AUS DEM LEHRSTUHL FUR HUMANGENETIK
PROF. DR. BERNHARD H. F. WEBER
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Luteolin verursacht globale Veranderungen im Transkriptom von Mikroglia und

fithrt zu einem anti-inflammatorischen, neuroprotektiven Phanotyp

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin
der

Fakultat fiir Medizin

der Universitdt Regensburg

VORGELEGT VON

Konstantin Richard Franz Dirscherl

2013






AUS DEM LEHRSTUHL FUR HUMANGENETIK
PROF. DR. BERNHARD H. F. WEBER
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Luteolin verursacht globale Veranderungen im Transkriptom von Mikroglia und

fithrt zu einem anti-inflammatorischen, neuroprotektiven Phanotyp

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin
der

Fakultat fiir Medizin

der Universitdt Regensburg

VORGELEGT VON

Konstantin Richard Franz Dirscherl

2013



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Thomas Langmann
2. Berichterstatter: Prof. Dr. Claus Hellerbrand

Tag der miindlichen Priifung: 12. Juli 2013



gewidmet

Herrn Franz Brem



Inhaltsverzeichnis

1.1
1.2
1.3
1.4

2.1
2.2
2.3
2.3.1
2.3.2
2.3.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
2.11
2.12

3.1
3.2
3.3

3.4

3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4

3.4.5

Einleitung

Weltweite Bedeutung von neurodegenerativen Erkrankungen.............ccovvvvvnnne. 8
Die Rolle von Mikroglia bei neurodegenerativen Erkrankungen.................c.euv.e. 8
Bekannte Effekte von Luteolin auf Mikroglia und Makrophagen...............coovuiee. 9
SEUAIENZIEIE. e 10

Material und Methoden

=T= Lo =] 0 4 =T o P 11
L= 11
Zellkultur

BV =2-ZellliNi@. ..t 11
Mikroglia aus MAUSEGEhIrN. ... o e 12
661W-Photorezeptorzelllinie. . .....vveiiiii i e e aea e 12
Phalloidin=-FarbUNG.. ..o e e e e ae e aa 12
StickstoffmMONOXIA=-MESSUNG .. ... et e e e e eaens 13
ApPoptose-UntersUChUNG....ov i e e e ae e 14
RNA-Isolierung und reverse Transkription.......c.ccoiiiiiii i 14
DN A-MiCroarray - ANalY S . ittt i a e r s e e e are e aaneeeaea 14
Analyse der Microarray-Daten......cciiviiiiiii i e 15
Quantitative real-time RT-PCR......iiiiiiiiii i s e e a e ees 15
Gelelektrophorese und Western BlotS.......iviiiiii i e 19
ST 0] = | < 20
Ergebnisse

Effekt von Luteolin auf vier ausgewahlte pro-inflammatorische Marker.............. 21
Globale Veranderungen der Transkription in Mikroglia durch Luteolin................ 22

Regulation wichtiger immunregulatorischer Signalwege und Veranderung

des transkriptorischen Phanotyps von Mikroglia durch Luteolin..................coc.. 23
Validierung der Microarray-Daten mittels gqRT-PCR

Auswahl der zu validierenden GENE........ooiiiiiiiiiii i 26
Induktion anti-oxidativer Signalwege durch Luteolin...........coviiiiiiiiiiiicciinee, 27
Induktion anti-inflammatorischer Signalwege und Phagozytose durch Luteolin... 28
Verminderung der pro-inflammatorischen Aktivierung und der Akute-
Phase-Reaktion durch LUtEolin........oeiiiniiii e 30
Inhibition pro-apoptotischer Signalwege und Verminderung von Genen

der Deramifizierung durch LUtEOliN. ... ...cciiii e 34



3.5

3.6

3.7

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7

7.1
7.2
7.3

Reduktion der Menge an enzymatisch aktiven Spaltprodukten des
Komplementfaktors B durch Luteolin.........cooiiiiiiiii i e
Anderung der Morphologie in Mikroglia und Inhibition der NO-Sekretion

AUPCh LUEEOIIN. e e

Verminderung der Neurotoxizitdt auf Photorezeptoren durch Luteolin................

Diskussion

Globale Veranderung des Transkriptoms von Mikroglia durch Luteolin...............

Verstarkte anti-oxidative Wirkung von Luteolin in der BV-2-Zelllinie .................

Erhéhung der Phagozytose-Aktivitat von Mikroglia durch Luteolin.....................
Entfachung anti-inflammatorischer Wirkung von Luteolin auch Gber NFkB-
unabhangige SigNalWege. .....o.viii e
Sensibilisierung primarer Mikroglia gegeniiber Apoptose durch Luteolin.............
Induktion morphologischer Veranderungen in Mikroglia durch Luteolin..............
Protektion von Photorezeptorzellen vor LPS-induzierter Mikroglia-Toxizitat

Lo [ ol T I 1o <o 1 PP
ZUSAMMENTASSUNG . . ..o e aaas
LiteraturverzeiChnis. ... .. ... e
Anhang

U101 1= | o o o PP

(D1 ] =TT U] o o [

[T 0 Y] 0 F= = 1 5,



1 Einleitung

1.1 Weltweite Bedeutung von neurodegenerativen Erkrankungen
Neurodegenerative Erkrankungen stellen einen Formenkreis multipelster Krankheiten dar,
die sowohl alte als auch junge Menschen betreffen und nicht nur eine 6ékonomische,
sondern auch eine tiefgreifende soziale Relevanz besitzen. Im Jahr 2000 litten weltweit
etwa 15,3 Millionen Menschen allein an Morbus Alzheimer und etwa 4,6 Millionen Men-
schen erkrankten im selben Jahr neu an dieser Krankheit [1]. Morbus Parkinson, ebenso
eine neurodegenerative Erkrankung, weist eine Pravalenz von circa 150 pro 100000
Einwohner weltweit auf und verursacht damit Kosten von etwa 1,1 Milliarden US-Dollar
jahrlich [2]. Auch die Altersbedingte Makuladegeneration (AMD), eine der haufigsten
Ursachen fir irreversible Blindheit auf der Welt [3], gehdért diesem Formenkreis an.

Den Erkrankten entsteht ein enormer Leidensdruck, dem momentan nur mit einge-
schrankten Therapieoptionen entgegengetreten werden kann. Grundlagenforschung im
Bereich der Neurodegeneration stellt damit eine groBe und wichtige Herausforderung an
die Naturwissenschaften dar, um durch weitere Erkenntnisse in diesem Bereich mdgliche

neue Therapiestrategien aufzudecken.

1.2 Die Rolle von Mikroglia bei neurodegenerativen Prozessen

In Gegenwart von mehreren neurodegenerativen und chronisch-inflammatorischen Pro-
zessen, insbesondere bei Morbus Alzheimer [4], Morbus Parkinson [5], Amyotropher
Lateralsklerose [6], Multipler Sklerose [7], erblichen Photorezeptor-Dystrophien [8,9],
Retinitis pigmentosa und AMD [10], wurde aktivierte Mikroglia identifiziert.

Mikroglia entspricht den ansdssigen Makrophagen des zentralnervésen Systems. Sie
spielt eine zentrale Rolle bei der Immunregulation [11,12] und der neuronalen Homé&o-
stase [13,14] in Rickenmark, Gehirn und Auge. Obwohl die Mikroglia mesenchymalen
Ursprungs ist [15] und dem mononukledaren phagozytischen System zugeordnet wird,
unterscheidet sie sich durch ihre spezielle Lokalisation im fragilen neuronalen Umfeld und
durch ihre morphologischen Eigenheiten deutlich von peripheren Makrophagen [16]. Mit
ihren langen, hochmobilen Zellfortsitzen bernimmt sie eine aktive Uberwachung des
zentralnervésen Gewebes und reagiert auf pathogene Einflisse [17,18]. Solche ramifi-
zierten Mikroglia-Zellen stehen in standigem Kontakt mit Neuronen und erhalten perma-
nent inhibitorische Signale, die Neurotoxizitdt von Mikroglia vermeiden [19,20]. Der
Verlust dieses sogenannten Cross-talks [21], aber auch lokale Faktoren wie extrazellula-
res ATP [22] oder Neurotransmitter-Gradienten [23], das in Bakterienmembranen vor-

kommende Lipopolysaccharid (LPS), und proinflammatorische Zytokine wie Interferon-vy,



und Tumor-Nekrosefaktor o [24] filhren zu einer zligigen funktionellen Anderung. Diese
Aktivierung von Mikroglia ist einerseits ein wichtiger protektiver Mechanismus, im Zuge
dessen die Erregerabwehr und Geweberegenerierung in der Friihphase von Neurodegene-
ration gesteuert wird [14]. Andererseits kann eine UbermaBige oder anhaltende Aktivie-
rung zu chronisch-neuroinflammatorischen Prozessen im Gehirn und in der Retina flihren
[12].

Da die Heterogenitat und Plastizitat von Makrophagen weitlaufig ist und charakterisieren-
de zellulare Markerkombinationen sowie Subpopulationen zum Teil noch nicht eindeutig
identifiziert sind [25], wurde ein vereinfachtes Konzept nach polarisierten funktionellen
Kategorien etabliert. Darin werden ,klassische aktivierte® Makrophagen, die eine hohe
Produktion an oxidativen Metaboliten und proinflammatorischen Zytokinen aufweisen, als
M1-Makrophagen bezeichnet. Durch diesen Typ wird aber als Nebeneffekt auch gesundes
Gewebe geschadigt. Demgegeniber steht der als M2 bezeichnete Typ an ,alternativ
aktivierten® Makrophagen. M2-Makrophagen férdern den Gewebeumbau und hemmen
gleichzeitig destruktive Immunreaktionen [26-28].

Neuere Erkenntnisse legen nahe, dass Mikroglia die Fahigkeit besitzt, sich in einen M1-
und M2- polarisierten Phanotyp zu differenzieren [29, 30]. Es wird sogar ein altersabhan-
giger Wechsel von alternativer zu klassischer Aktivierung im PS1xAPP Alzheimer-
Mausmodell beschrieben [29], was den Schluss zuldsst, dass es sich dabei um ein allge-
meines Phanomen bei neurodegenerativen Erkrankungen handelt.

Somit wirden Substanzen, die eine Verschiebung von inflammatorischer M1-Mikroglia hin
zur anti-inflammatorischen M2-Mikroglia hervorrufen, eine neue therapeutische Option
darstellen, mit der neuronale Inflammation abgeschwacht und neuronale Regeneration

unterstiitzt werden kénnte [31].

1.3 Bekannte Effekte von Luteolin auf Mikroglia und Makrophagen

Viele verschiedene Substanzen zeigen anti-inflammatorische Wirkungen und mehrere
vermindern neuronale Entziindungsprozesse. Dennoch konnte bisher nur flr wenige
solcher Stoffe eine direkte funktionelle Wirkung auf Mikroglia nachgewiesen werden [32].
Beziiglich des Flavonoids Luteolin bestehen hierfiir aber deutliche Hinweise.

Luteolin (3',4',5,7-Tetrahydroxyflavon) ist natirlicher Bestandteil von Petersilie, griinem
Pfeffer, Sellerie, Sesamblattern und Kamillentee. Es entfacht starke anti-
inflammatorische und anti-oxidative Wirkungen [33], die nur teilweise durch die struktu-
relle Funktion als Radikalfanger erklarbar sind [34]. Es wurde gezeigt, dass Luteolin
proinflammatorische Zytokinproduktion in Makrophagen (ber eine Hemmung des Nukle-
aren Faktor kappa B (NFkB)- und des Aktivatorprotein 1 (AP1)-Signalwegs vermindert
[35]. Daneben verringert das Flavonoid die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) [36]

und proinflammatorischen Eikosanoiden [37]. Des Weiteren ist bekannt, dass Luteolin die
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Freisetzung von Tumornekrosefaktor und Superoxid-Anionen in LPS- oder Interferon y-
behandelter Mikroglia reduziert [38,39] und die LPS-induzierte Interleukin-6-Produktion
in Gehirn-Mikroglia verkleinert [40].

