahrscheinlich darauf zurtckzufuhren, dass die
Partikel durch unterschiedliche Rezeptoren erkannt und diese unterschiedlich durch
Hyperforin beeinflusst werden.

Die Phagozytoseaktivitat der Zellen kann Uber verschiedene Wege gehemmt

werden:

e Inhaltsstoffe des Extraktes konnen mit den eigentlichen Liganden der
Rezeptoren konkurrieren, an deren Stelle an die Rezeptoren binden und somit
die Phagozytose mindern.

e Die Expression der zur Erkennung und Phagozytose der Partikel
erforderlichen Rezeptoren kann durch den Extrakt reduziert werden.

e Der Mechanismus der Ingestion der Partikel ins Innere der Zellen kann

beeinflusst werden.
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Es ist bekannt, dass Hyperforin einen Einfluss auf die Fluiditdt von Zellmembranen
hat (Eckert et al. 2004). Anderungen des physiko-chemischen Zustands von
Membranen kdnnen die Aktivitat von Membranproteinen beeinflussen, was wiederum
zu Stérungen verschiedener Zellfunktionen fuhren kann (Wood et al. 2003). Es ware
moglich, dass der Hypericum-Extrakt Einfluss auf die Oberflachenrezeptoren der

Zellen nimmt und somit die Erkennung oder Aufnahme von Partikeln hemmt.

Die Aufnahme von Partikeln aul3erdem ist ein Aktin-abhangiger Prozess und eng mit
dem Zytoskelett verknlpft (Aderem und Underhill 1999). Aus diesem Grund wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ob die Behandlung der Zellen mit Hypericum-
Extrakt einen Einfluss auf die Struktur des Zytoskeletts hat. Hierbei konnte kein
offensichtlicher Einfluss von Hypericum-Extrakt auf die Anordnung der Aktin-
Filamente des Zytoskeletts beobachtet werden (siehe Kapitel 3.6, Abb. 55-57).

Der Hypericum-Extrakt und Hyperforin scheinen folglich auf die Expression von

Rezeptoren oder deren Bindungsvermaogen fur ihre eigentlichen Liganden zu wirken.
Die Hemmung der Phagozytose durch Hypericum-Extrakt kénnte eine gute

Madglichkeit darstellen, eine UberschieRende Aktivierung der Mikroglia und die damit

verbundene Generierung potentiell neurotoxischer Substanzen zu beeinflussen.
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4.4 Einfluss auf die Bildung von ROS

Makrophagen, neutrophile Granulozyten (Janeway et al. 2002) und Mikroglia (Colton
und Gilbert 1987, Banati et al. 1993) erzeugen zur Abtotung von Pathogenen eine
Vielfalt an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die wahrend des sogenannten
Lrespiratory burst“ gebildet werden (Janeway et al. 2002). Die gebildeten Oxidantien
konnen aber auch umgebendes Gewebe schadigen und werden mit der
Pathogenese einer Vielzahl von Krankheiten in Verbindung gebracht (Babior 2000,
Halliwell und Gutteridge 1999). Durch die von Mikroglia gebildeten ROS kann es im
zentralen Nervensystem zur Schadigung von Neuronen und Gliazellen kommen
(Thery et al. 1991). Wie in anderen Geweben auch, fiihrt oxidativer Stress hier zu
erhohter Lipidperoxidation, oxidativer Schadigung von DNA, Protein-Schadigung und
Induktion von Apoptose bzw. Nekrose. Die gebildeten ROS sollen an zerebralen
Entzindungsgeschehen und neurodegenerativen Krankheiten, wie Parkinson,
Alzheimer, Multipler Sklerose und amyotropher Lateralsklerose beteiligt sein
(Halliwell und Gutteridge 1999, Nagra et al. 1997).

