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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Mikroglia sind die entscheidenden Immunzellen des ZNS, welche eine wesentli-
che Rolle in der neuronalen Entwicklung, Homoostase, Neuroinflammation und
in altersabhangigen Dysfunktionen spielen. Faktoren wie TGF halten Mikroglia
in Funktionszustanden der Uberwachung, Faktoren wie LPS versetzen sie in ei-
nen aktivierten Zustand. Jeder dieser Phanotypen weist seine eigene molekulare
Signatur mit spezifischen Markern auf. LILRB4 gilt als Marker aktivierter und
krankheitsassoziierter Mikroglia. Im peripheren Immunsystem limitiert er u.a.
UberschieRende, inflammatorische Immunantworten. Seine Regulation und
Funktion im ZNS ist hingegen noch weitgehend unbekannt.

Diese Dissertation wurde geschrieben, um die Regulierung von LILRB4 in ver-
schiedenen mikroglialen Phanotypen zu beschreiben und soll dazu beitragen
seine Funktion im ZNS besser zu verstehen.

Fur dieses Ziel wurden mittels RT- gPCR die RNA- Expressionslevel von LILRB4
untersucht. Es wurde durch Stimulation mit TGF3 eine Suppression auf homdo-
statischen BV2- Zellen und durch Stimulation mit LPS eine Hochregulierung auf
aktivierten BV2- Zellen detektiert. Klirzere Behandlungszeitraume ergaben eine
starkere Veranderung der LILRB4- Genexpression in beide Richtungen. TGFf3
konnte bei der simultanen Behandlung mit beiden Stimuli die Effekte von LPS
nicht vollstandig dampfen.

Um die Oberflachenproteinlevel von LILRB4 zu erforschen, wurden Durch-
flusszytometrieanalysen genutzt. Wir liefern erstmals Beweise, dass annahernd
alle in vitro und ex vivo Mikroglia LILRB4 exprimieren. Des Weiteren identifizier-
ten wir TGFBR1- Inhibitor und LPS als signifikante Induktoren von LILRB4- Ober-
flachenrezeptoren in primaren Mikroglia Uber die Behandlungszeitraume von 3,
5 und 7 Tagen. LPS offenbarte sich dabei als signifikant starkerer Stimulus. Au-
Rerdem konnte erstmals belegt werden, dass eine langere Kultivierung ohne Me-
diumwechsel eine signifikante Induktion der Rezeptordichte von LILRB4 herbei-
fuhrt. Wir gehen deshalb davon aus, dass eine langere Kultivierung Mikroglia
chronisch aktiviert.

Zusatzlich entdeckten wir auf in vitro Mikroglia eine um ein Vielfaches hohere
LILRB4- Rezeptordichte als auf ex vivo Mikroglia. Diese Ergebnisse bestatigen
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die unterschiedliche molekulare Signatur von kultivierten und ex vivo Mikroglia
und damit auch ihre eingeschrankte Vergleichbarkeit.

Es konnte der Nachweis erbracht werden, dass neben Mikroglia auch annahernd
alle ex vivo Peritonealmakrophagen und ex vivo Knochenmarksmonozyten LlI-
LRB4 exprimieren. Zum ersten Mal wurden diese Zelltypen hinsichtlich ihrer Re-
zeptordichte verglichen. Wir registrierten die hochste Rezeptorauspragung von
LILRB4 in Peritonealmakrophagen und die niedrigste in Mikroglia. Daher sind
Mikroglia moglicherweise von den 3 Zelltypen am wenigsten aktiviert.
Hinsichtlich des Isolationszeitpunktes aus P7 und P30 Mausen und des Ge-
schlechtes konnten keine signifikanten Unterschiede fir LILRB4 in Mikroglia, Pe-
ritonealmakrophagen und Knochenmarksmonozyten festgestellt werden. Dies
zeigt, dass sowohl unreife, als auch adulte Mikroglia die gleiche LILRB4- Rezep-
torauspragung besitzen und lasst vermuten, dass LILRB4 auf einem konstanten
Niveau bleibt, bis es zu einer Aktivierung kommt.

LILRB4 stellt daher keinen Mikroglia- spezifischen und auch keinen Reifemarker
dar, ist aber gewebespezifisch unterschiedlich stark ausgepragt.

Siglec-H kommt wie LILRB4 zu nahezu 100% auf allen untersuchten Zelltypen
vor. Dabei wurde der Rezeptor erstmalig auf Peritonealmakrophagen detektiert.
Er ist ebenfalls kein Mikroglia- spezifischer und auch kein Reifemarker. Allerdings
ist die Siglec-H Rezeptorauspragung auf den verschiedenen Immunzellen anna-
hernd gleich. Wir beweisen erstmals, dass der TGFBR1- Inhibitor ebenfalls einen
signifikanten Induktor der Siglec-H Oberflachenrezeptoren darstellt. Auch bei lan-
gerer Kultivierung primarer Mikroglia und bei primaren Mikroglia i.V. mit ex vivo
Mikroglia zeigte sich eine signifikant héhere Siglec-H Rezeptordichte. Durch Sti-
mulation mit LPS kam es hingegen nur bei 7-tagiger Behandlung zu einem signi-
fikanten Abfall der Siglec-H Oberflachenrezeptoren. Diese Ergebnisse zeigen,
dass sich im Gegensatz zu LILRB4 verschiedene proinflammatorische Stimuli
und Behandlungsspannen unterschiedlich auf das Rezeptorlevel der Zelloberfla-

che von Siglec-H auswirken.

Zusammenfassend tragen diese Ergebnisse zu einem besseren Verstandnis der
Transkription und Translation von LILRB4 in Mikroglia bei, bestatigen LILRB4 als
Rezeptor, der auf aktivierten Mikroglia hochreguliert wird und lassen vermuten,
dass LILRB4 womaglich auch in Mikroglia an der Limitierung einer inflammatori-

schen Immunantwort beteiligt ist.



1 EINLEITUNG
1 EINLEITUNG

1.1 Mikroglia

Mikroglia bilden das Bindeglied zwischen Immunsystem und ZNS, fungieren als
residente und angeborene Immuneffektorzellen im Gehirn und machen 10-15%
der gesamten Zellpopulation des ZNS aus (Lawson L J et al. 1990). Sie besitzen
ein sehr plastisches transkriptomisches und proteomisches Profil, mit dessen
Hilfe die Mikroglia ihre Morphologie und Funktion an bestimmte Bedingungen an-
passen konnen. Physiologisch als auch pathologisch werden ihnen vielfaltige
Aufgaben zugeschrieben. Mikroglia lassen sich in Zustanden der Homdostase
und Aktivierung beschreiben, abhangig vom inflammatorischen Milieu im gesun-
den ZNS, im Alterungsprozess oder bei neurodegenerativen Erkrankungen
(Butovsky O, Weiner H L 2018).