1.4 Studienziele

Obwohl die inhibitorische Funktion von Luteolin auf den NFkB-Signalweg und einige aus-
gewadhlte Zytokine bereits fiir Makrophagen genau dokumentiert ist, existiert bisher keine
Genom-weite Untersuchung weiterer molekularer Ziele von Luteolin in der Mikroglia.
Ebenso wurden keine immun-modulatorischen Effekte von Luteolin in Bezug auf eine
Stimulation der unterschiedlichen funktionellen Mikroglia-Phanotypen verdéffentlicht.

Aus diesem Grund war es das Ziel dieser Studie, Transkriptom-weite Effekte von Luteolin
in aktivierter und nicht-aktivierter Mikroglia bei annahernd physiologischen Konzentratio-
nen [36] zu identifizieren und diese anschlieBend zu validieren. Zusatzlich sollte die
Zellmorphologie beobachtet werden und die Konsequenzen von Mikroglia-konditioniertem
Medium auf das Uberleben von Photorezeptoren analysiert werden.

Erkenntnisse auf diesem Gebiet kdnnten zum besseren Verstandnis der Rolle von Mikrog-
lia bei neurodegenerativen Erkrankungen beitragen und so die Kenntnis der Pathogenese

dieser Krankheiten verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien

Luteolin (3',4’,5,7-Tetrahydroxyflavon) und E.coli 0111:B4 Lipopolysaccharid wurde von
Sigma-Aldrich Co. (Steinheim) erworben. Luteolin wurde gemaB den Herstelleranweisun-
gen in Dimethylsulfoxid (SeccoSolv®, Merck KGaA, Darmstadt) geldst und in Konzentrati-
onen verwendet, die in keinem Zellkulturexperiment 0,05% des Gesamtvolumens

Uberschritten.

2.2 Tiere

C57BL/6 Mause wurden von Charles River Laboratories erworben. Die Mausaufzucht
erfolgte in klimatisierter Kafighaltung bei konstanten 20-22°C unter Einhaltung eines 12
Stunden Hell-Dunkel-Schemas. Es bestand freier Zugang zu Nahrung und Wasser, der
Gesundheitszustand der Tiere wurde regelmaBig Uberprift. Die Tiere wurden durch CO,-
Asphyxation mit anschlieBendem Genickbruch getétet. Alle Vorgange waren im Einklang
mit den Vorgaben des Tierschutzkomitees der Universitdt Regensburg, dem deutschen
Tierschutzgesetz und dem Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 1999 des
Institute of Laboratory Animal Research (ILAR, Washington D.C., USA).

2.3 Zellkultur

2.3.1 BV-2-Zelllinie

Als Zelllinie wird eine Zellkultur aus immortalisierten Zellen bezeichnet. Zelllinien bieten
den Vorteil, dass sie sich weitgehend unbegrenzt teilen und zu hoher Dichte proliferieren.
Da sie aber meist aus Tumorzellen generiert sind, kann deren Verhalten vom physiologi-
schen Verhalten normaler Zellen in einem Organismus in manchen Bereichen abweichen
[41].

BV-2-Zellen entstammen einer murinen Zelllinie. Sie wurden von Professor Ralph Lucius
(Klinik far Neurologie, Christian Albrechts Universitat, Kiel) zur Verfligung gestellt und
nach etabliertem Schema in RPMI 1640 Nahrmedium (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) mit 10% Fetalem K&lberserum (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich), 1% L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich), 1% Penicil-
lin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) und 55,77 nM B-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich Co., Steinheim) im Feuchtinkubator bei 37°C und 5%

CO, kultiviert [42]. Es erfolgte dreimal woéchentlich ein Ndhrmediumswechsel und bei
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konfluentem Wachstum eine Neuaussaat. Die Zellkultur erfolgte unter sterilen Bedingun-

gen.

2.3.2 Mikroglia aus Mdausegehirn

Zellkulturen, die direkt aus dem Gewebe eines Organismus gewonnen werden, werden
als primare Kulturen bezeichnet. Direkt aus Mausehirn gewonnene primare Mikroglia
besitzt nur ein begrenztes Lebens- und Zellteilungsvermdgen, verhalt sich aber gegen-
Uber den immortalisierten Zelllinien physiologischer und wird deshalb haufig bevorzugt
[41].

Die Mikroglia wurde nach bekanntem Schema aus Mausehirn gewonnen [43]. Circa
300mg Mausehirn wurden in PBS gegeben, mittels Schere zerkleinert und wiederholt
mittels Pipette resuspendiert. Der Verdau erfolgte unter Zugabe von 1mg/ml Collagenase
Typ 1 (Sigma-Aldrich Co., Steinheim), 2mg/ml Hyaluronidase (Sigma-Aldrich Co., Stein-
heim), und 0,3mg/ml DNase I (Roche Deutschland Holding GmBH, Mannheim) flr 40
Minuten bei 37°C unter stetigem Schitteln. Die erhaltene Zellsuspension wurde durch
einen 70um Zellfilter (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) filtriert, zweimal mit je 10ml
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM high Glucose (4,5g/L) with L-Glutamine, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) mit 10% Fetalem K&lberserum (FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin gewaschen, und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 1600 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet resuspen-
diert in 10ml DMEM mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 50ng/ml rekombinan-
tem humanem M-CSF (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) resuspendiert und in
75cm?2 Flasks fiir 11 Tage im Feuchtinkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Ein Nahr-
mediumswechsel wurde nach 4 Tagen getatigt. Die Zellkultur erfolgte unter sterilen

Bedingungen.

2.3.3 661W-Photorezeptorzelllinie

Die 661W-Photorezeptorzelllinie wurde von Professor Muayyad Al Ubaidi (University of
Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma City, Oklahoma, USA) zur Verfigung ge-
stellt und nach etabliertem Schema in DMEM-Nahrmedium mit 10% FCS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin im Feuchtinkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert [44]. Die Zellkultur

erfolgte unter sterilen Bedingungen.

2.4 Phalloidin-Farbung

Bei morphologischen Veranderungen von Zellen spielt das Zytoskelett eine entscheidende
Rolle. Das Zytoskelett ist ein inneres Geriist aus Proteinfilamenten, das fir Stabilitat
sorgt und Krafte zur Formveranderung bereitstellt. Es besteht aus Mikrotubuli, Interme-

diarfilamenten und Aktinfilamenten. Letztere werden auch als Mikrofilamente bezeichnet
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und verlaufen parallel als Blindel oder netzartige Gitterstrukturen. Sie bestehen aus
doppelstrangig angeodneten helikalen Aktinpolymeren, die mit verschiedenen anderen
Strukturen in Wechselwirkung treten [45]. Phalloidin vom Pilz Amanita phalloides bindet
an Aktin und stabilisiert Aktinfilamente [46]. Ist an Phalloidin ein fluoreszierendes Mole-
kal wie Tetramethylrhodamin-B-Isothiocyanat (TRITC) gekoppelt, kénnen die Aktinfila-
mente mit einem Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden. Um den Zellkern als eine
weitere wichtige Zellstruktur darzustellen, kann 4',6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI) ver-
wendet werden. DAPI bindet an DNA, fluoresziert Licht der Wellenldange 460 nm, was
blauem Licht entspricht, und ist als Kernfarbung weit verbreitet [47].

BV-2-Zellen wurden Uber Nacht auf Deckglasern platziert, mit 4% Paraformaldehyd flr
20 Minuten bei 37°C fixiert, und mit 0,2%Triton X-100 fir 5 Minuten permeabilisiert.
AnschlieBend wurde mit 5% fettfreier Milch in 0,2% Triton X-100 geblockt und mit
0,1ug/ml DAPI (4',6-Diamino-2-Phenylindol, Molecular Probes®, Invitrogen GmBH,
Darmstadt) in PBS fiur 10 Minuten gefarbt. Aktinfilamente wurden durch Zugabe von
1,5uM Phalloidin-Tetramethylrhodamin-B-Isothiocyanat (Sigma-Aldrich Co., Steinheim)
flir 1 Stunde gefarbt. Die Deckglaser wurden auf Objekttrager aufgebracht und mit Hilfe
des mit einem Eclipse Digital Analyzer ausgestatteten Axioskop 2 Floureszenzmikroskops
(Carl Zeiss AG, Oberkochen) betrachtet.

2.5 Stickstoffmonoxid-Messung

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Signalmolekdl, das unter anderem als lokaler Mediator von
aktivierten Makrophagen und Neutrophilen produziert wird und in die Verletzungs- und
Infektantwort involviert ist. Es entsteht vorwiegend bei der Deaminierung der Aminosau-
re Arginin, welche durch das Enzym NO-Synthase (NOS) katalysiert wird. NO kann auf-
grund seiner geringen GréBe und seiner Hydrophilie Zellmembranen passieren und
bewirkt intrazellular eine Stimulation des Enzyms Guanylylzyklase, welches den Mediator
zyklisches GMP produziert. Der Ablauf erfolgt innerhalb von Sekunden [48].
Stickstoffmonoxid-Konzentrationen wurden durch Messung der von BV-2-Zellen ins
Néhrmedium sezernierten NO-Menge ermittelt. Dazu wurde ein Griess Reagent System
(Promega GmBH, Mannheim) verwendet, mit dem sich Nitrit als stabiles Abbauprodukt
im NO-Metabolismus nachweisen lasst. Dabei wurden 50 pl Nahrmediumslberstand
zusammen mit 50 pl Griess Reagenz fiir 15 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 535 nm mittels FLUOstar Optima (BMG
Laptech GmBH, Offenburg) bestimmt. Die NO-Konzentration jeder Probe wurde durch

eine Natrium-Nitrit-Standardkurve errechnet.
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2.6 Apoptose- Untersuchung

Apoptose von 661W-Photorezeptorzellen wurde mittels des Caspase-Glo® 3/7 Assay
(Promega GmBH, Mannheim) ermittelt. Dabei wurden 661W-Photorezeptorzellen mit
Néhrmediumsiiberstanden von BV-2-Zellen (Microglia-conditioned media) fir 24 Stunden
bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Danach wurden 100pl der Uberstédnde mit 100ul Caspa-
se-Glo®-Reagenz, das das Tetrapeptid DEVD enthélt, fir 3 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von UltraGlo™ Luciferase Mg** wurde Lumineszenz durch Spal-
tung des Substrats generiert, die proportional zur vorhandenen Caspase-Aktivitat war.
Das Lumineszenz-Signal wurde mit Hilfe des FLUOstar Optima (BMG Labtech GmBH,
Offenburg) bestimmt. Eine Leerprobe wurde zur Messung der Grundlumineszenz, die
durch Nahrmedium und die verwendeten Reagenzien entsteht, erstellt und von allen
erhaltenen Werten subtrahiert. Um die Basalcaspaseaktivitdt der Photorezeptorzellen zu

erfassen, wurden Negativkontrollen durchgefihrt.

2.7 RNA-Isolierung und reverse Transkription

RNA wurde aus kultivierter Mikroglia oder BV-2-Zellen mithilfe des RNeasy Protect Mini
Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend den Herstelleranweisungen extrahiert. Es wurde immer
mit Eis geklihlt und unter Nuklease-freien Bedingungen gearbeitet. Die Quantifizierung
erfolgte spektrophotometrisch mittels NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Products, Wilmington, Delaware, USA) und der ND-1000 V3.5.2-Software, die Aufbewah-
rung fand bei -80°C statt.

Da flr eine spater beabsichtigte Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA, nicht RNA, bend-
tigt wird, muss eine reverse Transkription erfolgen, bei der RNA in einen komplementa-
ren DNA-Strang (cDNA) umgeschrieben wird [49]. Einzelstrang-cDNA-Synthese wurde
mittels RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot)

gemalB dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.8 DNA Microarray-Analyse

Mikroarray-Triplikatmessungen wurden mit 3 unabhangigen RNAs von unstimulierten, mit
50uM Luteolin stimulierten, mit 50ng/ml LPS stimulierten, und mit 50uM Luteolin und
50ng/ml LPS fir 24 Stunden stimulierten BV-2-Zellen durchgefiihrt. Kontrolle der Rein-
heit und Intaktheit der RNA mittels Agilent 2100 Bioanalizer mit RNA 6000 Nano Lab-
Chip® reagent set (Agilent Technologies, Biiblingen), Generierung von Doppelstrang-
cDNA, Praparation und Markierung der cRNA, Hybridisierung zu Affymetrix 430 2.0
mouse genome arrays, Waschen und Scannen wurde vom Kompetenzzentrum fir Fluo-
reszente Bioanalytik (Regensburg) nach dem Affymetrix Standardprotokoll ausgefiihrt.