Der durch aktivierte Mikroglia hervorgerufene oxidative Stress konnte aber auch
Auswirkungen auf Neurotransmitter und deren Funktion haben und somit eine Rolle
bei der Entstehung depressiver Erkrankungen spielen. Die Monoaminmangel-
Hypothese geht davon aus, dass Depressionen auf einer Verminderung der
noradrenergen und/oder serotoninergen Neurotransmission im ZNS beruht (Forth et
al. 2001). Hierauf beruht die Behandlung mit MAO-Hemmern sowie Serotonin- bzw.
Noradrenalin-Ruckaufnahme-Inhibitoren.

Es gibt Hinweise, dass bei depressiven Erkrankungen auch eine Verringerung der (-
Endorphine bzw. der Enkephaline festzustellen ist (Tejedor-Real et al. 1995, Darko et
al. 1992). Durch die von Mikroglia gebildeten ROS konnte es zu einer oxidativen
Deaktivierung von R-Endorphin oder Enkephalinen kommen, was zum Verlust deren
Transmitteraktivitat fihren wirde (Turkall et al. 1982).

Rosei et al. (1991) zeigten, dass in Gegenwart von H;O, eine Peroxidase-
katalysierte Dimerisierung von Leuenkephalin und Metenkephalin erfolgen kann. Die
Dimerbildung erfolgt hierbei Uber die Verbindung der N-terminalen Tyrosine, was den
Verlust der biologischen Aktivitat zur Folge hat.

Aktivierte Neutrophile sind in der Lage mit Hilfe von Myeloperoxidase (MPO) und

H,O, Tyrosyl-Radikale zu bilden und zu Dimeren zu verknipfen (Heinecke et al.
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1993). Da auch Mikroglia MPO exprimieren (Nagra et al. 1997) und zur Synthese von
H,O, fahig sind, ware dies ein moglicher Mechanismus fur eine oxidative
Beeinflussung der Transmitteraktivitat im Gehirn. Dityrosin wurde auch in erh6htem
Maf in Gehirnen von Alzheimer betroffenen Patienten vorgefunden (Hensley et al.
1998).

Der Nachweis der ROS erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch die Verwendung
eines Dichloro-dihydro-fluorescein Diazetat Derivates (CM-H,DCFDA). Diese
Substanz wird innerhalb der Zelle durch Reaktion mit ROS zu einem in der Zelle
eingeschlossenen fluoreszierenden Produkt umgewandelt, welches im FACS
detektiert werden kann. Mit CM-H,DCFDA koénnen folgende ROS nachgewiesen
werden: Wasserstoffperoxid H,O,, Hydroxyl Radikal HO", Peroxyl Radikal RHOO’
und Peroxynitrit ONOQO™ (Haugland 2002).

Die Bildung der erfassten ROS wurde durch die Behandlung der Zellen mit A 25-35
(Kang et al. 2001) 1,5-fach (N11), 3-fach (BV2) bzw. 2,5-fach (RAW) erhdht (siehe
Kapitel 3.5, Abb. 54).

Die relativ geringe ROS Bildung ist eventuell auf die kurze, nur einstindige
Inkubation der Zellen mit Ap 25-35 zurlckzufuhren, wahrend der es nur zu einer sehr
geringfugigen Aufnahme von Ap kam. Aber auch EIl Khoury et al. (1998) fanden nach
der Behandlung muriner Mikrogliazellen mit A 25-35 eine nur 4-fache Erh6hung der
ROS-Bildung.

Die ROS-Produktion der Zellen konnte nur durch die Vorbehandlung mit der
Flavonoid-Mischung gehemmt werden. Der Gesamtextrakt, sowie Mix 2
(Pseudohypericin, Hypericin, Hyperforin) und Mix 3 (Flavonoide, Pseudohypericin,
Hypericin, Hyperforin) fuhrten zu einer verstarkten ROS-Bildung (siehe Kapitel 3.5,
Abb. 54).

Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass es hier trotz weitmdglicher
Lichtabschirmung zu einer Licht-induzierten ROS-Bildung durch Hypericin
gekommen ist (Vandenbogaerde et al. 1998). Dies sollte in vivo im menschlichen
Gehirn jedoch nicht passieren, so dass dort nur die antioxidative Kapazitat der

Flavonoide zur Geltung kommt.
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Denke et al. (1999) verwendeten ein vereinfachtes Modell fur die durch H>O2 und
MPO vermittelte Dimerisierung von Metenkephalin, indem die Enkephaline durch
Tyrosin und die MPO durch Meerrettich-Peroxidase ersetzt wurden. An diesem
Model konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung von Tyrosin durch Hypericum-
Extrakt gehemmt werden konnte.