1.1.1 Historie und Entdeckung

R. Virchow legte den Grundstein ihrer Entdeckung, indem er 1856 erstmals eine
Gruppe von Zellen beschrieb, die als unterstitzendes Bindeglied zwischen den
Neuronen fungieren. Er nannte sie Glia (gr.: Leim), denen auch die Mikroglia an-
gehoren (Virchow R 1846). Die Erstbeschreibung der Mikroglia erfolgte durch F.
Nissl. Aufgrund ihres bogenférmigen Kerns im aktivierten Zustand, gab er ihnen
den Namen ,Stabchenzellen®. Er beschrieb sie als reaktive, bipolare Neuroglia,
die ihre Auslaufer in pyramidale Neuronenschichten erweitern und sich an den
dendritischen Spitzen der Neuronen ausrichten (Nissl F 1899). Fast zeitgleich
entdeckte W. F. Robertson Zellen mit kurzen und wenigen Auslaufern, die in pa-
thologischen Zustanden zur Phagozytose fahig sind. Um sie von Neurogliazellen
abzugrenzen und aufgrund des vermuteten Ursprungs im Mesoderm, nannte er
sie ,Mesoglia“ (Robertson W 1899). 1913 beschrieb R. Cajal die Mikroglia als ,el
tercer elemento” (das dritte Element), um sie besser von den Neuronen (erstes
Element) und den astrozytischen Neuroglia (zweites Element) zu unterscheiden
(Y Cajal R 1913).

Ihren heutigen Namen erhielten die Zellen vom spanischen Neuroanatomen R.
Hortega. Er trug maldgeblich zur Bestimmung von Form, Funktion und Herkunft
dieser Zellgattung bei. Mikroglia werden daher gelegentlich auch als Hortega-
Zellen bezeichnet. Inm gelang die Differenzierung des dritten Elements in die

3
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Oligodendrozyten und Mikroglia. Hortega entdeckte das Potential der Mikroglia,
sich in zwei verschiedene Erscheinungsformen zu differenzieren: zum einen in
die ruhende und ramifizierte Form im physiologischen und zum anderen in die
amoboide Form im embryonalen und im verletzten ZNS.

Genau wie Robertson und Cajal vermutete auch Hortega den Ursprung der
Mikroglia im mesodermalen Gewebe. Er zeigte, dass die Mikroglia gegen Ende
der Ontogenese und in der frihen postnatalen Phase ins Gehirn einwandern.
Des Weiteren stellte er eine groBe Ahnlichkeit mit der Monozyten-/ Makropha-
genlinie fest, da Mikroglia genau wie Makrophagen migratorische und phagozy-
totische Eigenschaften besitzen (Del Rio-Hortega P 1919, 1932).

1.1.2 Ontogenese und Entwicklung

Zur Herkunft der Mikroglia gab es lange Zeit kontroverse Diskussionen. Heute ist
bekannt, dass Mikroglia im Gegensatz zu allen anderen Gliazellen mesoderma-
len Ursprungs sind, die dem Neuroektoderm entspringen. Amoéboide, erythromy-
eloide Vorlauferzellen aus dem Dottersack wandern ab dem 8. embryonalen Tag
(E8.0) in das sich entwickelnde Gehirn. Die Zahl der einwandernden Vorlaufer-
zellen steigt bis kurz vor der Geburt an. Bereits ab E9.5 lassen sich der hamato-
poetische Marker CD45 sowie adulte Makrophagen-/ Mikroglia- Marker wie
F4/80, CX3CR1 und CD11b nachweisen. Aus den Vorlaufern entwickeln sich
Mikroglia, 95% davon werden in den ersten beiden postnatalen Wochen gebildet.
Im embryonalen und postnatalen Gehirn kommt es dann zur Proliferation der jun-
gen Mikroglia (Alliot F et al. 1999; Ginhoux F et al. 2010; Kierdorf et al. 2013;
Schulz C et al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass postnatale Mikroglia sich
wahrend des gesamten Lebens durch mikrogliale Vorlauferzellen, die das Gehirn
pranatal besiedeln, unabhangig von Makrophagen oder zirkulierenden Monozy-
ten in situ selbst erneuern (Ajami et al. 2007; Ginhoux F et al. 2010). Humane
Mikroglia haben eine Austauschrate von 28% pro Jahr im Median, d.h. im Durch-
schnitt leben sie 4,2 Jahre (Réu P et al. 2017). Die Entwicklung von Mikroglia ist
stark abhangig von den Zytokinen CSF und IL-34, die an CSF-1R binden. IL-34
fordert den Gewebe- spezifischen Signalweg, der fur die Differenzierung der
Mikroglia im ZNS erforderlich ist (Ginhoux F et al. 2010; Ajami et al. 2007). Die
Transkriptionsfaktoren PU.1 und IRF8 sind weitere wichtige Regulatoren myeloi-

der Zellen, u.a. von Makrophagen und Mikroglia (Kierdorf et al. 2013). Dies wurde
4
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in PU.1- defizienten Mausen und Zebrafischen bestatigt, welche mit einem Ver-

lust der Mikroglia assoziiert sind (Herbomel P et al. 2001).

1.1.3 Homoostase
Postnatal beginnen die amoboiden Mikroglia ihre Form zu andern: der Zellkorper
schrumpft und wird spindelférmig, es bilden sich weit verzweigte ,Rami“ (Zellaus-
laufer), die sich Uber ein Gebiet von bis zu 60 um erstrecken. Man bezeichnet sie
jetzt als ruhende, ramifizierte, homoostatische oder auch M0O- Mikroglia. Obwohl
als ,ruhend” bezeichnet, sind sie dennoch standig aktiv. Daher wurde alternativ
der Begriff ,Uberwachungs- Zustand“ (engl.: ,surveilling state“) eingefiihrt, um zu
verdeutlichen, dass die Mikroglia nicht ruhen, sondern auch im physiologischen
Zustand im ZNS verschiedene Funktionen ausuben.

Ihre Auslaufer tasten die Umgebung fortwahrend ca. einmal pro Stunde mit ihren
beweglichen, pseudopodienartigen Fortsatzen ab, ohne dabei das fragile neuro-
nale Netzwerk zu storen und konnen zudem Kontakt zu Nervenzellen, Astrozyten
und Blutgefalten aufnehmen. So kdnnen sie die Gewebehomdostase und -integ-
ritat Gberwachen (Biber K et al. 2007; Gomez-Nicola D, Perry V H 2015; Hanisch
U K, Kettenmann H 2007; Nimmerjahn A et al. 2005; Wake H et al. 2009). Obwohl
Mikroglia mit anderen Zellen in Kontakt treten, berihren sie sich gegenseitig
nicht, d.h. sie haben ihr eigenes autonomes Gebiet im ZNS (Perry V H, Teeling
J 2013).