Dabei wurden die Minimum information about a microarray experiment (MIAME)-
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Kriterien erfiillt [50]. Die Microarray-Daten dieser Studie sind der Offentlichkeit zugang-
lich und kénnen im National Center for Biotechnology Information Gene Expression Om-
nibus im Internet unter http://ncbi.nlm.nih.gov/geo/ als Serie GSE18740 eingesehen

werden.

2.9 Analyse der Microarraydaten

Fir die Erstellung zusammengefasster Expressionswerte in Form von CHP-Dateien aus
den Intensitatswerten in Form von CEL-Dateien, die unter Verwendung des Robust Mul-
tichip Analysis (RMA) -Algorithmus angefertigt worden waren, wurde die Affymetrix Ex-
pression Console Software Version 1.0 (Affymetrix, Santa Clara, Californien, USA)
verwendet.

Zur integrativen visuellen Analyse der genomweiten Expressionsaktivitaten der BV-2-
Zellen wurde der Gene Expression Dynamics Inspector (GEDI) angewandt, ein vom Child-
ren’s Hospital in Boston (Department of Pathology, Children’s Hospital/Harvard Medical
School, Boston, Massachusetts, USA) entwickeltes Matlab R13-Programm (Mathworks,
Natick, Massachusetts, USA), das im Internet als Freeware auf der Seite
http://www.chip.org/~ge/gedihome.html erhaltlich ist und auf Basis selbst-
organisierender Karten (self-organizing maps SOMs) hochkomplexe Expressionsdatensat-
ze als zweidimensionales Mosaik abbildet [51]. Dabei entspricht jedes Mosaikteilchen
einem individuellen, farbkodierten Cluster, wobei Rot einer hohen und Blau einer niedri-
gen Expression des Clustergenes entspricht.

Zur Identifikation von Genen, deren Expression von Luteolin reguliert wird, wurden die
Transkripte von 24 Stunden stimulierten gegeniber unstimulierten und von 24 Stunden
LPS stimulierten gegeniber 24 Stunden LPS mit Luteolin stimulierten BV-2-Zellen vergli-
chen. Dazu wurde das Genomatix Chip Inspector Program (Genomatix Software GmBH,
Minchen) mit einem Significance Analysis of Microarray (SAM)-Algorithmus angewendet
und eine Falsch-Positivrate von 0,1% bei einer Mindestanzahl von 3 unabhdngigen Ein-
zelproben akzeptiert.

Die funktionelle Zuordnung der Transkripte erfolgte mittels der Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery DAVID (Laboratory of Immunopathogenesis and
Bioinformatics LIB, National Cancer Institute at Frederick, Frederick, Maryland, USA) [52]
und Bibliosphere Pathway Edition (Genomatix Software GmBH, Miinchen).

2.10 Quantitative real-time RT-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht eine schnelle Klonierung und Analyse
von DNA. Sie dient der selektiven Amplifizierung einer bestimmten DNA-Frequenz und
durchlauft dabei folgende Schritte [49]:
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- Denaturierung: Die DNA wird bei Erhitzen auf 93-95°C denaturiert und somit den
Primern zuganglich gemacht.

- Anlagerung der Primer (Annealing): Primer sind Oligonukleotide, die in ihrer Ba-
sensequenz den Bereichen entsprechen, die die gesuchte DNA-Frequenz flankie-
ren. Deren Anlagerung an die durch Hitze aufgetrennten DNA-Strange erfolgt
abhangig von der Schmelztemperatur der DNA, die normalerweise bei 50-70°C
liegt.

- DNA-Synthese (Elongation): Die Synthese findet in der Regel bei 70-75°C statt.
Essentiell ist dabei das Vorhandensein einer hitzestabilen Polymerase, die eine ef-

fiziente Verlangerung der DNA gewahrleistet.

Um Anderungen der Genexpression feststellen zu kénnen, missen relative RNA-Level
gemessen werden. Dies ist mittels der quantitativen real-time RT-PCR mdglich. Diese
stellt eine Abwandlung der klassischen PCR dar und verwendet die TagMan-Technologie
(Abb 1). Dabei wird die Amplifikation bei der PCR mittels fluoreszenzmarkierter Genson-
den in Echtzeit mitverfolgt. Die Sonden sind komplementar zur Zielsequenz und besitzen
am 5’-Ende einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff und am 3’-Ende einen Quencher-
farbstoff. Solange eine rdumliche Néhe zwischen Reporter und Quencher besteht, wird
die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes mittels des Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfers (FRET) unterdriickt. Wahrend der Elongationsphase wird die Sonde
durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase hydrolysiert und somit der
Reporterfarbstoff vom Quencher getrennt, wodurch die Fluoreszenzintensitat des Repor-

ters steigt und detektiert werden kann [53].

&

Polymerase)

— e)
5.|||||||||l||||i||||||||3l 5.||||]“-.—7Eﬂ"l/|||||||||||||:3l

Abb 1: TagMan-Technologie

Die Sonde mit dem Responder R am 5'-Ende und dem Quencher Q am 3'-Ende lagert sich an die Zielsequenz an. Solange der
Quencher in raumlicher Nahe ist, wird die Fluoreszenz des Reporters mittels des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers
(FRET) unterdrickt (A). Wahrend der Elongation wird die Sonde durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivitat der Polymerase hydrolysiert
und der Reporter rdumlich vom Quencher getrennt, wodurch die Fluoreszenzintensitat des Reporters ansteigt und gemessen
werden kann (B).
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Die Auswertung der real-time RT-PCR erfolgte durch relative Quantifizierung mittels der
2782C. _Methode. Wahrend der PCR steigt die Replikation der cDNA exponentiell geméaB
der Gleichung

X,=X,-(1+E,)" (Gleichung 1)

mit X, als Anzahl der Zielmoleklile beim Zyklus n, X, als Anzahl der Zielmolekiile zu
Beginn, Ex als Amplifikationseffizienz, und n als Anzahl der Zyklen.

Ein Schwellenwert C; (cycle threshold) wird festgelegt, der angibt, bei welchem Zyklus
eine bestimmte Menge des amplifizierten Zielmolekiils - gemessen anhand der Fluores-
zenz - erreicht wird. Je héher die Anzahl der Zielmolektile zu Beginn ist, also je hoher die

Expression, desto friher wird der Schwellenwert erreicht. Somit ergibt sich die Gleichung
X, =X, - (I+E, )™ (Gleichung 2)

mit X7 als Schwellenanzahl der Zielmolekile, und Ct als Schwellenzyklusanzahl.
Um einen Bezugspunkt zu haben, wird ein so genanntes Housekeeper-Gen mitgemessen,
das als endogenes Referenzgen dient und in allen Experimenten mdglichst konstant
exprimiert werden sollte. In den durchgefiihrten Versuchen wurde hierfir das murine
Glucuronidase-B-Gen (Gusb) verwendet. Die Gleichung fiir das Housekeeper-Gen lautet
analog zu Gleichung 2
R, =R, -(1+E,)" (Gleichung 3)
mit Ry als Schwellenanzahl des Housekeeper-Gens und R, als die Anzahl des Housekee-
per-Gens zu Beginn.
Fihrt man eine Normalisierung der Zielmolekile auf das Housekeeper-Gen aus, wodurch
eventuelle Schwankungen der absoluten Anzahl zwischen den einzelnen Proben ausgegli-
chen werden, so erhadlt man die Gleichung
XT Xo'(l"'EX)CTX
R_T: Ro '(1+ER)CTR

(Gleichung 4)

Nimmt man jetzt an, dass die Amplifikationseffizienz beide Male die gleiche ist (Ex = Eg),
so erhalt man
&:ﬁ-(l+E)CTX_C” (Gleichung 5)
RT RO
mit E als allgemeiner Amplifikationseffizienz.
Ersetzt man Crx - Cyk durch ACr und den Quotienten Xy/Ry durch Xy, und dividiert durch

(1+ E)*“", so ergibt das die Gleichung

X, = %.(HE)-ACT (Gleichung 6)

T

mit Xy als Menge des auf das Referenzgen normalisierten Zielmolekadils.
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Um eine relative Quantifizierung zu erhalten, werden die Expressionswerte auf einen
Kalibrator bezogen. Als Kalibrator diente in den durchgefiihrten Experimenten eine un-

stimulierte Kontrollprobe.

X _
v R(HE) A

No _ 1 =(1+E)*™™*™  (Gleichung 7)
X X (1+ E)™"
R

T

mit Xy als Xy jeder Probe, Xy als Xy des Kalibrators, ACy, als ACt jeder Probe, und ACx
als AC; des Kalibrators.

Verwendet man anstelle von ACy, - ACy nun AACy, wird davon ausgegangen, dass bei
genligend Substraten und unter guten Bedingungen die Amplifikationseffizienz nahezu 1
ist, und fuhrt man sich vor Augen, dass der Quotient Xyo/Xn die normalisierte und kali-

brierte relative Menge des Zielmolekils darstellt, ergibt sich

relative Menge = 2 ~2A¢r (Gleichung 8)
[54]

Zur Amplifikation von 50ng cDNA wurde ein Tagman ABI7900HT real time PCR detection
system (Applied Biosystems™ by Life Technologies Corporation, Carlsbad, California,
USA) genutzt. Es wurden Triplikatmessungen durchgefiihrt in jeweils 10ul Reaktionsge-
misch bestehend aus 1 x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™ by Life
Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA), 200nM Primer und 0,25ul Dual-
labelled probe (Universal ProbelLibrary, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz). Fol-
gende Reaktionsparameter wurden eingestellt: 95°C fir 10 Minuten, anschlieBend 40
Zyklen Denaturierung bei 95°C flir 15 Sekunden, Annealing bei 60°C fir 1 Minute und
Elongation bei 72°C fiur 2 Minuten. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der ABI sequence
detector software version 2.3 (Applied Biosystems™ by Life Technologies Corporation,
Carlsbad, California, USA) analysiert, wobei die AACt-Methode flr relative Quantifizierung
angewandt wurde. Flr statistische Berechnungen wurde die GraphPad QuickCalcs- Soft-
ware (GraphPad Software, Inc, La Jolla, Californien, USA) verwendet. Die benutzten
Primer-Sequenzen mit der zugehdrigen Roche Universal ProbelLibrary-Nummer sind in

Tabelle 1 aufgefihrt.
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Tabelle 1: Primer-Paare und Roche Universal ProbeLibrary-Nummern fiir die quantitative real-time