In einer Reihe von in vitro Tests zeigte Flavonoid-angereicherter Hypericum-Extrakt
starke antioxidative Aktivitat (Zou et al. 2004). Versuche, bei denen die stufenweise
Entfernung von Hypericinen und Hyperforin aus Hypericum-Extrakt erfolgte, lassen
darauf schlieRen, dass die enthaltenen Flavonoide einen wichtigen Beitrag zur
antidepressiven Wirksamkeit von Hypericum-Extrakt leisten (Butterweck et al. 2003).
Hypericum-Extrakt konnte demnach aufgrund der antioxidativen Wirkung der
enthaltenen Flavonoide zur Minderung von oxidativem Stress und seinen Folgen im

Gehirn beitragen.
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4.5 Toxizitat von Amyloid

Die fur Alzheimer charakteristischen Plaques werden durch Ablagerungen von
Amyloid B Protein gebildet. Der Mechanismus, welcher zu diesen Ablagerungen
fuhrt, ist nicht geklart (Ard et al. 1998). Es ist bekannt, dass Ap einerseits unmittelbar
apoptotisch auf Neuronen wirkt (Brown et al. 1997). Andererseits induziert Ap eine
entzundliche Reaktion im Gehirn, welche ebenfalls zu neuronalem Zellverlust fuhren
kann (Bamberger und Landreth 2002). Mikroglia spielen bei dieser
Entzindungsreaktion eine entscheidende Rolle. Sie sind fahig Ap zu phagozytieren
(Paresce et al. 1996) und produzieren als Reaktion darauf neurotoxische
Substanzen, wie ROS, NO und Zytokine (Giulian 1999, Rogers und Lue 2001).

Es ist bekannt, dass AB in Mikroglia die ROS-Produktion durch die NADPH Oxidase
aktiviert (Bianca et al. 1999). Bei der Betrachtung des Einflusses von Hypericum-
Extrakt auf die durch AP 25-35 induzierte ROS-Bildung stellte sich heraus, dass das
Peptid toxisch auf die Zellen wirkte.

Weitere Untersuchungen zeigten eine konzentrationsabhangige Toxizitat von
Amyloid B 25-35 auf die Zellen. Die Behandlung mit Antisense-Peptid Ap 35-25
zeigte hingegen keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit (siehe Kapitel 3.4.1, Abb. 48
und 49). Somit konnte sichergestellt werden, dass es sich um einen spezifischen
Effekt des Ap 25-35 Peptides handelt.

Die toxische Wirkung von AB 25-35 konnte bei allen drei Zelllinien durch eine
Vorbehandlung mit Hypericum-Extrakt signifikant verringert werden. Die Behandlung
der Zellen mit den Einzelsubstanzen und den Einzelsubstanz-Mischungen hatte
keinen Einfluss auf die Toxizitat (siehe Kapitel 3.4.2, Abb. 51). Es stellte sich die
Frage, wodurch diese Toxizitat bewirkt wird und wie der Hypericum-Extrakt hier
eingreift.

Die durch Ap 25-35 hervorgerufene ROS-Produktion konnte zwar durch die
Flavonoid-Mischung (Mix 1) gehemmt werden, der Gesamt-Extrakt und die beiden
anderen Mischungen fuhrten aber zu einem vermutlich Licht-induzierten Hypericin-
abhangigen Anstieg der ROS-Bildung (siehe Kapitel 3.5, Abb. 54). Die Hemmung der
Toxizitat von AB durch Hypericum-Extrakt ist demnach nicht auf die Hemmung der

ROS-Bildung zurtickzufihren.
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Es ware moglich, dass durch den Extrakt die Aufnahme von AP in die Zellen
gehemmt wird. Dies wurde nachfolgende zellulare immunologische Reaktionen, wie
die Generierung zytotoxischer Substanzen, ebenso unterdricken. Bei der
Untersuchung der Phagozytoseaktivitat stellte sich heraus, dass Hypericum-Extrakt
jedoch keinerlei Einfluss auf die Phagozytose von A 1-40 hat (siehe Kapitel 3.3.5,
Abb. 47).