AuRerdem tragen Mikroglia zur Neurogenese bei. Viele neu gebildete Neurone
und Oligodendrozyten unterliegen der durch Mikroglia geférderten Apoptose und
werden wahrend der Gehirnentwicklung und -reifung anschlie3end von ihnen
phagozytiert. Das wird als entscheidender Prozess fir die Justierung der Anzahl
und Lokalisation der Neurone angesehen (Sierra A et al. 2010; Wakselman S et
al. 2008). Durch die Phagozytose fehlerhafter und redundanter synaptischer Ver-
bindungen und Axone formen Mikroglia einen neuronalen Kreislauf im sich ent-
wickelnden Gehirn. Dieser Mechanismus des ,synaptischen Prunings“ ermdglicht
eine Reifung der Synapsen. Rezeptoren wie CXCR1 und Komplementfaktoren
wie C1q und C3 (CD11b) spielen dabei eine wichtige Rolle (Bialas A R, Stevens
B 2013; Paolicelli R C et al. 2011; Schafer D P, Stevens B 2013). Untersuchun-
gen zeigten, dass der Ligand CX3CL1 in der Zeit der Synapsenreifung hoch ex-
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primiert ist und dass in CX3CR1- defizienten Mausen sich das Pruning verzo-
gerte, u.a. durch eine reduzierte Mikroglia- Zellzahl (Paolicelli R C et al. 2011).
Diese nicht- inflammatorische Phagozytose von Gehirnzellen zahlt zu den Funk-
tionen des homdostatischen Phanotyps (Fourgeaud L et al. 2016).

Des Weiteren fungieren Mikroglia als trophische Unterstitzung fir angrenzende
Neurone durch die Sekretion neurotrophischer Faktoren wie NGF, BDNF, NT3,
FGF oder IGF1, die wiederum Rezeptortyrosinkinasen und die PI3K beeinflussen
(Shi S H et al. 2003).

Durch verschiedene Mechanismen werden die Mikroglia in ihrem homdoostati-
schen Zustand gehalten. Neurone unterdriucken z.B. die Mikrogliaaktivierung
durch Zell- Zell- Kontakte, dabei bindet CX3CL1 auf Neuronen an CX3CR1 auf
den Mikroglia. Mause mit fehlendem CX3CR1 zeigten einen hyperaktiven
Mikrogliaphanotyp und einen ausgepragten Neuronenuntergang (Cardona A E et
al. 2006). Auch die mikroglialen Rezeptoren CD45, CD200R oder CD172 hem-
men die mikrogliale Zellaktivitat durch Interaktion mit den zugehdérigen neurona-
len Oberflachenrezeptoren CD22, CD200 und CD47 (Mott R T et al. 2004;
Ransohoff R M, Cardona A E 2010). In CD200- defizienten Mausen wurde de-
monstriert, dass die Mikrogliazellen eine weniger ramifizierte Morphologie zeig-
ten und sich kompensatorisch die CD11b und CD45- Expression erhohte (Hoek
R M et al. 2000).

Mehrere Gene wurden identifiziert, die auf adulten MO- Mikroglia hochreguliert
sind und sie in diesem Zustand halten, wie z.B. Siglec-H, die in aktivierten Mikrog-
lia hingegen weniger exprimiert sind (siehe Abb. 1) (Krasemann S et al. 2017;
Butovsky et al. 2014; Matcovitch-Natan et al. 2016; Buttgereit A et al. 2016).
Zusatzlich tragen auch Transkriptionsfaktoren zur Aufrechterhaltung des homo-
ostatischen Phanotyps bei. Zusso M et al. (2012) konnten nachweisen, dass
RUNX-1 nicht nur eine wichtige Rolle in der Regulierung von Proliferation und
Gewebshomdostase postnataler Mikroglia spielt, sondern dariber hinaus den
Ubergang von amdboiden zu ramifizierten Mikroglia unterstitzt. In einer Studie
wurde der Transkriptionsfaktor MEF2C beschrieben, der in homdostatischen
Mikroglia die inflammatorische Antwort unterdriickt und dessen Expression im
Alterungsprozess sinkt (Matcovitch-Natan et al. 2016). Das SALL1- Gen, das an
der kortikalen Neurogenese beteiligt ist, hemmt vermutlich reaktive Mikroglia und
vermittelt einen homdostatischen Uberwachungszustand (Buttgereit A et al.
2016).
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1.1.4 Aktivierung

Mikroglia werden durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert, u.a. durch neuronale
Schaden und Infektionen unterschiedlicher Ursache mit dem Ziel, die Gewebsho-
moostase wiederherzustellen. Die Transformation der fein verzweigten, ruhen-
den Mikroglia in vergréfRerte Zellen mit kurzen und dicken Auslaufern bis hin zur
amoboiden Form ist ein Kennzeichen der mikroglialen Zellaktivierung. Durch die
Aktivierung kommt es zur Veranderung ihres molekularen Profils und ihrer Funk-
tion. Sie setzen vermehrt inflammatorische Zytokine frei, phagozytieren abgestor-
bene Zellen und versuchen den Gewebeumbau zu unterstitzen (Kettenmann H
et al. 2011).

Um die verschiedenen Funktionszustande zu charakterisieren, wurden Mikroglia
bisher haufig anhand der M1/M2- Klassifikation der Makrophagen unterteilt. Neue
Ergebnisse zeigen jedoch, dass diese Einteilung in eine klassische proinflamm-
atorische und alternative antiinflammatorische Aktivierung nicht auf Mikroglia
Ubertragbar ist und sich fur das Verstandnis der komplexen Vorgange der Mikrog-
liaaktivierung mehr hinderlich als forderlich darstellt (Ransohoff R M 2016). Es ist
erwiesen, dass Mikroglia unterschiedliche Zustande der Aktivierung einnehmen
konnen, allerdings wurden bis heute noch keine klaren Phanotyp- Identitaten
charakterisiert.

Eine akute, proinflammatorische Aktivierung der Mikroglia kann durch unter-
schiedliche Stimuli wie LPS aus gramnegativen Bakterien, ausgeldst werden. In
gealterten Mikroglia und bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen
beschrieb man den Zustand der ,primed“ Mikroglia. Dieser hypersensitive Pha-
notyp entsteht durch eine chronische Aktivierung. Man kann diesen Phanotyp
allerdings nicht eindeutig einer pro- oder antiinflammatorischen Polarisierung zu-
ordnen, da keine Ubermalligen Mengen an Zytokinen produziert werden. Erst
durch einen proinflammatorischen Stimulus wird vermutlich ein hyperreaktiver
Zustand ausgelost, der durch die vermehrte Produktion von Zytokinen und ande-
ren Molekilen zur Neurotoxizitat beitragt. Die Signalwege, durch die Mikroglia
,geprimed” werden, sind allerdings immer noch unklar (Holtman | R et al. 2015).
Zwei weitere Begriffe zur Beschreibung aktivierter Mikrogliaphanotypen wurden
kurzlich vorgeschlagen: die ,disease-associated microglia“, kurz DAM (Keren-
Shaul H et al. 2017), und als eine Art Untergruppe die ,microglia of neurodege-
nerative disease®, kurz MGnD (Krasemann S et al. 2017). DAM beschreiben zum
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einen aktivierte Mikroglia, die versuchen, die Gewebshomdostase durch Rege-
neration der Neurone wiederherzustellen und zum anderen pathologische
Mikroglia wie die MGnD, die zur Neurodegeneration beitragen.