RT-PCR

Roche
Gen Forward - Primer (5'-3") Reverse - Primer (5'-3") Universal

ProbeLibrary
AA467197 aatggtggatcctactcaacc gttgccctccggactttt 17
Blvrb tcctcggagttctcagcettt gcaccgtcacctcataacct 81
C3 accttacctcggcaagtttct ttgtagagctgctggtcagg 76
CD36 ttgaaaagtctcggacattgag tcagatccgaacacagcgta 6
CDS83 gctctcctatgcagtgtcctg ggatcgtcagggaataggc 2
Cfb ctcgaacctgcagatccac tcaaagtcctgcggtegt 1
Cst7 atgtcagcaaagccctggta ggtcttcctgcatgtagttcg 67
Cxcl10 gctgccgtcattttctgce tctcactggcccgtcate 3
Ddit3 ccaccacacctgaaagcag tcctcataccaggcttcca 33
Gbp2 tgtagaccaaaagttccagacaga gataaaggcatctcgcttgg 62
Gbp3 aagattgagctgggctacca gaaactcttgagaacctcttttgc 73
Gclm tggagcagctgtatcagtgg caaaggcagtcaaatctggtg 18
Gusb gtgggcattgtgctacctg atttttgtcccggcgaac 25
Hmox1 ctgctagcctggtgcaaga ccaacaggaagctgagagtga 25
Hp ccctgggagctgttgtca ctttgggcagctgtcatctt 15
Hprtl tcctcctcagaccgcetttt cctggttcatcatcgctaatc 95
Ifi44 ctgattacaaaagaagacatgacagac aggcaaaaccaaagactcca 78
Ifitm3 aacatgcccagagaggtgtc accatcttccgatcectagac 84
Ifitm6 ccggatcacattacctggtc catgtcgcccaccatctt 27
IL-6 gatggatgctaccaaactggat ccaggtagctatggtactccaga 6
iNOS ctttgccacggacgagac tcattgtactctgagggctga 13
Irf7 cttcagcactttcttccgaga tgtagtgtggtgacccttgc 25
Kdr cagtggtactggcagctagaag acaagcatacgggcttgttt 68
Lcn2 atgtcacctccatcctggtc cctgtgcatatttcccagagt 1
Lpcatl aatgtgaggcgtgtcatgg ggcagtcctcaaatgtatagtcg 81
Marco cagagggagagcacttagcag gccccgacaattcacatt 20
Mpegl cacagtgagcctgcacttaca gcgctttcccaatagcttta 69
Nuprl gatggaatcctggatgaatatga gtccgacctttccgacct 64
Rnf145 catggacttctggcttctcat aataaaaagtgttcccagaacctg 67
Saa3 atgctcgggggaactatgat acagcctctctggcatcg 26
Slpi gtgaatcctgttcccattcg cctgagttttgacgcacctc 69
Srxnl gctatgccacacagagaccata gtgggaaagctggtgtcct 33
Trib3 gctatcgagccctgcact acatgctggtgggtaggc 98

2.11 Gelelektrophorese und Western Blots

Western-Blotting (Immunoblotting) in Kombination mit einer eindimensionalen Polyac-
rylamidamid-Gelelektrophorese ist eine Methode, um einen Uberblick tiber die Proteinex-

pression zu erhalten. Zellextrakte werden in eine L&sung des anionischen Detergens
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Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgenommen, wodurch nichtkovalente Wechselwirkungen
unterbunden werden. In einem Polyacrylamid-Gel wird eine elektrische Spannung ange-
legt, wodurch die Molekilile nach ihrer GréBe aufgetrennt werden. AnschlieBend erfolgt
die Ubertragung der gréBenfraktionierten Proteine auf eine Membran (blotting), wo sie
spezifischen Antikdrpern ausgesetzt werden. Das entstehende Bild wird auf einem Film
entwickelt [55].

Hierzu wurden BV-2-Zellen in PBS bei 1000g und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert und
anschlieBend mittels einer 10ml-Spritze (BD Discardit ™ II, Becton Dickinson S.A., Mad-
rid, Spanien) mit einer 20 Gauche-Nadel (BD Microlance ™ 3, Becton Dickinson S.A.,
Madrid, Spanien) durch mehrmaliges Resuspendieren homogenisiert. Die Proteinkonzent-
ration wurde unter Hinzuziehung des Bradford-Assays (Roti-quant®; Roth, Karlsruhe)
bestimmt und dann 20ug Proteinextrakt zur weiteren Analyse verwendet. Natriumdode-
cylsulfat (SDS) -Sample Buffer (Sigma-Aldrich Co., Steinheim) wurde zugegeben, und bei
einer Spannung von 200V fir 35 Minuten erfolgte die Proteinauftrennung mittels Gel-
elektrophorese unter Verwendung des NuPAGE® 4-12% Bis-Tris-Gels (Invitrogen GmBH,
Darmstadt). Fir die Western Blots wurden die Proteine mit einer Stromstarke von 1,7mA
pro Quadratzentimeter Membran elektrophoretisch auf Polyvinylidindifluoride-Membranen
(Millipore, Bedford, Massachusetts, USA) transferiert und mit 3% Albumin Fraktion V (pH
7) Blotting grade (AppliChem, Darmstadt) in PBS Uber Nacht bei 4°C geblockt. Anschlie-
Bend wurden die Membranen fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einem polyklonalen
Ziegen-Antikérper gegen murinen Factor B (Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt) der
Konzentration 0,4pug/ml in PBS mit 0,2%o0 w/v Natriumazit und anschlieBend mit 1:40000
Anti-Ziegen-IgG, die mit Meerrettichperoxidase konjugiert sind (H&LCh (Rabbit) Peroxi-
dase Conj., Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt), flr eine Stunde bei Raumtemperatur
markiert. Die Visualisierung der Western Blots erfolgte mit SuperSignal West PICO Che-
miluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA). Als Positivkontrolle

fungierte humaner Faktor B (Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt).

2.12 Software:

Neben der oben extra aufgeflihrten Software wurde Microsoft Office 2003 (Microsoft
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) flir die Datenverarbeitung genutzt. Saulendia-
gramme wurden mit SigmaPlot 8.0 (Systat Software GmbH, Erkrath) erstellt, die weitere
Bearbeitung und Anfertigung von Grafiken erfolgte mit CorelDRAW X4 (Corel Corporation,

Ottawa, Ontario, Kanada).
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3 Ergebnisse

3.1 Effekt von Luteolin auf vier ausgewadhlte pro-inflammatorische Marker

Um das vorgesehene Zellkultursystem zu prifen und eine Grundlage flir weitere Analy-
sen des genomweiten Transkriptionseffekts von Luteolin auf Mikrogliazellen zu erhalten,
wurde zu Beginn der Dosis-abhangige Effekt von Luteolin auf die Expression von vier
proinflammatorischen Markergenen untersucht. Dafir wurden fir eine gqRT-PCR Gene
ausgewahlt mit unterschiedlichen Expressionslevels und verschiedenen Induktionsme-

chanismen, die somit als Positivkontrolle fungieren sollten.
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Abb 1: Dosis-abhdngige Suppression von proinflammatorischer, durch LPS induzierter Genexpression in BV-2-
Mikroglia
BV-2-Mikrogliazellen wurden mit den aufgefiihrten Luteolinkonzentrationen eine Stunde vorbehandelt und anschlieRend mit 10
ng/ml beziehungsweise 50 ng/ml LPS fiir 24 Stunden stimuliert. Die Genexpressionslevel von A Interleukin 6 (IL-6), B Chemokin
(C-X-C-motif) ligand 10 (Cxcl10), C Interferon-regulatory factor 7 (Irf7), und D Interferon-induced protein 44 (Ifi44) wurden mittels
real-time qRT-PCR ermittelt. Die Expression wurde auf das Kontrollgen Gusb normalisiert und die mRNA-level (+/-
Standardabweichung vom Mittelwert (SEM)) relativ zu einer Mock-behandelten Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse resultieren
aus zwei unabhangigen Experimenten, die jeweils in Triplikatmessungen erfolgten. * p 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 fiir 5,10, 25
und 50 uM Luteolin gegentiber OpM Luteolin bei 10ng/ml beziehungsweise 50ng/ml LPS.

Interleukin 6 (IL-6) ist ein bereits bekanntes Zielzytokin von Luteolin [40], Chemokin (C-
X-C-motif) ligand 10 (Cxcl10), Interferon-regulatory factor 7 (Irf7), und Interferon-
inducible protein 44 (Ifi44) sind, wie in friheren Studien gezeigt, LPS-sensitive Gene in

der Mikroglia [56]. BV-2-Mikrogliazellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen
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Luteolin (0, 5, 10, 25, und 50 uM) fir eine Stunde vorbehandelt und anschlieBend mit
LPS (10 und 50 ng/ml) fir 24 Stunden stimuliert, wobei weder das verabreichte Luteolin
noch LPS in dieser Zeit die Proliferationsrate oder das Uberleben der Zellen beeinfluss-
ten. Die Ergebnisse der durchgefihrten qRT-PCR (Abb 1) zeigen, dass die mRNA-Level
von IL-6 (Abb 1A), Cxcl10 (Abb 1B), Irf7 (Abb 1C), und Ifi44 (Abb 1D) durch 10 ng/ml
LPS induziert und durch 50ng/ml weiter gesteigert werden, durch Luteolin aber dosisab-
hdéngig reduziert werden. In dieser Studie stellt sich der Effekt von Luteolin am deutlichs-
ten bei einer Konzentration von 50 pM und bei 50 ng/ml LPS dar, weshalb die weiteren

Experimente mit diesen Konzentrationen durchgefiihrt wurden.

3.2 Globale Veranderungen der Transkription in Mikroglia durch Luteolin

Um ein Transkriptionsprofil zu erhalten und so durch Luteolin hervorgerufene Expressi-
onsunterschiede in nicht-aktivierter und aktivierter Mikroglia zu erfassen, wurde mit
Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 GeneChips eine Microarray-Analyse vorgenommen.
Dazu wurden BV-2-Zellen zum einen nicht stimuliert oder mit 50 ng/ml LPS aktiviert, und
nach 1 Stunde beide mit 50 yM Luteolin behandelt. So wurden 12 Microarray-Analysen
von 3 unabhangigen Stimulationsexperimenten durchgeflihrt, dabei wurden hoch strin-
gente Bedingungen mit einer minimalen Signalintensitdt von 50 Fluoreszenzeinheiten
eingehalten. Der komplette dabei gewonnene Rohdatensatz wurde als Affymetrix CEL-
files als Record GSE18740 in der NCBI GEO-Datenbank gespeichert und ist dort der
Offentlichkeit zugénglich.

Um ein Ubersichtsmuster der 4 verschiedenen Zustdnde - unstimuliert als Kontrolle, 24
Stunden stimuliert mit 50 pM Luteolin, aktiviert mit 50 ng/ml LPS, aktiviert mit 50 ng/ml
LPS und stimuliert mit 50 pM Luteolin flir 24 Stunden - zu erhalten, wurde der Gene
Expression Dymamics Inspector (GEDI) genutzt. Dieses Matlab R13-Programm erstellt
auf Basis selbst-organisierender Karten farbkodierte Mosaike, wobei jedes Mosaikteilchen
eine Gengruppe oder ein Gencluster darstellt, das in ahnlichem MaB exprimiert wird [51].
Da somit GEDI eher expressionslevel- als genorientiert ist, vereinfacht dies die Identifi-
kation von genomweiten Mustern. Die 4 GEDI-Karten (Abb 2 A) zeigen deutlich eine
dynamische Expressionsregulation in stimulierter Mikroglia gegeniber unstimulierter, vor
allem gut sichtbar in der mit einem weien Kreis markierten Region. Die dortige Expres-
sion ist bei LPS-Stimulation merklich erhéht, eine Behandlung mit Luteolin aber bewirkt
eine gegenteilige Regulation. Somit wird ersichtlich, dass Luteolin das globale Expressi-
onsprofil aktivierter und in geringerem AusmaB auch ruhender Mikroglia maBgeblich
beeinflusst.

Da bereits gezeigt wurde, dass die Einzelprobenanalyse eines Affymetrix Microarrays
durch die Verwendung des Genomatix ChipInspector unter Berlicksichtigung des Signifi-

cance Analysis of Microarray (SAM) -Algorithmus verbessert werden kann [57], wurde
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der Chiplnspector benutzt, um die Daten weiter zu analysieren. Es wurden eine Falsch-
Positiv-Rate von 0,1%, nicht weniger als 3 signifikante Proben, und eine minimale Log2-
Ratio von 1, was einem Fold Change (FC) von 2,0 entspricht, akzeptiert. Damit wurden
18 signifikant regulierte Gene im Vergleich von Luteolin-behandelter Mikroglia gegeniiber
der unbehandelten Kontrolle identifiziert und 54 Gene im Vergleich von LPS- und Luteo-
lin-behandelter Mikroglia gegeniber LPS-aktivierter (Tabelle 2). Hier spricht die Anzahl
der regulierten Gene dafilr, dass der Luteolineffekt in aktivierter Mikroglia gréBer ist als
in ruhender, was im Einklang mit den oben erwdhnten Erkenntnissen aus den GEDI-

Karten steht.