Hierbei muss erwahnt werden, dass es sich bei dem fur die MTT- und ROS-
Versuche verwendeten AB 25-35 nur um ein Fragment des flir die Phagozytose-
Untersuchung verwendeten Amyloid 3 1-40 handelt. Das Amyloid 3 Protein Fragment
25-35 gilt als die funktionelle Domane des Amyloid [ Proteins, welche flr den
neurotoxischen Effekt verantwortlich ist (Yankner et al. 1990). Dieses Fragment wird
deshalb haufig in der Amyloid-Forschung verwendet, zudem sind die Kosten flur das

kurze Fragment um ein Vielfaches geringer als flr das gesamte Peptid.

Da die durchgefuhrten Experimente weder Aufschluss dartuber gaben, Uber welchen
Mechanismus Ap 25-35 toxisch auf die Zellen wirkt, noch wie der Hypericum-Extrakt
die Toxizitat verringert, kann Uber mogliche Mechanismen nur spekuliert werden. Es
gibt mehrere Hypothesen Uber den toxischen Einfluss von AB Peptid.

AB kann an eine Vielzahl von Strukturen, wie Lipide, Proteine und Proteoglykane
binden (Verdier et al. 2004) und somit mit Zellmembranen interagieren (Wood et al.
2003). Es wurde nachgewiesen, das AB 25-35 und AP 1-40, aber nicht das
Antisense-Peptid AB 35-25, die Fahigkeit besitzen, an Zellmembran von Neuronen
und Astrozyten zu binden und dort lonenkanale zu bilden (Arispe 2004, Abramov et
al. 2004). Die durch ApB 25-35 bzw. durch AB 1-40 gebildeten Poren scheinen
unterschiedliche Eigenschaften zu besitzen, durch beide Kanale kommt es aber zum
unkontrollierten Einstrom von lonen, vor allem von Ca”, und somit zur Stérung der
Homoostase in den Zellen (Arispe 2004). Die Interaktion von Ap mit der Zellmembran
fuhrt aulerdem zur Destabilisierung deren Struktur (Muller et al. 1995). Es ist
bekannt, das Anderungen der physiko-chemischen Eigenschaften von Membranen
die Aktivitat verschiedener Membranproteine deutlich beeinflussen kdénnen. Der
Einfluss von ApB auf die Fluiditdat von Membranen kann zur Stdrung verschiedener

Zellfunktionen (z. B. durch Kalzium-Einstrom usw.) fuhren (Wood et al. 2003).
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Die Zellen wurden auRerdem wahrend der Behandlung mit AB fir einige Stunden in
Serum-freiem Medium gehalten um Interaktionen auszuschlielen. Es gibt
Anhaltspunkte, dass der Entzug von Serum eventuell zur Einleitung der Apoptose
fuhren kann (Yenari und Giffard 2001). Es ware also mdglich, dass Ap den
proapoptotischen Effekt des Serum-Entzugs verstarkt. Um diese Theorie naher zu
beleuchten, musste untersucht werden, ob die Behandlung der Zellen mit A zur
Apoptose fuhrt.

Maglicherweise lasst sich die schutzende Wirkung von Hypericum-Extrakt gegen die
Toxizitat von AB auf den Einfluss Membran-aktiver Substanzen zurlckfuhren. Es
existieren mehrere Hinweise darauf, dass Johanniskraut Membran-aktive
Inhaltsstoffe aufweist. Eckert et al. (2004) zeigten, das Hypericum-Extrakt und sein
Inhaltsstoff Hyperforin die Fluiditat von neuronalen Zellmembranen beeinflusst. Von
Neagoe et al. (2004) wurde beobachtet, dass die Behandlung kunstlicher Lipid-
Bilayer mit Hypericum-Extrakt Einfluss auf deren Ladung und Leitfahigkeit hatte.
Aulerdem gibt es Berichte, dass Hyperforin in puM Konzentrationen einen
hemmenden Effekt auf lonenkanale von Ratten-Neuronen aufweist (Fisunov et al.
2000, Krishtal et al. 2001).