Mehrere Signaturgene und Chemokine wurden beschrieben, die in aktivierten
Mikroglia induziert, aber wahrend der Homoostase runterreguliert sind (siehe
Abb. 1). Als wichtiges Beispiel wurde vor Kurzem der ApoE-TREM2- Signalweg
von Krasemann S et al. untersucht. LILRB4 wurde ebenfalls als DAM- assoziier-
ter Rezeptor beschrieben, der auf aktivierten Mikroglia hochreguliert wird (Voet
S etal. 2018).

Als Hauptimmunzellen des ZNS exprimieren Mikroglia viele Rezeptoren, die exo-
gene Pathogen- assoziierte molekulare Muster erkennen (PAMPs). Beispiele die-
ser Muster- erkennenden Rezeptoren (PRRs) sind die auf und in Mikroglia loka-
lisierten Toll- artige Rezeptoren (TLRs) und die zytoplasmatischen NOD- artigen
Rezeptoren (NLRs) (Blasius A L, Beutler B 2010; Kawai T, Akira S 2011). Mikrog-
lia exprimieren alle TLRs und gelten als wichtigste Sensoren der PAMPs im ZNS
(Olson J K, Miller S D 2004). TLRs und NLRs kdnnen zusatzlich auch endogene
Schadens- assoziierte molekulare Muster (DAMPs) erkennen. Dabei handelt es
sich um metabolische Produkte und Moleklle toter Zellen, die z.B. durch neuro-
nale Verletzungen freigesetzt werden. Eine Aktivierung der PRRs, z.B. durch ei-
nen pathogenen Erreger, bewirkt ebenfalls eine Mikrogliaaktivierung. Durch eine
anhaltende Aktivierung kann es allerdings zur pathologischen Inflammation und

Neurodegeneration im ZNS kommen (Saijo K, Glass C K 2011).
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Mikrogliaentwicklung Homoostatische Mikroglia (adult)
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Abb. 1: Mogliche Darstellung der Mikrogliaphanotypen

Dargestellt wurden die verschiedenen Entwicklungsstufen und Erscheinungsformen der Mikroglia in einem
vereinfachten Modell. Uberlappungen zwischen den einzelnen Phénotypen sind méglich. Es wurde eine
Auswahl an Rezeptoren abgebildet, die besonders auf homdostatischen oder auf aktivierten Mikroglia ex-
primiert sind (komplette Auflistung siehe z.B. Butovsky et al. (2014) oder Krasemann S et al. (2017)). Re-
zeptoren, die im ZNS ausschlielich auf Mikroglia nachzuweisen sind und daher gut als Marker genutzt
werden kdénnen, wurden mit * markiert. Nicht dargestellt wurden primare Mikroglia und mikrogliale Zelllinien,
die auch ihre eigene molekulare Signatur besitzen und von den hier dargestellten Phanotypen abzugrenzen
sind.

1.1.5TGF

TGFB gehort zu einer Familie multifunktioneller Zytokine, die allgemein an Pro-
zessen wie Proliferation, Migration, Differenzierung, Uberleben und Tod von Zel-
len beteiligt sind (Kawabata M 1998). TGFB1 zahlt zu den wichtigsten antiin-
flammatorischen Zytokinen fir Makrophagen und Mikroglia und gilt als entschei-
dende Isoform fur das angeborene und adaptive Immunsystem (Travis M A,
Sheppard D 2014; Kelly A et al. 2017). Hauptsachlich wird TGF[3 von Astrozyten
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gebildet, kann aber auch autokrin von Mikroglia sezerniert werden (Kiefer et al.
1995). Freigesetztes TGFB bindet den homodimeren TGFBR2, ein Serin-Threo-
nin- Kinase- Rezeptor. Dieser bildet mit TGFBR1 einen tetrameren Komplex.
TGFBR1 ist dadurch phosphoryliert und aktiviert. Uber SMAD- Proteine oder
nicht- SMAD- abhangige Signalwege kommt es zur intrazellularen Signalweiter-
leitung und Regulierung der Transkription (Massagué J, Wotton D 2000).
Experimente mit TGFB1-- defizienten Mausen zeigten, dass es postnatal zu ei-
nem Wasting- Syndrom mit inflammatorischen Zellinfiltrationen kommt (Shull M
M et al. 1992; Kulkarni A B, Karlsson S 1993). Au3erdem kam es wahrend der
embryonalen Entwicklung entweder zum Tod oder neonatal zu Neurodegenera-
tion, einem verminderten Uberleben von Neuronen, einem Verlust von Mikroglia
und einer Infiltration von Monozyten ins ZNS (Brionne T C et al. 2003; Butovsky
et al. 2014). Es konnte gezeigt werden, dass TGF[3 die Neurogenese (Dias J M
et al. 2014), Gliogenese (Stipursky J et al. 2014), Myelination (Palazuelos J et al.
2014) und das synaptische Pruning (Bialas A R, Stevens B 2013) reguliert. TGFf
ist fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung homdostatischer Mikroglia von ent-
scheidender Bedeutung, was durch das Fehlen von Mikroglia in TGF(1- defizi-
enten Mausen bestatigt werden konnte (Butovsky et al. 2014). In vitro- Experi-
mente zeigten, dass TGFB1- defiziente Mikroglia ein kiirzeres Uberleben aufwei-
sen und durch die Expression von proinflammatorischen Aktivitatsmarkern in ei-
nen aktivierten Zustand versetzt werden (Spittau et al. 2013). In dem Zusammen-
hang wurde demonstriert, dass in mit M-CSF und TGF kultivierten Mikroglia das
Signal proinflammatorischer Gene inhibiert wird (Butovsky et al. 2014). Des Wei-
teren wurde nachgewiesen, dass TGF(31 eine wichtige Rolle spielt, die Mikroglia
im MO- Uberwachungszustand zu halten, um so eine ungewollte Aktivierung mit
mdglichen neuronalen Schaden zu verhindern (Spittau et al. 2013). Z.B. reduziert
TGFB1 die Aktivierung von Mikroglia und BV2- Zellen durch LPS, da man eine
verminderte Produktion proinflammatorischer Zytokine zeigen konnte (Kim S S
et al. 2004).

1.16 LP

Lipopolysaccharide (LPS) sind in der aul3eren Membran gram-negativer Bakte-

rien zu finden und bestehen aus Fett- und Zuckerbestandsteilen (Rietschel E T,

Brade H 1992). Beim Zerfall der Bakterien wird LPS im Blut vom Serumprotein
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LPS- bindendes- Protein (LBP) erkannt und gebunden. Dieser Komplex bindet
wiederum an den Membranrezeptor CD14. Fir eine intrazellulare Signaltrans-
duktion geht CD14 eine funktionelle Verbindung mit dem TLR4 auf der Mikroglia-
membran ein. Uber eine Signalkaskade kommt es zur Aktivierung der MAP- Kina-
sen und NF-kB. Die Transkription bestimmter Gene wird hochreguliert und als
Folge kommt es zur Ausschittung proinflammatorischer Zytokine.