3.3 Regulation wichtiger immunregulatorischer Sighalwege und Verdanderung
des transkriptorischen Phdnotyps von Mikroglia durch Luteolin

Als nachster Schritt wurde versucht, die identifizierten Luteolin-regulierten Expressions-
muster in einen biologischen Zusammenhang zu bringen. Daflir wurden alle signifikant
unterschiedlich regulierten Gene dazu verwendet, eine Klassifikation in funktionelle Kate-
gorien vorzunehmen, was mittels der Database for Annotation, Visualisation, and in-
tegrated Discovery (DAVID) erfolgte. Dabei fielen in Luteolin-behandelter ruhender
Mikroglia vor allem eine gesteigerte Expression von Transkripten der funktionellen Kate-
gorien Antioxidans, Phagozytose und Antiinflammation und eine verminderte Expression
in den Kategorien Proinflammation und Apoptose auf (Abb 2 B links). Dies spricht dafir,
dass Luteolin antioxidantische und antiinflammatorische transkriptionelle Programme
initiiert, die auf eine M2-Makrophagen-Polarisation hindeuten, und gleichzeitig proin-
flammatorische und proapoptotische Genexpression hemmt.

In LPS-aktivierter Mikroglia dagegen lassen sich nach Luteolinbehandlung 11 Gene vor
allem aus den Kategorien Lipidmetabolismus, Antigenprasentation und Antioxidans mit
gesteigerter Expression identifizieren. Eine groBe Zahl zeigt jedoch eine verminderte
Expression, besonders aus den Kategorien Proinflammation, Toll-like-Rezeptor (TLR)-
Signalweg, Akut-Phase-Antwort, Apoptose und Komplementfaktoren (Abb 2 B rechts).
Auch Transkripte, die sich nicht in diese Kategorien fassen lassen und bisher nicht mit
Mikroglia-Aktivierung oder Flavonoid-Stimulation in Verbindung gebracht wurden, wur-

den bei der Analyse als signifikant identifiziert.
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Abb 2: Luteolin verursacht globale Veranderungen der Transkription in nicht-aktivierter und LPS-aktivierter Mikroglia
A Analyse mit Gene Expression Dynamics Inspector (GEDI) der DNA-Mikroarray-Daten von als Kontrolle unstimulierten, mit 50uM
Luteolin stimulierten, mit 50ng/ml LPS stimulierten, und mit 50uM Luteolin und 50ng/ml LPS stimulierten BV-2-Zellen. Das mit
einem weillen Kreis markierte Areal weist auf die Region mit den prominentesten Expressionséanderungen mehrerer
korrespondierender Gencluster hin.
B Einzelprobenanalyse mit Genomatix Chiplnspector von unterschiedlich exprimierten Transkripten, wobei Luteolin-stimulierte
BV-2-Zellen mit unstimulierten, als Kontrolle dienenden, verglichen werden (linke Seite) und mit LPS aktivierte und mit Luteolin
stimulierte BV-2-Zellen mit LPS aktivierten gegenlbergestellt werden (rechte Seite). Die Triplikatmessungen der verwendeten
Affymetrix Mouse 430 2.0 GeneChips wurden unter Berticksichtigung einer Falsch-Positiv-Rate von <0,1%, 3 signifikanten Proben
und einer Log2-Ratio >1 ausgewertet. Die unterschiedlich exprimierten Transkripte beider Vergleiche wurden einer Pfadanalyse
unterworfen, dabei wurden Cluster mit 3 oder mehr Genen als unabhangige Gruppe definiert. Gesteigert exprimierte Transkripte
sind in der oberen Reihe blau hinterlegt dargestellt, vermindert exprimierte in der unteren Reihe rot hinterlegt. Die absolute Zahl der
signifikant regulierten Gene ist in der Mitte des jeweiligen Diagramms vermerkt. Eine Auflistung der unterschiedlich exprimierten

Gene findetsich in Tabelle 2.
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Tabelle 2: Unterschiedlich exprimierte Transkripte nach 24 Stunden Stimulation von BV-2- Zellen mit Luteolin

Entrelzocene Symbol Genname Fold Change | Coverage

50pM Luteolin fiir 24 Stunden einer unstimulierten Kontrolle:

vermehrt exprimiert: 74315 Rnf145 Ring finger protein 145 2,87 11
76650 Srinl Sulfiredoxin 1 homolog 2,38 5|
19252 Duspl Dual specificity phosphatase 1 2,35 10|
12267 C3arl Complement component 3a receptor 1 2,30 22|
12491 cd3s CD36 antigen 2,28 10
12475 Cd14 CD14 antigen 2,25 10
233016 [Bhvb Biliverdin reductase B 2.2 B
15368 Hmox1 Heme oxygenase 1 2,17 10
210992 Lpcatl Lysophospatidyicholine acyltransferase 1 2,13 11

vermindert exprimiert: 13198 Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3 -5,21 11
12862 Cox6a2 Cytochrome ¢ oxadase, subunit VI a3, Polypeptide 2 -2,89 9
228775 Trib3 Tribbles homolog 3 -2,62 22
56312 Nuprl Nuclear protein 1 -2,36 15
13011 Cst7 Cystatin F -2,19 9|
223920 Soat2 Sterol-O-acyltransferase 2 -2,16 8
16149 Cd74 CD74 antigen -2,10! 8|
17064 cd93 CD93 antigen -2,08 11]
213002 1fitmé6 Interferon induced transmembrane protein 6 -2,06 8

50 ng/ml LPS + 50pM Luteolin fiir 24 Stunden gegeniiber 50 ng/ml LPS:

vermehrt exprimiert: 74315 [Rnf145 Ring finger protein 145 317 11
210992 Lpatl Lysophospatidylcholine acyltransferase 1 2,55 11
12522 Cd83 CD83 antigen 2,51 11
14630 Gcm Glutamate-cystine ligase, modifier subunit 2,46 10)
16889 Lipa Lysosmal acd lipase A 2,31 6
56336 B4galts Udp-Gal:betaGlcNac beta 1,4-galactosyltransferase, polypeptide 5 2,3 8|
14950 H13 Histocor bility 13 2,3 7
14104 Fasn Fatty aod synthase 2,28 4
12125 |edzi1 BCL2-like 11 2,16/ 9
216345 Ccdc131 Coiled-coil domain containing 131 2,11 7

vermindert exprimiert: 66141 Iftm3 Interferon induced transmembrane protein 3 -13,74 9
433470 AA467197 Ecpressed sequence AA467197, miR-147 -9,32 9
16819 Len2 Lipocalin 2 -6,87 10
14469 Gbp2 Guanylate binding protein 2 6,41 16
14962 Ccfb Complement factor B -5,94/ 8|
13198 Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3 -5,58 11
16181 Il Interleukin 1 receptor antagonist -5,28 33
55932 Gbp3 Guanylate binding protein 3 -4,72 10
56312 Nuprl Nuclear protein 1 -4,35 15
75345 Slamé7 SLAM family member 7 4,14 9|
20210 Saal Serum amylod A 3 -3,78 7
17386 Mmp13 Matrix llopeptidase 13 -3,63 11
15439 Hp Haptoglobin -3,56 11
17167 Marco Macrophage receptor with collagenous structure -3.34 8
12266 C3 Complement component 3 -3,29] 6
12870 Cp Ceruloplasmin -3,05 5
13011 Cst7 Cystatn F -3,03 9|
23882 Gadd45g Growth arrest nd DNA-damage-inducble 45 gamma -2,95 11
242341 Atp6v0d2 ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit D2 -2,81 13
68774 Ms4abd Membrane-spanning 4 domain, subfamily A, member 6D -2,75 19
83673 Snhgl Small nucleolar RNA host gene 1 -2,75 24
12494 Cd38 CD38 antigen -2,73 6
19655 Rbmx RNA binding motif protein, X chromosome -2,73 11
56405 Duspld Dual specificity phosphatase 14 2,68 10
213002 Ifitmé Interferon induced transmembrane protein 6 -2,57 8
12517 Cd72 CD72 anbgen 2,55 B
14129 Fegrl Fc receptor, 1gG, high affinity I 2,55 11
14130 Fegr2b Fc receptro, IgG, low affinity ITb -2,48 27
231532 Arhgap24 Rho GTPase activating protein 24 -2,46 8
29818 Hspb7 Heat shock protein family member 7 (cardiovascular) -2,45 S
17476 Mpeg1 Macrophage expressed gene 1 -2,43 6
66222 Serpinbla Serine peptidase inhibitor clade B member 1a -2,41 10
78771 Mctpl Multiple C2 domains, transmembrane 1 -2,39] 8
20568 Slpi Sekretory leukocyte peptidase inhibitor -2,39] 9|
12507 CdS CDS5 antigen -2,35 9|
50778 Rgsl Regulator of G-protein signaling 1 -2,35 11
21897 Tl Toll-like receptor 1 2,20 5|
16149 Cd74 CD74 antigen -2,17 5|
73167 [Arhgaps Rho GTPase actvating protein 8 2,13 B
15064 Mr1 Major histocompatibility complex class I-related -2,06 7
347722 Centg2 Centaurin, gamma 2 2,04 11
98365 Slam® SLAM family member 9 -2,04 8
72999 Insig2 Insulin induced gene 2 -2,00 Bl
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3.4 Validierung der Microarray-Daten mittels qRT-PCR

3.4.1 Auswahl der zu validierenden Gene

Um die aus den Microarrays erhaltenen Informationen zu bestatigen, wurden real-time
gRT-PCR’s durchgefiihrt.

Es wurden BV-2-Zellen kultiviert und in bereits erwdhntem Schema unbehandelt als
Kontrolle, mit 50 pM Luteolin fir 24 Stunden, mit 50 ng/ml LPS und mit 50 ng/ml LPS
und 50 pM Luteolin 1 Stunde danach fir 24 Stunden stimuliert. Daneben wurde Mikro-
glia aus Gehirnen von 6 Wochen alten C57BL/6 Mausen nach etabliertem Schema ge-
wonnen, fir 11 Tage kultiviert, und anschlieBend nach demselben Schema wie bei den
BV-2-Zellen mit 50 uM Luteolin, 50 ng/ml LPS oder beidem behandelt, um eventuelle
Unterschiede zur immortalisierten BV-2-Zelllinie zu identifizieren.

Bei der Auswahl der zu validierenden Gene konzentrierten wir uns auf reprdasentative
Transkripte der oben genannten funktionellen Kategorien, die bisher noch nicht als
Flavonoid-Ziele beschrieben waren oder deren Funktion in Mikroglia noch nicht genau

erfasst war. Dabei wurden 23 Gene ausgewahlt, die diesen Vorstellungen entsprachen.
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3.4.2 Induktion anti-oxidativer Signalwege durch Luteolin

Sulfiredoxin 1 (Srxn1l), Biliverdin-Reduktase B (Blvrb), Hdmoxygenase 1 (Hmox1), und
Glutamat-Cystein-Ligase (Gclm) sind Komponenten der zellulédren Protektion vor oxidati-
vem Stress [58-61], die durch Stimulation mit Luteolin in BV-2-Mikroglia induziert wer-
den. Eine solche Induktion lieB sich fiir die Hdmoxygenase 1 auch in primarer Maus-
Mikroglia bestatigen (Abb 3).
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Abb 3: Luteolin induziert anti-oxidative Signalwege
Real-time gRT-PCR-Validierung von Transkripten in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml
LPS + 50uM Luteolin (A-D) und in isolierter Maus-Mikroglia stimuliert mit 50pM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml LPS +
50uM Luteolin (E-H). Die relativen mRNA-Level wurden von A,E Sulfiredoxin 1 (Srxn1), B,F Biliverdinreduktase B (Blvrb), C,G
Hamoxigenase 1 (Hmox1) und D,H Glutamat-Cystein-Ligase modifier subunit (Gclm) bestimmt. Die Expression wurde
normalisiert auf das Kontrollgen Gusb und die mRNA-Level (+/- Standardfehler) sind relativ zu mock-behandelten Kontrollzellen.
Die Ergebnisse stammen von je 3 unabhangigen Experimenten und wurden in Triplikatmessungen ermittelt. * p 0,05, ** p<0,01,
***p<0,001 fur Luteolin gegentiber der Kontrolle, LPS gegeniiber der Kontrolle, und Luteolin + LPS gegeniiber LPS.