Durch die Behandlung der Mikroglia mit Hypericum-Extrakt wird die Zellmembran
madglicherweise so beeinflusst, dass die Bildung der AB Poren komplett verhindert
wird oder es nicht zur Ausbildung funktionsfahiger Kanale kommen kann. Diese
Wirkung kann im vorliegenden Fall jedoch nicht (nur) auf Hyperforin zurtickzufihren
sein, da dieser Inhaltsstoff im MTT-Test keinen Einfluss auf die Toxizitat von Ap
zeigte (siehe Kapitel 3.4.2, Abb. 51). Auch die restlichen getesteten Inhaltsstoffe,
sowie die Einzelsubstanz-Mischungen, wiesen keine Wirkung auf, weshalb davon
ausgegangen werden muss, dass noch andere hochwirksame Substanzen im Extrakt
vorliegen mussen.

Eine mdgliche Rolle kdnnte hier die Gruppe der Gerbstoffe spielen, welche in etwa
zu 8-9 % in Johanniskraut zu finden sind (Barnes et al. 2001). Labieniec und
Gabryelak (2003) zeigten, dass die Behandlung von B14-Zellen (aus Chinese
Hamster) mit den Gerbstoffen Gallotannin, Ellagsaure und Gallussaure zu einer
Verringerung der durchschnittlichen Lipid-Packungsdichte und somit zu einer
Zunahme der Membran-Fluiditat fuhrte. Gallotannin, Ellagsaure und Gallussaure

kommen in Johanniskraut nicht vor, die hier enthaltenen Gerbstoffe gehoren alle zum
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Catechin-Typ (Kaul 2000). Trotzdem ist ein ahnlicher Effekt dieser Substanzen nicht
ausgeschlossen.

Einen weiteren Hinweis auf mogliche Membran-aktive Komponenten von Hypericum-
Extrakt lieferte Breyer (2004). Sie konnte beobachten, dass eine Behandlung von
Neuronen mit Hypericum-Extrakt den Glutamat-vermittelten Zelltod verhinderte.
Diese Wirkung konnte jedoch nicht auf die antioxidative Wirkung der im Extrakt
enthaltenen Flavonoide Hyperosid, Quercitrin und Isoquercitrin, noch auf Hypericin,
zuruckgefuhrt werden. Maoglicherweise wurden auch hier Eigenschaften der
Zellmembran und somit die Funktion von Kanalen oder Rezeptoren beeinflusst.

Die normale Phagozytose und der Abbau von AB im Gehirn scheint bei Alzheimer
gestort zu sein. Die die Amyloid Plaques umgebenden Mikroglia sind nicht mehr
fahig das angesammelte Ap komplett und effektiv zu entfernen (Streit 2004).

Dies ist moglicherweise darauf zurtickzufihren, dass nicht nur die Neuronen durch
AP geschadigt werden, sondern auch die Mikroglia durch AB in ihrer Funktionsweise
beeintrachtigt werden. Durch die Beeintrachtigung der Mikroglia konnen diese
einerseits ihre Phagozytosefunktion nicht mehr vollstandig aufrechterhalten und es
kommt zur weiteren Ansammlung von neurotoxischem AP. Andererseits fuhrt AB
durch Schadigung der Mikroglia zu deren zunehmenden Aktivierung, welche mit
Bildung neurotoxischer Substanzen verbunden ist (Streit 2004).