LPS kann uber die zirkumventrikularen Organe die Blut- Hirn- Schranke passie-
ren und so an Mikroglia binden, die dadurch in einen aktivierten Phanotyp ver-
setzt werden. Dabei stellt LPS einen sehr starken Reiz der akuten Aktivierung
dar. Durch die Sekretion proinflammatorischen Zytokine wirkt LPS potentiell neu-
rotoxisch (Rivest S et al. 2000). Daher wird LPS sehr oft experimentell fur eine

Aktivierung von Mikrogliazellen verwendet (Nakamura Y 2002).

1.7 Siglec-H

Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins, kurz Siglecs, sind vorwiegend auf
Leukozyten exprimiert und werden charakteristisch auf bestimmten Zelltypen ex-
primiert (Zhang J et al. 2006). Siglec-H ist ein Nagetier- spezifisches Singlepass-
Transmembranprotein, das zur CD33- verwandten Siglec- Familie gehdrt
(Macauley M S et al. 2014). Es wurde als spezifischer Marker fur Mikroglia im
ZNS und fur plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) beschrieben, kommt
aber auch auf Milz- und Lymphknotenmakrophagen, sowie auf dendritischen Vor-
lauferzellen aus dem Knochenmark vor (Blasius A L et al. 2006; Zhang J et al.
2006; Schlitzer A et al. 2015). Im ZNS kann Siglec-H genutzt werden, um Mikrog-
lia von ZNS- assoziierten Makrophagen und ZNS- infiltrierenden Monozyten zu
unterscheiden, welche diesen Rezeptor (bis auf wenige Ausnahmen) nicht expri-
mieren. Siglec-H kommt im Gegensatz zu anderen Mikroglia- spezifischen Mar-
kern auf mikroglialen Vorlaufern und auf reifen Mikroglia vor, sowohl im homoo-
statischen, als auch im aktivierten Zustand (Konishi et al. 2017).

Siglec-H gilt als Oberflachenrezeptor, der internalisiert werden kann und dessen
Liganden bisher noch nicht identifiziert wurden. Er besitzt die Fahigkeit zur Pha-
gozytose, Endozytose und Antigenprasentation (Blasius A L et al. 2006; Kopatz
et al. 2013). Blasius A L et al. vermuteten eine antiinflammatorische Funktion, da
Siglec-H die IFN1- Produktion in pDCs hemmt. Daruber hinaus konnten Takagi

H et al. (2011) und Schmitt H et al. (2016) zeigen, dass in Siglec-H defizienten
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Mausen die proinflammatorische IFN1- Produktion durch eine Ubermalige Akti-
vierung des NF-kB- Signalwegs in pDCs induziert wird und dass es bei Siglec-H-
Knockout- Mausen zu Autoimmunreaktionen kommt. Dies Iasst vermuten, dass
Siglec-H dazu beitragt, die Entstehung von Autoimmunkrankheiten zu verhin-
dern. Es wurde herausgefunden, dass ein Siglec-H- Knockdown die proinflamm-
atorische Zytokinproduktion In Mikroglia férdert, ohne die mikrogliale Proliferation
zu beeinflussen. Siglec-H gilt daher als Suppressor proinflammatorischer Immun-
antworten in aktivierten Mikroglia (Konishi et al. 2017). Butovsky et al. (2014)
konnten nachweisen, dass in TGFB1R” Mausen die Siglec-H Expression stark
vermindert ist.

Ebenfalls charakteristisch fiir Siglecs ist ihre Ig- artige extrazellulare Domane und
die Signaltransduktion tber ein ITIM oder ITIM- &hnliches Motiv (siehe 1.2.1 und
1.2.2). Siglec-H stellt einen Sonderfall dar, da es kein Tyrosin- basiertes Signal-
motiv besitzt (Zhang J et al. 2006) und vermittelt stattdessen sein inhibitorisches
Signal Uber das Adapterprotein DAP12, das wiederum an ein ITAM gekoppelt ist
(siehe Abb. 2) (Blasius A L et al. 2006). Paradoxerweise vermittelt DAP12 auch
proinflammatorische Immunantworten, z.B. Uber den TREM2- ApoE- Signalweg.
Siglec-H und TREM2 scheinen daher als entgegengesetzte Regulatoren zwi-
schen Homoéostase und Mikrogliaaktivierung zu fungieren (Konishi H, Kiyama H
2018).

Transmembrane Doméne

DAP12

LD — &

positiv geladener Lysinrest

negativ geladener Aspartatrest

N- terminale V-Set Doméne

ITAM

C2-Set Domidne

Siglec-H

Abb. 2: Maus- spezifisches Singlepass- Transmembranprotein Siglec-H
Siglec-H besitzt 2 extrazellulare Ig- Doménen und einen positiv geladenen transmembranen Lysinrest. Uber
die entgegengesetzt geladenen Aminosaurereste ist Siglec-H an DAP12 gekoppelt, welches das Signal Gber
ein ITAM weiterleitet.
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1.2 LILRB4

1.2.1 Die Homoéostase des Immunsystems durch ITAMs und ITIMs

FUr das Immunsystem ist eine Homoostase zwischen aktivierenden und inhibito-
rischen Signalen wichtig, um die Starke ihrer Immunantwort feinabzustimmen.
Haufig werden diese Signale durch das Zusammenspiel von Immun- Rezeptor
Tyrosin- basierten inhibitorischen (Vivier E, Daéron M 1997) und aktivierenden
Motiven (Cambier J C 1995a, 1995b), kurz ITIMs und ITAMs, vermittelt. Eine
Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten von ITAMs kann inflammatorische
Immunreaktionen begunstigen, wodurch z.B. autoimmunologische Erkrankungen
ausgelost werden (Clynes R et al. 1999; O'Keefe T L et al. 1999; Bolland S,
Ravetch J V 2000; Zhou J S et al. 2005). Auf der anderen Seite kann sie sich
hingegen negativ bei verschiedenen Krebserkrankungen auf3ern (Zhang F et al.
2015; Kang et al. 2016).

Man vermutet, dass inhibitorischen Rezeptoren mit ITIMs nur im Zusammenspiel
mit ITAM- ass. aktivierenden Rezeptoren ihre Funktion entfalten konnen
(Billadeau D D, Leibson P J 2002; Isakov N 1997). Es ist anzunehmen, dass die
Intensitat und Dauer, als auch die Schwelle zur Auslésung einer Immunantwort
malfdgeblich durch das Verhaltnis von aktivierenden und inhibitorischen Rezepto-
ren auf der Zelloberflache bestimmt wird (Ravetch J V, Lanier L L 2000).
Mikroglia exprimieren, als wichtigste Immunzellen des ZNS, verschiedene Re-
zeptoren, welche die ITAM- und ITIM- Signalkaskade auslosen. ITAM- ass. Re-
zeptoren begunstigen die Mikrogliaaktivierung, Phagozytose und Migration. ITIM-
ass. Rezeptoren wie die Siglecs haben eine gegenregulatorische Funktion und
kénnen neuroinflammatorische Prozesse abmildern (Linnartz B, Neumann H
2013). Eine Dysbalance kann im ZNS durch chronische Inflammation zu Neuro-
degeneration fuhren (Linnartz et al. 2010).