28

3.4.3 Induktion anti-inflammatorischer Signalwege und Phagozytose durch
Luteolin
Desweiteren lieBen sich gesteigerte mMRNA-Level von Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase 1 (Lpcatl), CD36-Antigen (Cd36), Kinase insert domain—-Rezeptor (Kdr
alias Vegfr2), und CD83-Antigen (Cd83) sowohl in BV-2-Mikroglia als auch in primarer
Maus-Mikroglia bestdtigen (Abb 4 A-H). Lpcatl katalysiert die Inaktivierung inflammato-
rischer Lipide [62], die Funktion von Cd83 ist derzeit kontrovers diskutiert, allerdings
wurde gezeigt, dass es in Dendritischen Zellen und Makrophagen zu einer schnellen
Oberflachenexpression des im Zytoplasma geldst vorhandenen Molekiils bei Aktivierung
mit LPS kommt. Dieser Prozess scheint aber post-translational zu sein [63]. Cd36 und
Kdr sind Oberflachenrezeptoren, die bei Phagozytose und chemotaktischer Migration
involviert sind [64, 65]. Uberdies finden sich beim Ringfingerprotein 145 (Rnf145), des-

sen Funktion derzeit nicht bekannt ist, stark erhéhte Expressionswerte (Abb 4 1,]).
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Abb 4: Luteolin induziert
Signalwege und Phagozytose
Real-time gRT-PCR-Validierung von Transkripten in BV-2-
Mikroglia stimuliert mit 50pM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder
50ng/ml LPS + 50pM Luteolin (A-D, 1) und in isolierter
Maus-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS,
oder 50ng/ml LPS + 50uM Luteolin (E-H, J). Die relativen
mRNA-Level wurden von A,E Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase 1 (Lpcat 1), B,F CD36-Antigen (Cd36),
C,G Kinase-insert-domain-Rezeptor (Kdr), D,H CD83-
Antigen (Cd83), L,J Ringfingerprotein 145 (Rnf145)
bestimmt. Die Expression wurde normalisiert auf das
Kontrollgen Gusb und die mRNA-Level (+/- Standard-
fehler) sind relativ zu mockbehandelten Kontroll-zellen. Die
Ergebnisse stammen von je 3 unabhéangigen
Experimenten und wurden in Triplikatmessungen ermittelt.
*p<0,05,** p<0,01, *** p<0,001 fur Luteolin gegentiber der
Kontrolle, LPS gegenlber der Kontrolle, und Luteolin +
LPS gegeniiber LPS.

anti-inflammatorische
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3.4.4 Verminderung der pro-inflammatorischen Aktivierung und der Akute-
Phase-Reaktion durch Luteolin

AuBerdem wurden Gene mittels real-time gRT-PCR analysiert, die eine verminderte Ex-
pression bei Luteolingabe zeigten und bei der pro-inflammatorischen Aktivierung und
Akuten-Phase-Reaktion eine Rolle spielen. Komplementfaktor 3 (C3), Komplementfaktor
B (Cfb), und das Akute-Phase-Protein Haptoglobin (Hp) wiesen deutlich erniedrigte
mMRNA-Level sowohl in der BV-2-Zelllinie als auch in primarer Maus-Mikroglia auf (Abb 5).
Ahnliches wurde bei dem Makrophagen-spezifischen Ostradiol-abh&ngigen Makrophagen-
exprimierten Gen 1 (Mpegl) in primarer Mikroglia und den pro-inflammatorischen Gua-
nylat-Bindeproteinen 2 und 3 (Gbp2 und Gbp3) in der BV-2-Zelllinie und in primarer
Mikroglia sichtbar (Abb 6). Guanylat-Bindeproteine sind durch ihre Oligomerisations-
abhangige Stimulation der Hydrolyse von GTP charakterisiert. Im Gegensatz zu Gbp4
und Gbp5 wird die Expression von Gbp2 und Gbp3 nicht nur durch Interferon y (INF-y),
sondern auch durch Tumor-Nekrosefaktor o (TNFa) und Interleukin 1B (IL-1B) induziert
[66,67]. Beim Sezernierten Leukozyten-Peptidase-Inhibitor (Slpi) war eine Reduktion in
BV-2-Zellen feststellbar, es lieB sich jedoch in primarer Mikroglia nicht bestdtigen. Eine
ahnliche Tendenz wie bei Gbp2 und Gbp3 lieB sich bei der kirzlich identifizierten Mikro-
RNA miR-147 (vormals AA467197), die in den Toll-like-Rezeptor-Signalweg involviert ist
[68], dem Nuklearen Protein 1 (Nuprl alias p8), das ebenfalls mit Stress assoziiert ist
[69], und Cystatin F (Cst7 alias Leukocystatin), das als Fraktion von Zellen des angebo-
renen Immunsystems sezerniert und wiederum durch Proteasen aktiviert wird [70],
beobachten (Abb 7).
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Abb 5: Luteolin inhibiert Signalwege der Akuten-Phase-Reaktion

Real-time qRT-PCR-Validierung von Transkripten in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml
LPS + 50uM Luteolin (A-C) und in isolierter Maus-Mikroglia stimuliert mit 50pM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml LPS +
50uM Luteolin (D-F). Die relativen mRNA-Level wurden von A,D Komplementfaktor 3 (C3), B,E Komplementfaktor B (Cfb) und
C,F Haptoglobin (Hp) bestimmt. Die Expression wurde normalisiert auf das Kontroligen Gusb und die mRNA-Level (+/-
Standardfehler) sind relativ zu mock-behandelten Kontrollzellen. Die Ergebnisse stammen von je 3 unabhangigen Experimenten
und wurden in Triplikatmessungen ermittelt. * p <0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001 fir Luteolin gegeniiber der Kontrolle, LPS
gegeniiber der Kontrolle, und Luteolin + LPS gegentiber LPS.
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Abb 6: Luteolin inhibiert pro-inflammatorischen Guanylat-Bindeproteine und Makrophagen-spezifische Proteine

Real-time qRT-PCR-Validierung von Transkripten in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml
LPS + 50uM Luteolin (A-C) und in isolierter Maus-Mikroglia stimuliert mit 50pM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml LPS +
50uM Luteolin (C-F). Die relativen mRNA-Level wurden von A,D Guanylat-Bindeprotein 2 (Gbp2), B,E Guanylat-Bindeprotein 3
(Gbp3), und C,F Makrophagen-exprimiertem Gen 1 (Mpeg1) bestimmt. Die Expression wurde normalisiert auf das Kontrollgen
Gusb und die mMRNA-Level (+/- Standardfehler) sind relativ zu mock-behandelten Kontrollzellen. Die Ergebnisse stammen von je
3 unabhéngigen Experimenten und wurden in Triplikatmessungen ermittelt. * p 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001 fur Luteolin
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Real-time gRT-PCR-Validierung von Transkripten in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/mi
LPS + 50uM Luteolin (A-D) und in isolierter Maus-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/mi LPS + 50puM
Luteolin (E-H). Die relativen mRNA-Level wurden von A,E Sezerniertem Leukozyten-Peptidase-Inhibitor (Slpi), B,F Mikro-RNA
147 (miR 147), C,G Nuklearem Protein 1 (Nupr1) und D,H Cystatin F (Cst7) bestimmt. Die Expression wurde normalisiert auf das
Kontrollgen Gusb und die mRNA-Level (+/- Standardfehler) sind relativ zu mock-behandelten Kontrollzellen. Die Ergebnisse
stammen von je 3 unabhangigen Experimenten und wurden in Triplikatmessungen ermittelt. * p 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 fir
Luteolin gegentiber der Kontrolle, LPS gegeniiber der Kontrolle, und Luteolin + LPS gegeniiber LPS.
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3.4.5 Inhibition pro-apoptotischer Signalwege und Verminderung von Genen der
Deramifizierung durch Luteolin
Als dritte Gruppe wurden Gene, die mit Apoptose und Formveranderung von Mikroglia in
Zusammenhang stehen und bei Luteolingabe vermindert exprimiert worden waren, durch
gRT-PCR validiert (Abb 8). Es handelt sich um die apoptotischen Mediatoren DNA-
damage inducible transcript 3 (Ddit3 alias Chop oder Gadd153) [71] und das Tribbles
homolog 3 [72] und die Moleklile Makrophagen-Rezeptor mit kollagener Struktur (Marco)
und Lipocalin 2 (Lcn2), die eine duale Rolle in Apoptose und Deramifizierung in aktivier-
ter Mikroglia spielen [73, 74]. Die Ergebnisse der Micro-Arrays, dass pro-apoptotische
Signalwege durch Luteolin vermindert werden, bestatigten sich flir Ddit3 und Trib3 in der
BV-2-Zellinie, konnten jedoch in primarer Maus-Mikroglia nicht nachgewiesen werden.
Fir das Trib3 wurden sogar hochsignifikant vermehrte Expressionswerte in primarer
Maus-Mikroglia erkannt. Fiir Marco und Lcn2 bekréftigte die qRT-PCR die Ergebnisse der

Micro-Arrays sowohl in BV-2-Zellen als auch in primarer Maus-Mikroglia.
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Abb 8: Luteolin inhibiert Apoptose-assoziierte Signalwege nur in der BV-2-Zellinie und vermindert Gene der De-
Ramifizierung in der BV-2-Zellinie und in primarer Mikroglia

Real-time qRT-PCR-Validierung von Transkripten in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml
LPS + 50uM Luteolin (A-D) und in isolierter Maus-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml LPS +
50uM Luteolin (E-H). Die relativen mRNA-Level wurden von A,E DNA-damage-inducible transcript 3 (Ddit3), B,F Tribbles
homolog 3 (Trib3), C,G Makrophagen-Rezeptor mit kollagener Struktur (Marco), und D,H Lipocalin 2 (Lcn2) bestimmt. Die
Expression wurde normalisiert auf das Kontroligen Gusb und die mRNA-Level (+/- Standardfehler) sind relativ zu mock-
behandelten Kontrolizellen. Die Ergebnisse stammen von je 3 unabhangigen Experimenten und wurden in Triplikatmessungen
ermittelt. * p 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001 fur Luteolin gegentber der Kontrolle, LPS gegentiber der Kontrolle, und Luteolin +
LPS gegenliber LPS.
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3.5 Reduktion der Menge an enzymatisch aktiven Spaltprodukten des Kom-
plementfaktors B durch Luteolin
Da die Annahme, dass erhohte mRNA-Level auch tatsachlich mit erhéhtem Gehalt an
exprimierten Protein einhergehen, bestatigt werden sollte, wurde eine Western Blot-
Analyse von einem Produkt der mit gqRT-PCR validierten Gene durchgefihrt. Daftr wur-
den unbehandelte, mit 50 uM Luteolin behandelte, mit 50 ng/ml LPS aktivierte oder mit
50 pM Luteolin und 50 ng/ml LPS kostimulierte BV-2- Zellen fir 24 Stunden inkubiert
und 20 ug Zelllysat je Probe verwendet.
Wir entschieden uns, den Komplementfaktor B (Cfb) zu untersuchen, denn Cfb nimmt als
C3/C5-Konvertase eine zentrale Rolle in der angeborenen Immunantwort ein und wird in
Zusammenhang mit der altersabhdangigen Makuladegeneration gebracht [75]. Das 93
000 Dalton schwere Molekiil wird bei Aktivierung durch Faktor D gespalten, wobei das
Spaltprodukt Bb als Serin-Protease die enzymatische Funktion der C3/C5-Konvertase
Ubernimmt. Faktor B besteht aus 3 globuldren Domanen von annahernd gleicher GréBe,
von denen zwei das Bb-Fragment bilden, jedoch ist nur die 33 kDa-Domane in der Lage,
an C3b zu binden [76].
Sowohl BV-2-Zellen als auch primare Mikroglia zeigten fur Cfb bei LPS-Aktivierung deut-
lich erhdhte mRNA-Level, welche durch Koinkubation mit Luteolin deutlich reduziert
wurden. Dieser Effekt konnte mittels Western Blot zwar nicht fiir das komplette Protein
nachgewiesen werden, er bestdtigte sich aber in Bezug auf die enzymatisch aktiven
Spaltprodukte. In der Positivkontrolle zeigt sich deutlich die aktivierte Bb-Fraktion bei
etwa 60 kDa, in den Zelllysaten ausschlieBlich bei LPS-stimulierter Mikroglia sichtbar.
Deutlich erkennbar wird der reduzierende Effekt von Luteolin insbesondere im Bereich
von 33 kDa, in dem sich die Domane mit Bindungsfahigkeit an C3b befindet. Hier zeigt
sich eine deutlich verminderte Nachweisbarkeit bei Luteolin-behandelten Zelllysaten
ruhender und aktivierter Mikroglia (Abb 9).
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Abb 9: Luteolin reduziert enzymatische Spaltprodukte des Komplementfaktors B