Durch die Behandlung der Mikroglia mit Hypericum-Extrakt wurde der toxische Effekt
von AP auf die Zellen vermindert, die Phagozytose jedoch nicht eingeschrankt. Auf
diese Weise konnte die physiologische Phagozytosefunktion der Mikroglia im Gehirn
erhalten und die schadigende Wirkung von A vermindert werden. Die Pathogenese
von Alzheimer kdonnte somit unterdriickt oder die Symptomatik zumindest gemindert
werden.

Zudem wurde vor kurzem berichtet, dass Hypericum-Extrakt in vitro auch Neuronen
direkt gegenuber Ap-induzierter Neurotoxizitat schitzt (Silva et al. 2004). Diese
neuroprotektive Wirkung von Hypericum-Extrakt konnte in der vorliegenden Arbeit fur
die humane neuronale Zelllinie SK-N-SH bestatigt werden (siehe Kapitel 3.4.2, Abb.
50).
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4.6 Wirksamkeit von Hypericum-Extrakt

Hypericum perforatum findet seit langem Gebrauch bei der Behandlung depressiver
Erkrankungen. Viele Wirkungen auf Neuronen sind bekannt und lassen sich teilweise
auf einzelne Inhaltsstoffe zurlckfuhren. Gute Zusammenfassungen hierzu finden
sich bei Butterweck (2003), Mennini und Gobbi (2004), sowie Kaul (2000).

Uber die Wirkungen von Johanniskraut und seinen Inhaltsstoffen auf Mikroglia ist
hingegen kaum etwas bekannt. Sie wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Die Reaktionen der hierbei verwendeten Mikroglia-Zelllinien BV2 und
N11, sowie der Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7, waren vergleichbar. Durch das

ahnliche Verhalten der drei Zelllinien sind die beobachteten Effekte gut abgesichert.

Es stellte sich heraus, dass eine Behandlung der Mikroglia mit Hypericum-Extrakt zu
einer Hemmung der LPS-induzierten NO-Bildung fuhrt. Dieser Effekt konnte im
Wesentlichen auf die Wirkung von Hyperforin zurtickgefiihrt werden, wobei aber der
Extrakt zu einer starkeren Hemmung fuhrte als die ihm entsprechende Konzentration
an Hyperforin (siehe Kapitel 3.2.3. und 3.2.4). Albert et al. (2002) berichten, dass
Hyperforin auRerdem zu einer effektiven Hemmung der Cyclooxygenase-1 und der
5-Lipoxygenase fuhrt. Hyperforin scheint demnach einen wichtigen Beitrag zur
antiphlogistische Wirkung des Hypericum-Extraktes zu leisten.

Des Weiteren stellte sich heraus, dass Hypericum-Extrakt teilweise Einfluss auf die
Phagozytoseaktivitat der Mikroglia hat (siehe Kapitel 3.3.2, Abb. 39). Auch hier
erwies sich Hyperforin zumindest bei der Phagozytose von Zymosan als wirksamer
Inhaltsstoff (siehe Kapitel 3.3.3, Abb. 41). Der Gesamt-Extrakt hatte jedoch wieder
eine starkere und breitere Wirkung.

FUr Hyperforin sind viele Wirkungen auf Neuronen bekannt (Chatterjee et al. 1998,
Eckert et al. 2004, Hostanska et al. 2003, Kaehler et al. 1999, Roz und Rehavi 2003,
Wonnemann et al. 2000). Hyperforin wird deshalb als wichtige antidepressiv
wirksame Komponente des Johanniskrauts diskutiert.

Aber auch andere Inhaltsstoffe zeigten Wirksamkeit: So konnte die durch A 25-35
induzierte ROS-Bildung nur durch die Flavonoid-Mischung gehemmt werden (siehe
Kapitel 3.5, Abb. 54). Auch Zou et al. (2004) berichten Uber die antioxidative Wirkung

von Flavonoid-angereichertem Hypericum-Extrakt. Flavonoide sind bekannt als
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Antioxidantien (Youdim et al. 2002) und stellen vermutlich die Hauptkomponenten
der antioxidativen Wirkung des Extrakts dar.