1.2.2 Signaltransduktion der ITAMs und ITIMs

Die leukocyte immunoglobulin-like receptors, kurz LILRs, zu denen auch LILRB4
zahlt, sind eine Gruppe angeborener Immunrezeptoren myeloider und lymphoi-
der Zellen, die ihr inhibitorisches oder aktivierendes Signal uber ITIMs oder
ITAMs vermitteln (van der Touw W et al. 2017).
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Durch Bindung eines Liganden an ITAM- ass. Rezeptoren, wie die LILRAs, wer-
den die Src- Familie- Kinasen aktiviert, welche die Tyrosinreste der ITA- Motive
phosphorylieren. Dadurch kommt es zur Rekrutierung der Milz- Tyrosin- Kinase,
kurz Syk, in myeloiden Zellen und des - assoziierten Proteins von 70 kDa, kurz
Zap-70, in Lymphozyten (Futterer K et al. 1998). Syk und Zap-70 kénnen dann
eine Reihe nachfolgender Proteine durch Phosphorylierung aktivieren, wie z.B.
die Phosphatidylinositol 3- Kinase (PI13K) oder das SH2 domain-containing leu-
kocyte protein of 76 kDa (SLP-76), das wiederum die Mitogen- aktivierte Protein-
Kinase (MAPK) und die Phosphoinositid- Phospholipase y (PLCy) aktivieren
kann (Sada K et al. 2001; Samelson L E 2002).

Inhibitorische Rezeptoren mit ITI- Motiven, wie LILRB4, benétigen eine Co- Akti-
vierung von ITAM- assoziierten Rezeptoren, da sie zur Rekrutierung von Phos-
phatasen (wie SHP und SHIP) aktivierte Kinasen als Substrat bendétigen. Nach
der Ligandenbindung und der Co- Aktivierung werden auch bei inhibitorischen
Rezeptoren die Src- Familie- Kinasen aktiviert, welche die Tyrosinreste der ITI-
Motive phosphorylieren (Billadeau D D, Leibson P J 2002). Daraufhin docken Scr
homologon 2 domain containing phosphatases (SHP1 und SHP2) und SH2- con-
taining inositol polyphosphate 5-phosphatases (SHIPs) an und werden aktiviert
(Ravetch J V, Bolland S 2001; Kang et al. 2016). SHIP hydrolysiert Phosphatidy-
linositol (3,4,5) -triphosphat (PIP3) zu Phosphatidylinositol (3,4) - diphosphat
(PIP2). Auf diese Weise wird eine Aktivierung der PLCy verhindert, es kann kein
Calcium freigesetzt werden und folglich wird die Zellaktivierung gehemmt
(Damen J E et al. 2001). SHPs und SHIPs dephosphorylieren Tyrosinreste ver-
schiedener Signalmolekile, wodurch die komplette Aktivierungskaskade ge-
hemmt wird. Dazu zahlen ITAMs, Src- Kinasen, Zap-70, Syk, PLCy und PI3K.
Dementsprechend kommt es durch die Aktivierung von ITIM- ass. Phosphatasen

zu einer Hemmung der Immunzellaktivierung (van der Touw W et al. 2017).
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Abb. 3: LILRB4- vermittelte Hemmung der Monozytenaktivierung (Park M
2016)

Ein Antigen vernetzt einen ITIM- assoziierten inhibitorischen Rezeptor (LILRB4) und einen ITAM- assoziier-
ten aktivierenden Rezeptor (z.B. FcyRI) und bewirkt so deren gleichzeitige Aktivierung. Der aktivierende
Rezeptor vermittelt sein Signal Gber ein Adaptermolekul (wie FcRy oder DAP12). ITIMs und ITAMs werden
durch Src- Familie Kinasen phosphoryliert (p) und damit aktiviert. Die phosphorylierten ITAMs vermitteln ein
Aktivierungssignal durch Phosphorylierung der Proteinkinase Syk. Phosphorylierte ITIMs rekrutieren hinge-
gen die Tyrosinphosphatase SHP-1, die das Aktivierungssignal durch Dephosphorylierung der Protein-
kinase Syk hemmt.

1.2.3. Nomenklatur der LILRs

Zur einheitlichen Benennung der Rezeptorfamilie einigte man sich auf die offizi-
elle Bezeichnung leukocyte immunoglobulin-like receptors, kurz LILRs. Alternativ
kommen in der Literatur gelegentlich noch die Bezeichnungen immunoglobulin-
like transcripts (ILTs), myeloid inhibitory receptors (MIRs) und CD85a-m vor
(Cosman et al. 1997; Colonna M et al. 1997; Cella M et al. 1997; Colonna M et
al. 1999).

Man unterteilt die LILRs in drei Hauptgruppen, basierend auf ihrer Struktur und
Funktion (Martin A M et al. 2002): die aktivierenden LILRAs, die inhibitorischen
LILRBs und die l6slichen LILRs (Brown D et al. 2004). Bisher sind 13 verschie-
dene LILR- Gene bekannt: 6 aktivierende, 5 inhibitorische und 2 Pseudo- Gene
(LILRP1 und LILRP2).

LILRB4 wurde erstmal von Arm J P et al. (1997) und Borges L et al. (1997) be-
schrieben. Sein murines Ortholog nennt sich gp49B1. Allerdings beschrankte
man sich zur Vereinfachung in dieser Dissertation meist auf die Bezeichnung LI-
LRB4.
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1.2.4 Struktur und Liganden von LILRB4