Western Blot- Analyse von Komplementfaktor B (Cfb) in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50uM
Luteolin + 50ng/ml LPS. Es wurde je 20ug Zelllysat eingesetzt, als Positivkontrolle wurde humaner Faktor B verwendet.
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3.6 Anderung der Morphologie in Mikroglia und Inhibition der NO-Sekretion
durch Luteolin
Um herauszufinden, ob die festgestellten Anderungen des Expressionsprofils Luteolin-
stimulierter Mikroglia tatsachlich auch zu einer Modifikation funktioneller Eigenschaften
fiihrten, wurden weitere Versuche in diese Richtung durchgefiihrt.
Da eine verminderte Expression de-ramifizierender Gene aufgefallen war, erfolgte zu-
nachst eine phanotypische Charakterisierung. Der allgemeine Aktivierungsstatus hat
morphologische Korrelate. Ruhende Mikroglia zeigt physiologisch eine ausgepragte Rami-
fizierung mit langen Zellausldufern, wohingegen durch inflammatorische Prozesse akti-
vierte Mikroglia eine runde Form mit kurzen Philopodien annimmt. Dies spiegelt sich vor
allem in der Zellform und der Organisation des Zytoskeletts wider [8]. Um Anderungen in
der Morphologie zu erkennen und Zellauslaufer darstellen zu kénnen, wurde eine Far-
bung mit Phalloidin-TRITC durchgeflihrt. Dabei stellten sich die unstimulierten BV-2-
Zellen flach und mit einigen Philopodien dar (Abb 10 A). BV-2-Zellen, die flir 24 Stunden
mit Luteolin inkubiert wurden, prasentierten sich ramifiziert und bildeten oft lange, din-
ne Zellfortsatze aus (Abb 10 B). Eine LPS-Aktivierung von BV-2-Mikroglia verursachte die
Ausbildung einer runden, kompakten Zellform mit eingezogenen, kurzen Philopodien
(Abb 10 C). Eine Koinkubation von LPS-aktivierten BV-2-Zellen mit Luteolin fihrte dage-
gen zu einer persistierenden Ramifikation, womit die Zellen morphologisch dem ruhen-
den Typus dhnelten (Abb 10 D). Dieser Effekt lieB sich in ahnlicher Weise auch in
primarer Maus-Mikroglia darstellen (Abb 10 E-H).
In diesem Zusammenhang war nun von Interesse, ob Luteolin neben morphologischen
Veranderungen auch eine verminderte Sekretion toxischer Metabolite bewirkt. Aus die-
sem Grund wurden die NO- Konzentrationen in den Uberstédnden der BV-2-Zellen gemes-
sen. Eine alleinige Gabe von 50 pM Luteolin bewirkte keine signifikanten Anderung der
NO-Konzentration, wohingegen eine LPS-Aktivierung mit 50 ng/ml die sezernierte NO-
Menge erheblich steigerte. Eine Koinkubation mit 50 pM Luteolin konnte eine Steigerung
beinahe komplett verhindern (Abb 10 I). Der Versuch konnte nicht mit primarer Mikroglia
nachvollzogen werden, da die Zelldichten erheblich geringer als bei der BV-2-Zelllinie
waren und somit die sezernierten NO-Mengen unterhalb der Detektionsgrenze lagen.
Es wurde bereits beschrieben, dass Luteolin die NO-Sekretion in LPS-stimulierter BV-2-
Mikroglia Uber eine verminderte Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) redu-
ziert [77]. Um dies unabhangig zu prifen, wurde eine qRT-PCR-Messung der iNOS-
mMRNA-Level in BV-2-Mikroglia durchgefiihrt, die mit 50 uM Luteolin, 50 ng/ml LPS oder
50 uM Luteolin und 50 ng/ml LPS fiir 24 Stunden stimuliert worden waren. Dabei wiesen
die LPS-aktivierten Proben eine starke Steigerung der iNOS-mRNA-Level auf, wohinge-

gen eine Kostimulation mit Luteolin die INOS-mRNA-Level etwa auf die Halfte senkte.
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Somit stellt eine verminderte Expression der iNOS eine plausible Erklarung fir die ver-

minderte NO-Sekretion dar.
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Abb 10: Luteolin fordert die Ramifizierung von Mikroglia und inhibiert die NO-Synthese

Effekte von einer Behandlung mit 50pM Luteolin, 50ng/ml LPS oder 50uM Luteolin + 50ng/ml LPS flir 24 Stunden auf die
Zellmorphologie und das Aktin-Zytoskelett von BV-2 (A-D) und primarer Maus-Mikroglia (E-H). Die Phalloidin-TRITC-Farbung
der Aktinfilamente und eine Kofarbung mit DAPI (A-H) zeigen, dass die Gabe von Luteolin in nicht-aktivierter (B,F) und aktivierter
Mikroglia (D,H) zu vermehrter Ramifizierung fiihrt. Die weifen Balken geben 50um an.

(I) NO-Sekretion von BV-2 nach Behandlung mit 50uM Luteolin, 50ng/ml LPS oder 50uM Luteolin + 50ng/ml LPS flir 24 Stunden.
Das Diagramm stellt die Daten eines reprasentativen Experiments dar. Die Versuche wurden drei Mal unabh&ngig voneinander
durchgeflihrt, wobei jeder Versuch die gleiche Tendenz zeigte. * p 0,05, ** p< 0,01, *** p=0,001 fir Luteolin gegentiber der
Kontrolle, LPS gegenlber der Kontrolle, und Luteolin + LPS gegenliber LPS.

(J) Real-time gRT-PCR-Analyse von Transkripten der induzierbaren NO-Synthetase in BV-2-Mikroglia stimuliert mit 50uM
Luteolin, 50ng/ml LPS, oder 50ng/ml LPS + 50uM Luteolin. Die Expression wurde normalisiert auf das Kontrollgen Gusb und die
mRNA-Level (+/- Standardfehler) sind relativ zu mock-behandelten Kontrollzellen. Die Ergebnisse stammen von je 3
unabhangigen Experimenten und wurden in Triplikatmessungen ermittelt. * p 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 fir Luteolin
gegenuberder Kontrolle, LPS gegentiber der Kontrolle, und Luteolin + LPS gegentiber LPS.
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3.7 Verminderung der Neurotoxizitat auf Photorezeptoren durch Luteolin

Zur Testung der Hypothese, dass Luteolin die Neurotoxizitdt von Mikroglia reduziert,
wurde ein Zellkultursystem von 661W-Photorezeptorzellen mit konditioniertem Medium
von BV-2-Zellen oder primdrer Maus-Mikroglia eingefihrt. 661W ist eine aus der Retina
stammende Photorezeptor-Zellinie [78], die ein verlassliches Modell darstellt, um Neuro-
toxizitat von Mikroglia insbesondere im Kontext der Retina-Degeneration zu untersuchen
[56]. Konfluent wachsende Zellen der 661W-Photorezeptorzelllinie weisen normalerweise
eine flache, weit ausgebreitete Form auf und sind Uber multiple Ausldufer miteinander
verbunden [79].

661W-Photorezeptorzellen wurden fiir 24 Stunden mit Zelliberstanden von BV-2-Zellen
beziehungsweise primarer Mikroglia - so genanntem konditioniertem Medium (MCM) -
inkubiert, die wiederum mit 50 uM Luteolin, 50 ng/ml LPS oder 50 pyM Luteolin und 50
ng/ml LPS fir 24 Stunden behandelt worden waren. Die Zellmorphologie wurde mittels
Phasenkontrast-Mikroskopie begutachtet.

661W-Zellen wuchsen nach 24 Stunden in ihrem eigenen Medium konfluent. Konditioner-
tes Medium von BV-2- Zellen und primarer Mikrogliazellen, die unbehandelt oder nur mit
Luteolin inkubiert worden waren, beeinflusste die Zellmorphologie der 661W-
Photorezeptorzellen nicht (Abb 11 A,B,E,F). Wurde dagegen konditioniertes Medium von
LPS-atkivierter Mikroglia den Photorezeptorzellen zugeflihrt, erschienen sie verlangert
und kleiner, was zu auffallend zellfreien Arealen in der Zellkultur fiihrte (Abb 11 C,G).
Wurde konditioniertes Medium von LPS-aktivierten Zellen, die mit Luteolin koinkubiert
worden waren, den 661W-Zellen verabreicht, so erlangten sie eine annahernd normale
Zellmorphologie (Abb 11 D,H). Eine direkte Exposition der 661W-Photorezeptoren ge-
genuber Luteolin oder LPS in den verwendeten Konzentrationen zeigte keine Effekte auf
die Zellmorphologie. Somit kann angenommen werden, dass die erkennbaren Verande-
rungen der Photorezeptoren auf eine Anderung der von Mikroglia sezernierten Stoffe
zuruckzufihren ist.

Auch hierbei wurde versucht, eine Korrelation der mikroskopisch sichtbaren Veranderun-
gen mit funktionellen Daten zu erfassen. Dazu wurde der Einfluss von Produkten, die von
Mikroglia sezerniert werden, auf den Apoptose-Signalweg mittels der Messung der Aktivi-
tat von Caspase 3 und 7 in dem oben beschriebenen neuronalen Zellmodell untersucht.
Es zeigte sich in der Gegenwart von konditioniertem Medium von LPS-aktivierten BV-2-
Zellen eine starke Induktion der Caspase 3/7-Aktivitat. Durch eine Kostimulation mit
Luteolin konnte die Caspase-Aktivitat, die als Zeichen fiir Apoptose angesehen werden
kann, signifikant vermindert werden. Bei der Gabe von konditioniertem Medium von
unstimulierten oder mit Luteolin behandelten BV-2-Zellen war kein signifikanter Effekt

auf die Apoptose von 661W-Photorezeptorzellen erkennbar (Abb 11 I).
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Somit kann festgehalten werden, dass Luteolin die Neurotoxizitdt von Mikroglia vermin-
dert, wobei die Vermutung naheliegt, dass dies lber eine verminderte Produktion von

neurotoxischen Substanzen zustande kommt.

Konditioniertes Medium von BV-2:
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Konditioniertes Medium von Maus-Mikroglia:
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Abb 11: Luteolin vermindert die Neurotoxizitat von Mikroglia auf Photorezeptoren

Die Phasenkontrastmikroskopie zeigt morphologische Veranderungen in 661W-Photorezeptorkulturen, die in konditioniertem
Medium von BV-2- Zellen (A-D) oder von primarer Maus-Mikroglia (E-H) fir 24 Stunden kultiviert wurden. Uberstinde von A,E
unbehandelten, B,F mit 50pM Luteolin behandelten, C,G mit 50ng/ml LPS aktivierter, und D,H mit 50uM Luteolin + 50ng/ml LPS
kostimulierten Mikroglia-Zellen wurden auf 661W-Photorezeptorzellen gegeben. Die Aufnahmen zeigen ein reprasentatives
von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit der gleichen Tendenz. Die schwarzen Balken geben 100pm
an.