Die Minderung des negativen Einflusses von AP auf die Lebensfahigkeit von
Mikroglia konnte hingegen auf keinen der getesteten Inhaltsstoffe zurtckgefuhrt
werden (siehe Kapitel 3.4.2, Abb. 51). Hier zeigte nur der Gesamt-Extrakt eine
Wirkung. Es liegen demnach noch weitere wirksame, aber noch unbekannte,

Inhaltsstoffe im Extrakt vor.

Durch Hypericum-Extrakt lassen sich also auch Funktionen der Mikroglia
beeinflussen. Diese Wirkung tragt moglicherweise genauso zur Wirksamkeit von
Johanniskraut bei depressiven Erkrankungen bei, wie die Wirkungen auf Neuronen.
Die beobachteten Effekte lassen sich jedoch nicht oder nicht komplett auf einzelne
der getesteten Inhaltsstoffe des Gesamt-Extrakts zurtuckfihren. AuRerdem zeigten
verschiedene Inhaltsstoffe verschiedene Wirkungen. Eine umfassende Wirkung kann

demnach nur durch den Gesamt-Extrakt erreicht werden.

Ein weiterer Punkt, der bei allen in vitro Versuchen zu beachten ist, ist die Aufnahme
in den Korper und die Verfugbarkeit der Substanzen dort, wo sie wirken sollen. Wird
ein Praparat oral zugefuhrt, so stellt die Aufnahme durch den Magen oder Darm die
erste Hurde dar, die Metabolisierung durch die Leber die nachste. Das letzte
Hindernis liegt in der Blut-Hirn-Schranke. Es ist also unklar, ob alle in vitro
verwendeten und vielleicht wirksamen Inhaltsstoffe auch in dieser Form und in der
noétigen Konzentration im Gehirn ankommen.

Im Rattenmodel konnte nachgewiesen werden, dass Hyperforin und Hypericin bis ins
Gehirn gelangen konnen (Mennini und Gobbi 2004). Fur die in Hypericum
enthaltenen Flavonoide Quercetin und Miquelianin, sowie fir das Biflavonoid
Amentoflavon konnte in vitro an Blut-Hirn-Schranken-Modellen aus endothelialen
Zellen nachgewiesen werden, dass sie theoretisch in der Lage sind, die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberwinden (Youdim et al. 2004, Gutmann et al. 2002, Juergenliemk et
al. 2003).

Des Weiteren ist zu beachten, dass die Versuche in dieser Arbeit mit murinen Zellen
durchgefuhrt wurden und die gefundenen Ergebnisse deshalb nur bedingt auf

humane Zellen Ubertragbar sein konnten.
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Schlussfolgerung:

Zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen werden derzeit hauptsachlich
zwei Therapiekonzepte diskutiert.

Einerseits zeigen immunsupressiv und antiinflammatorisch wirkende Substanzen
gute Erfolge bei der Behandlung solcher Erkrankungen (Kaminska et al. 2004).
Beispiele hierfur sind Multiple Sklerose (Gebicke-Haerter et al. 1998), Alzheimer
(Nakamura 2002) und Parkinson (Liu und Hong 2003).

Da andererseits auch oxidativer Stress eine Rolle bei der Krankheitsentstehung
spielt (Emerit et al. 2004, Sun und Chen 1998), finden ebenfalls antioxidativ wirkende
Mittel Anwendung (Behl und Moosmann 2002, Youdim et al. 2002).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schlielen, dass Hypericum-Extrakt beide
Mechanismen abdeckt. Die immunsupressive bzw. antiinflammatorische Wirkung
wird gewahrleistet durch die Unterdrickung der NO-Produktion und die Reduktion
der Phagozytoseaktivitat durch den Extrakt. Die enthaltenen Flavonoide sorgen fur
die antioxidative Eigenschaften. Darlber hinaus zeigte Hypericum-Extrakt
zytoprotektive Wirkung, welche Uber einen bisher nicht geklarten Mechanismus
vermittelt wird.

Abgesehen von seinem direkten Einfluss auf Neuronen, konnten auch die vielfaltigen
Wirkungen von Hypericum-Extrakt auf Funktionen der Mikroglia bei der Wirksamkeit

von Johanniskraut bei depressiven Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen.
Die Gabe von Hypericum-Extrakt konnte somit eine Moglichkeit zur Behandlung bzw.