Inhibitorische LILRs besitzen 2- 4 extrazellulare lg- Domanen, eine transmemb-
rane Domane und 2- 4 zytoplasmatische ITIMs als lange zytosolische Domane
(s. Abb. 3 und 4).
Die Bedeutung der unterschiedlichen Anzahl der zytoplasmatischen ITIMs ist bis-
lang noch unklar. Méglicherweise ist der Typ und die Anzahl der Phosphatasen,
die rekrutiert werden, abhangig von der Anzahl der ITIMs.
LILRB4 besitzt 3 zytoplasmatische ITIMs. Das murine Ortholog gp49B1 hat im
Gegensatz zum humanen LILRB4 nur 2 ITIMs. Au3erdem hat LILRB4 2 SH3-
Bindungsmotive zwischen den drei ITIMs und eine Prolin- reiche Region in seiner
intrazellularen Domane.
LILRB4 ist das einzige inhibitorische Mitglied mit nur 2 extrazellularen C2- Typ
Ilg- Doméanen, wahrend alle anderen Rezeptoren der LILRBs 4 extrazellulare Do-
manen besitzen. Eine Besonderheit ist die hohe Homologie der extrazellularen
Domane der LILRs mit 63 - 84 %. Das kann eine Ursache daflr sein, dass LILRs
sich Liganden zur Aktivierung teilen knnen, was einen synergistischen Effekt zur
Folge hat (Colonna M et al. 1998; Colonna M et al. 1999; Fanger N A et al. 1999;
Borges L, Cosman D 2000). Die extrazellulare Domane von LILRB4 hat ver-
gleichsweise die niedrigste Homologie unter den LILRBs zu LILRB1 (der LILR,
der am besten auf Liganden untersucht wurde) (Borges L, Cosman D 2000). Die
Anzahl der extrazellularen Ig- Domanen beeinflusst die Affinitat und Spezifitat fur
Liganden (Hulett M D et al. 1991; Allen J M, Seed B 1989). Eine mogliche
Schlussfolgerung ware, dass LILRB4 einzigartige Liganden binden kann. Jedoch
wurden bisher fir LILRB4 noch keine Liganden identifiziert (Pitcher L A, van Oers
N S C 2003). Eine MHC- Bindung ist fur LILRB4 aufgrund der Konformation und
Elektrostatik nicht moglich (Cheng et al. 2011). Fur gp49B1 konnte Integrin av3
als einziger Ligand beschrieben werden (Castells M C et al. 2001; Daheshia M
et al. 2001).
Von einigen LILRs (LILRA1,2,5 und LILRB1,4) kénnen |6sliche Rezeptorisofor-
men durch alternatives mRNA- Splicing hergestellt werden (Borges et al. 2003;
Suciu-Foca et al. 2007; Des Jones et al. 2009).
Die meisten LILRs besitzen mindestens 2 N- terminale Glykosylierungen in ihrer
extrazellularen Domane. Bei der Glykosilierung werden Zuckermolekule an Pro-
teine durch eine posttranslationale Modifikation angeheftet (Apweiler R 1999).
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Der Sinn der Glykosilierung besteht in einer unspezifischen Schutzfunktion vor
Proteasen und gegenseitigen Proteininteraktionen. Auch die Bindungsaffinitat fur
Liganden wird durch die Modifikation beeinflusst (Isaji T et al. 2006; Zhao Y et al.
2008; Takahashi M et al. 2009). Die einzige Ausnahme ist LILRB4, der keine
Glykosilierung aufweist.

LILRB1 LILRB2 LILRB3  LILRB4 LILRB5

| M
100% 82% 70% 63% 66%
- . potentielle N-verlinkte l t llulsrer Stiel
D Ig- artige Doméane @ glykosilierte Seite extrazellularer Stie

Abb. 4: Die extrazellulare Doméne der LILRB- Rezeptorfamilie (Lu H K 2011)

LILRs besitzen 2-4 Ig-artige, extrazellulare Doménen. Die meisten LILRs besitzen mehrere glykosylierte
Seiten, mit Ausnahme von LILRB4. Die Prozentanteile entsprechen der Aminosaure- Ubereinstimmung der
extrazelluldaren Doméane, verglichen mit LILRB1.

1.2.5 Genetische Polymorphismen

Allgemein kdnnen Rezeptorpolymorphismen die Expression, Funktion und Bin-
dung gegenuber Liganden beeinflussen (Yawata M et al. 2006). Bei LILRB4 wur-
den bisher 15 SNPs identifiziert, d.h. es gibt 15 einzigartige Varianten des Re-
zeptors. Damit ist er wahrscheinlich der am meisten polymorphe Rezeptor seiner
Familie (Chang C C et al. 2008). Die Bedeutung der Vielfaltigkeit von LILRB4 ist
allerdings noch ungeklart. Man vermutet, dass bestimmte LILR- Polymorphismen
eine immunologische Dysbalance durch funktionelle Defekte des Rezeptors evo-
zieren konnen und so die Anfalligkeit fur Krankheiten provozieren. Ein Zusam-
menhang zu autoimmunologischen Erkrankungen konnte bereits gezeigt werden
(Koch S et al. 2005; Mamegano K et al. 2008; Ordériez D et al. 2009).
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1.2.6 Expression von LILRB4

LILRB4 ist auf dendritischen Zellen, Monozyten, von Monozyten abgeleiteten Os-
teoklasten, Makrophagen (Borges L et al. 1997; Cella M et al. 1997), Mikroglia
(Kamphuis W et al. 2016; Zoller T et al. 2018), Endothelzellen (Kim-Schulze S et
al. 2006) und Mastzellen (Tedla N et al. 2008) exprimiert. Auf B- Zellen ist LILRB4
bei Leukamiepatienten exprimiert (Colovai A | et al. 2007). Gp49B1 wurde zu-
satzlich auf Neutrophilen (Zhou J S et al. 2003), NK- Zellen (Wang L L et al. 2000)
und T- Zellen (Gu X et al. 2003) identifiziert.

1.2.7 Funktion von LILRB4
Klinisch zeigte sich, dass LILRB4 immunsuppressiv wirkt und eine Immuntole-
ranz herbeiflhrt. Das Expressions- Level von LILRB4 ist mit Tumor-, Autoimmun-
und inflammatorischen Erkrankungen assoziiert.
LILRB4 ist einerseits bei Pankreaskarzinom- Patienten mit schlechter Prognose
(Cortesini R 2007), auf B- Zellen bei Patienten mit CLL (Colovai A | et al. 2007)
und bei Patienten mit monozytarer AML hochreguliert (Deng et al. 2018). Bei den
Patienten mit AML konnte nachgewiesen werden, dass LILRB4 eine Suppression
der T- Zellen bewirkt und die Infiltration der Tumorzellen fordert, da sie vom Im-
munsystem weniger angegriffen werden (Deng et al. 2018). Es konnte gezeigt
werden, dass Probanden mit Melanom, kolorektalem- oder Pankreaskarzinom im
Vgl. zur Kontrollgruppe signifikant haufiger I6slichen LILRB4 im Serum aufwiesen
(40% im Vgl. zu 6%) (Suciu-Foca et al. 2007). LILRB4 ist auch auf myeloiden
Suppressorzellen bei Lungenkrebs- Patienten exprimiert. Dabei war eine erhdhte
LILRB4- Expression mit einem schlechtem Outcome assoziiert (de Goeje P L et
al. 2015).
Auf der anderen Seite haben Studien zu Organtransplantationen gezeigt, dass
Herztransplantatempfanger ohne eine Allograft- Ablehnung hochregulierten LI-
LRB4 auf dendritischen und endothelialen Zellen aufwiesen (Chang C C et al.
2002; Manavalan J S et al. 2004). Loslicher LILRB4 ist in der Lage T- Zell- ver-
mittelte Zytotoxizitat und Proliferation zu hemmen und die Differenzierung regu-
latorischer T- Zellen zu fordern (Vlad G et al. 2006). Auf3erdem konnte durch eine
Behandlung mit I6slichem LILRB4 eine Allograft- Transplantatablehnung pankre-
atischer Inselzellen verhindert werden (Vlad G et al. 2008).
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Uber eine SHP-1 Rekrutierung hemmt LILRB4 die FceRI (IgE)- vermittelte Mast-

zellaktivierung. LILRB4”- defiziente Mause entwickelten haufiger und schwerer
Mastzell- abhangige anaphylaktische Inflammationen. Weiterhin kam es, durch
die Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten mit LPS, in den LILRB4- defizi-
enten Mausen zu deutlich starkeren pathologisch inflammatorischen Antworten.
Die schnelle Hochregulierung von LILRB4 in LILRB4** Mausen lasst eine gegen-
regulatorische Funktion vermuten, um pathologische Inflammationen zu begren-
zen (Katz H R 2007).