(I) Die Apoptose-assoziierte Caspase 3/7-Aktivitdt wurde in 661W- Photorezeptorzellen gemessen, die in konditioniertem
Medium von unbehandelten, mit 50uM Luteolin behandelten, mit 50ng/ml LPS aktivierter, und mit 50uM Luteolin + 50ng/ml LPS
kostimulierten BV-2-Zellenflr 24 Stunden kultiviert wurden. Das Diagramm stellt die Daten eines reprasentativen Experiments
dar. Die Versuche wurden zwei Mal unabhéngig voneinander in Duplikatmessungen durchgefiihrt, wobei jeder Versuch die

gleiche Tendenz zeigte. * p 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001 fur Luteolin gegeniiber der Kontrolle, LPS gegeniiber der Kontrolle,

und Luteolin + LPS gegentiber LPS.
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4 Diskussion

4.1 Globale Verdanderung des Transkriptoms von Mikroglia durch Luteolin

Wie andere pflanzliche Flavonoide besitzt Luteolin diverse biologische Eigenschaften
sowie ein anti-mutagenes und anti-tumorigenes Potenzial [80]. Obwohl viele Untersu-
chungen beziiglich einer protektiven Wirkung bei neurodegenerativen, allergischen oder
chronisch entziindlichen Erkrankungen durchgefiihrt wurden [34], existiert wenig Infor-
mation Uber Transkriptionsmechanismen oder molekulare Ziele von Luteolin. Aus diesem
Grund wurde von uns die erste genomweite Studie von Luteolin-vermittelten Transkrip-
tionseffekten in Mikroglia durchgefihrt.

Uberraschenderweise zeigte sich, dass Luteolin einen starken und vielféltigen Einfluss auf
das Transkriptom zum einen von ruhender, insbesondere aber von LPS-aktivierter
Mikroglia ausliibt. Die Daten der Microarray-Untersuchungen ermdéglichten das Erkennen

mehrerer Luteolin-regulierter Signalwege.

4.2 Verstarkte anti-oxidative Wirkung von Luteolin in der BV-2-Zelllinie

Es stellte sich heraus, dass Luteolin nicht nur die direkte anti-oxidative Wirkung besitzt,
die durch die Struktur der Flavonoide gegeben ist [81], sondern auch die Expression von
anti-oxidativ wirkenden Enzymen induziert. Das zeigen die deutlich gesteigerten Expres-
sionswerte von Srxnl, Blvrb, Hmox1, und Gclm in BV-2-Zellen. Der stimulierende Effekt
auf die Expression von Hmox1 steht im Einklang mit einer bereits an anderer Stelle fiir
die Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 beschriebenen Expressionssteigerung dieses Gens
durch das Flavonoid. Stimulation mit Luteolin induziert die Bindung des Transkriptions-
faktors NF-E2-related factor 2 (Nrf2) an anti-oxidative Antwortmolekile (anti-oxidant
response elements, ARE) in der Hmox1-Promotorregion [82], wobei Luteolin ein potenter
Aktivator von Nrf2 ist [83]. Auch die regulatorische Region von Srxnl, dessen Expres-
sionswerte in der BV-2-Zellinie bei Luteolinstimulation erhéht waren, beinhaltet ARE [84].
Daneben zeigten Fibroblasten aus von Nrf2 -/- Mausembryos signifikant niedrigere Blvrb-
und Gclm-Expressionslevel bei Diquat-Induktion [85]. Das legt den Schluss nahe, dass
die gesteigerte Expression von Srxnl, Blvrb und Gclm ebenfalls auf die Aktivierung von
Nrf2 zurtckzufihren ist. Unterstlitzt wird die Annahme durch die Tatsache, dass in meh-
reren neurodegenerativen Erkrankungen in Zusammenhang mit Mikroglia dem Nrf2 ein
protektiver Effekt zugesprochen wird [86]. In Anbetracht dessen, dass in primarer
Mikroglia nur fir Hmox1l gesteigerte Expressionslevel nachgewiesen werden konnten,
muss das allerdings teilweise relativiert werden. So bleibt festzuhalten, dass in unseren

Untersuchungen in der aus Tumorzellen generierten immortalisierten BV-2-Zelllinie ein
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eindeutig starkerer und weitreichenderer anti-oxidativer Effekt als bei primaren Zellen

auftrat.

4.3 Erhohung der Phagozytose-Aktivitat von Mikroglia durch Luteolin
Desweiteren verstarkte Luteolin die mRNA-Synthese von anderen Genen, die eine Rolle
bei anti-inflammatorischen Reaktionen spielen. Lpcatl konvertiert den Lysoplatelet ac-
tivation factor zum Platelet activation factor und Lysophosphatidylcholin zu Phosphatidyl-
cholin [87], wobei Lysophosphatidylcholin neuroinflammatorische Prozesse im Gehirn
auslést, die Hemmung des Lysophosphatidylcholin- Signalwegs in Astrozyten und Mikro-
glia dagegen neuroprotektiv wirkt [88]. Da Lpcatl in der Retina stark exprimiert ist, kann
man somit mutmaBen, dass Luteolin-induzierte hohe Lpcatl-Expressionslevel zu vermin-
derten Lysophosphatidylcholin-Leveln flihren und damit dort neuroprotektiv wirken.
AuBerdem steigerte Luteolin auch die mRNA-Level von Cd36 und Kdr (alias Vegfr2).
CD36 steht mit dem Zytoskelett in Verbindung und steuert in Mikrolia die Zellmigration
und Phagozytose [89], Kdr hingegen ist, wie bereits erwahnt, in die chemotaktische
Antwort von Mikroglia involviert [90]. Daraus lasst sich folgern, dass es bei Luteolingabe
durch die gesteigerte Expression beider Gene zu einer gesteigerten phagozytotischen
Aktivitat ohne vermehrte Entziindungsreaktion kommt. Die Rolle des Ringfingerproteins

Rnf145 sowie die des Oberflachenrezeptors Cd83 hierbei bleibt noch zu klaren.

4.4  Entfachung anti-inflammatorischer Wirkung von Luteolin auch iiber NFkB-
unabhdngige Signalwege

Es wurde bereits in mehreren Analysen gezeigt, dass Luteolin in verschiedenen Zelltypen
die Expression proinflammatorischer Zytokine mittels einer Hemmung des NFkB-
Signalweges vermindert [33]. Die Daten, die wir aus den Microarrays erhielten, bestati-
gen dies. Bei unseren Untersuchungen mit primarer Mikroglia trat dieser Effekt sogar
verstarkt zutage. Dabei wurde auch eine verminderte Expression von weiteren NFkB-
Zielgenen wie der kuirzlich entdeckten microRNA miR-147 offengelegt [91].

Daneben aber wurde nachgewiesen, dass Luteolin die IL-6-Produktion in Mikroglia vor
allem Uber ein Inhibieren des JNK-Signalweges und eine AP1-Aktivierung vermindert,
ohne die DNA-Bindung von NFkB oder die zelluldaren Level von IkB-a zu beeinflussen
[52]. Unsere durchgefiihrten Expressionsprofile bestatigten auch dies. Wir konnten meh-
rere Gene identifizieren, deren Expression durch Luteolin reduziert wird und die unab-
hangig von NFkB reguliert werden. Wir fanden eine stark verminderte Expression und
eine Reduzierung der aktiven Spaltprodukte von Komplementfaktor 3, der durch AP1
reguliert wird [91], niedrigere mRNA-Level des Akute-Phase-Proteins Haptoglobin und

der proinflammatorischen GTPasen Gbp2 und Gbp3, die durch STATs (signhal transducer
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and activators of transcription) gesteuert werden [92,93]. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass Luteolin die proinflammatorische Aktivierung von Mikroglia auf mehreren

unterschiedlichen Wegen dampft.

4.5 Sensibilisierung primarer Mikroglia gegeniiber Apoptose durch Luteolin

Neben proinflammatorischen Genen wurden auch pro-apoptotische Gene identifiziert, die
in der BV-2- Zelllinie bei Luteolingabe vermindert auftraten. Apoptose ist zusammen mit
hohem Lebensalter ein Risikofaktor fiir neurodegenerative Verdanderungen [94], dabei
scheint Mikroglia gegenliber Apoptose anfalliger zu sein als Makrophagen [95]. Fur
Luteolin wird bereits eine anti-apoptotische Wirkung mit einer Steigerung der Bcl-2/Bax-
Ratio in ischamischem Herzgewebe angenommen [96]. Ddit3 und Trib3 induzieren
Stress-und NO-abhangige Apoptose [71,72] und zeigten beide bei LPS-Stimulation eine
gesteigerte Expression, bei Luteolingabe eine verminderte. Bei Versuchen mit priméarer
Mikroglia trat jedoch hochsignifikant eine gegenteilige Regulation auf. Trib3 wurde durch
LPS vermindert und durch Luteolin vermehrt exprimiert. In Anbetracht dessen, dass auch
die oben beschriebenen Gene antioxidativer Molekile in primarer Mikroglia nicht signifi-
kant erhoht waren, kann angenommen werden, dass zwar bei Zellen der immortalisierten
BV-2-Zellinie Luteolin das Uberleben von Stress-aktivierter Mikroglia férdert, bei primarer
Mikroglia jedoch ein anderer Antwortmechanismus gegenliber oxidativem Stress vorzu-
herrschen scheint und somit diese durch Luteolin eher beziiglich Apoptose sensibilisiert

wird.

4.6 Induktion morphologischer Verianderungen in Mikroglia durch Luteolin
Unerwarteterweise deckte unser Datensatz auf, dass Luteolin die Expression von Lcn2
und Marko vermindert. Die beiden Molekile sind in die Ramifizierung und die Filopodien-
bildung von Mikroglia involviert. Es wurde kirzlich von Lee et al. gezeigt, dass dauerhafte
Expression von Lcn2 in der BV-2-Zelllinie — der selben Zelllinie, die auch in unseren Ex-
perimenten verwendet wurde - eine runde Zellform mit einem Verlust von Zellfortsatzen
nach sich zieht [73]. Ebenso verursacht eine Uberexpression von Marco in dendritischen
Zellen eine runde Form und verminderte Antigenaufnahme [74]. Somit nahmen wir an,
dass die beobachteten Veranderungen in den mRNA-Level der beiden Gene auch mor-
phologische Unterschiede nach sich ziehen dirften.

Die hierauf durchgefiihrten morphologischen und funktionellen Experimente unterstiitz-
ten diese Annahmen. Luteolin verandert direkt den Phanotyp von Mikroglia, indem es
sowohl bei der BV-2-Zellinie als auch bei primarer Mikroglia die Filopodienformation
anregt und eine Ramifizierung hervorruft. Der Effekt trat sogar bei starker LPS-

Aktivierung auf.
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4.7 Protektion von Photorezeptorzellen vor LPS-induzierter Mikroglia-Toxizitat
durch Luteolin
Dariber hinaus war die Produktion des zytotoxisch wirkenden NO von LPS-aktivierter
Mikroglia bei Koinkubation mit Luteolin komplett gehemmt. Wir erforschten die Effekte
von konditioniertem Medium von Mikroglia, das auf Photorezeptorzellen der Zelllinie
661W gegeben wurde. Somit konnten wir zeigen, dass eine Behandlung mit Luteolin
Photorezeptorzellen vor LPS-induzierter Mikroglia-Toxizitat schiitzt. Von einem protekti-
ven Effekt, den Luteolin Gber eine konzentrations-abhdngige Hemmung der NO-Sekretion
von kultivierter Ratten-Mikroglia auf dopaminerge Neuronen auslibt, wurde kirzlich

berichtet [38], was unsere Ergebnisse bestatigt.
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5 Zusammenfassung

Wir konnten mit dieser Arbeit zeigen, dass das Flavonoid Luteolin ein potenter Modulator
der Aktivierung, der Zellform und der Funktionen von Mikroglia ist. Sowohl in ruhender
wie auch in LPS-aktivierter Mikroglia verursacht Luteolin globale Veranderungen des
Transkriptoms, was zu einem M2-dhnlichen Phdnotyp mit anti-inflammatorischen und
neuroprotektiven Eigenschaften fuihrt. Dies geschieht mittels einer Modulation von meh-
reren, auch von NFkB unabhdngigen Signalwegen. Damit bieten unsere Ergebnisse eine
Grundlage fir die Entwicklung von immun-modulatorischen und neuroprotektiven Thera-

pien neurodegenerativer Erkrankungen.
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