Vorbeugung neurodegenerativer Erkrankungen und anderer Krankheiten, die im

Zusammenhang mit aktivierten Mikroglia stehen, darstellen.
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5 Zusammenfassung

Mikroglia stellen die immunkompetenten Zellen des zentralen Nervensystems dar.
Durch die Aktivierung der Mikroglia kommt es zur Freisetzung von zytoprotektiven,
zytotoxischen und inflammatorischen Mediatoren, aulerdem werden die Zellen zu
Phagozyten. Aktivierte Mikroglia konnen eindringende Mikroorganismen zerstéren,
potentiell schadlichen Debris entfernen, sowie die Gewebereparatur durch Abgabe
von Wachstumsfaktoren fordern und somit die Ruckkehr zur Gewebshomdostase
vereinfachen. Die von aktivierten Mikroglia gebildeten Substanzen wie reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), NO, Glutamat und Zytokine koénnen aber auch
neurotoxische Wirkung haben. Das durch die induzierbare NO-Synthase gebildete
NO wirkt proinflammatorisch, zytotoxisch und proapoptotisch. Durch die gebildeten
ROS kann es im zentralen Nervensystem zur Schadigung von Neuronen und
Gliazellen kommen. Aktivierte Mikroglia werden deshalb als wichtige Faktoren bei
der Pathogenese verschiedener neurodegenerativer Krankheiten gesehen. Der
durch aktivierte Mikroglia hervorgerufene oxidative Stress kdénnte aber auch
Auswirkungen auf Neurotransmitter und deren Funktion haben und somit eine Rolle
bei der Entstehung depressiver Erkrankungen spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Hypericum-Extrakt und einzelner
seiner Inhaltsstoffe auf verschiedenen Funktionen von Mikroglia untersucht.
Verwendet wurden hierfur die murinen Mikroglia-Zelllinien BV2 und N11, sowie die
murine Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7.

Es stellte sich heraus, dass eine Behandlung der Zellen mit Hypericum-Extrakt zur
Hemmung der LPS-induzierten NO-Bildung fuhrt. Dieser Effekt konnte zum Grofteil
auf die Wirkung von Hyperforin zurickgefuhrt werden.

Des Weiteren zeigte sich, dass Hypericum-Extrakt Einfluss auf die
Phagozytoseaktivitat der Mikroglia hat. Auch hier erwies sich Hyperforin, zumindest
bei der Phagozytose von Zymosan, als wirksamer Inhaltsstoff.

AuRerdem konnte festgestellt werden, dass der zytotoxische Einfluss von A 25-35
auf Mikroglia durch Hypericum-Extrakt effektiv verringert werden kann. Die
Minderung des negativen Einflusses von AB 25-35 auf die Lebensfahigkeit konnte

jedoch auf keinen der getesteten bekannten Inhaltsstoffe zurtckgefuhrt werden.
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Die durch ApB 25-35 hervorgerufene ROS-Bildung wurde durch Hypericum-Extrakt
verstarkt. Dies ist vermutlich auf eine licht-induzierte Hypericin-vermittelte ROS-
Bildung zurtckzufihren. Durch die Flavonoid-Mischung konnte hingegen eine

Hemmung erzielt werden.

Die Untersuchungen =zeigten, dass Hypericum-Extrakt antiinflammatorische,
immunsupressive und antioxidative Eigenschaften vereint, und potentiell
neurotoxischen Wirkungen von Mikroglia entgegenwirken kann. Die Gabe von
Hypericum-Extrakt konnte somit eine Mdglichkeit zur Behandlung bzw. Vorbeugung
neurodegenerativer Erkrankungen und anderer Krankheiten, die im Zusammenhang

mit aktivierten Mikroglia stehen, darstellen.
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Wenn ein Experiment funktioniert,

ist vorher etwas schiefgegangen.

Finagle's erstes Gesetz.

Murphy's neue Gesetze Il
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