Gu X et al. (2003) konnten darlegen, dass die IFNy- Produktion in T- und NK-
Zellen in LILRB47- defiziente Mausen im Vgl. zu LILRB4** M&dusen erhoht ist.
Des Weiteren wurde eine erhohte LILRB4- Expression in humanen und murinen
atherosklerotischen Plaque- ass. Makrophagen beschrieben. In LILRB4 defizi-
enten Mausen konnten in vivo und in vitro aufgrund einer verringerten SHP-1
Phosphorylierung proinflammatorische Effekte durch ein erhdhtes NF-kB-Signal
nachgewiesen werden. Die LILRB4- Defizienz beschleunigte atherosklerotische
Lasionen und die Plaqueinstabilitat. (Jiang Z et al. 2017).

Zhou J S et al. (2005) zeigten, dass LILRB4 auf Neutrophilen Granulozyten nach
LPS- Injektion sehr schnell hochreguliert wurde. Durch die LILRB4- ass. Suppri-
mierung von Schlusselzytokinen und -chemokinen wurde die pathologische In-
flammation bei RA und Synovitis runterreguliert. In den Versuchen stellte man
eine Aggravation der klinischen Symptome (Gelenkschwellung) in LILRB4-- defi-
zienten Mausen und ein Maximum der Symptome nach 7- tagiger LPS Behand-
lung fest.

Man stellte in RT- PCR Analysen fest, dass LILRB4 auf Makrophagen und dend-
ritischen Zellen durch eine Behandlung mit Salmonella typhimurium bzw. mit LPS
hochreguliert wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass LILRB4 eine wichtige Rolle
zur Limitierung der Immunantwort wahrend Infektionen spielt. Dies erfolgt z.B.
durch eine Hochregulierung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und durch
eine Runterregulierung proinflammatorischer Zytokine wie IL-8 in vitro (Brown D
P et al. 2009).

Auf dendritischen und endothelialen Zellen wurde wiederum gezeigt, dass IL-10
LILRB4 hochregulieren kann (Gleissner C A et al. 2007). Neben IL-10, kbnnen
auch Kortikosteroide, Vitamin D3 und Aspirin LILRB4 hochregulieren (Rea D et
al. 2000; Penna G et al. 2005; Buckland M et al. 2006), Rapamycin (Fedoric B
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Krishnan R 2008) und TNFa (Ju X S et al. 2004) kdnnen hingegen LILRB4 run-
terregulieren.

LILRB4 kann Uber den ITIM- ass. Signalweg die Calcium- Mobilisierung und so
die Zellaktivierung von Monozyten hemmen, nachdem sie durch CD11b, HLA-
DR und FcyR3 stimuliert wurden. Es wurde belegt, dass LILRB4 auch die APC-
Aktivierung negativ reguliert und dartber hinaus der Antigenaufnahme und -pra-
sentation dient (Cella M et al. 1997). Des Weiteren kann LILRB4 die FcyRI
(CD64)- vermittelte Monozytenaktivierung hemmen. FcyRIl vermittelt u.a. die
Zellaktivierung, Phagozytose und den oxidativen Burst. In dem Zusammenhang
wurde LILRB4 als potenter Inhibitor proinflammatorischer Zytokine, wie TNFa,
beschrieben (Lu H K et al. 2009).

1.2.8 LILRB4- Expression auf Mikroglia

Kamphuis W et al. (2016) beschrieben die Expression von LILRB4 auf CD11c*
Mikroglia. Anhand eines Mausmodells fur Alzheimer Demenz fanden sie heraus,
dass diese aktivierten Mikroglia durch die Aufnahme und den Abbau von AR ver-
mutlich der Plaquebildung entgegenwirken konnen. Die u.a. erhohte Expression
von LILRB4 liel3 eine immununterdrickende/ immuntolerierende Wirkung der
CD11c* Mikroglia vermuten. Auch Krasemann S et al. (2017) konnten in Maus-
modellen fur ALS, MS und AD eine erhéhte Genexpression von LILRB4 in
Mikroglia nachweisen. In gealterten kortikalen, CD11b*/CD45"°" Mikroglia (24
Monate alte Mause im Vgl. zu 6 Monate alten Mausen) zeigte sich ebenfalls eine
Hochregulierung von Genen, die mit der Immunfunktion zusammenhangen, ein-
schlieBlich LILRB4 (Zdller T et al. 2018). Auf Makrophagen wurde bereits eine
erhohte LILRB4- Expression durch die Aktivierung des NF-kB- Signalwegs fest-
gestellt (Jiang Z et al. 2017). Auch das NF-kB Regulatorprotein A20 spielt eine
entscheidende Rolle in der Kontrolle der Mikrogliaaktivierung und Neuroinflam-
mation, indem es die NF-kB- Aktivierung hemmt. Voet S et al. (2018) konnten in
A20- Knockout Mausen eine hochregulierte Genexpression von LILRB4 nach-

weisen.
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Mikroglia gelten als Hauptimmunzellen des ZNS. Sie werden durch verschiedene
Faktoren beeinflusst, welche die Mikroglia in unterschiedliche Funktionszustande
der Homoostase und Aktivierung versetzen. TGFB zahlt zu den wichtigsten Ho-
mdostase- Faktoren, wahrend LPS einen klassischen Faktor der akuten Aktivie-
rung darstellt.

LILRB4 tragt durch seine ITIM- assoziierte Signaltransduktion zur Homoostase
im peripheren Immunsystem bei. Er wurde in diesem Zusammenhang als immun-
suppressiver Rezeptor beschrieben, der durch die Limitierung Uberschiel3ender,
inflammatorischer Immunantworten eine immunologische Toleranz vermittelt.
Obwohl gezeigt werden konnte, dass die LILRB4- Transkription in gealterten,
neurodegenerativen und durch LPS aktivierten Mikroglia induziert wird, sind

seine Expression und Funktion in Mikroglia noch weitgehend unerforscht.

Die Hauptziele und -fragen dieser Dissertation sind daher im Folgenden zusam-

mengefasst:

1) Untersuchung der LILRB4- Expression von BV2- Zellen und der LI-

LRB4- Rezeptorlevel primarer Mikroglia in unterschiedlichen Aktivie-
rungszustanden.
Mithilfe der RT- qPCR wurde die LILRB4- Expression von BV2- Zellen un-
tersucht, die mit TGFB, LPS und beiden Stimuli zeitgleich Uber Behand-
lungszeitraume von 6, 12 und 24 Stunden behandelt wurden. Mithilfe der
Durchflusszytometrie wurden mit TGFB- Inhibitor und mit LPS behandelte
primare Mikroglia Uber die Behandlungszeitraume von 3, 5 und 7 Tagen
untersucht. Dabei wurde ermittelt, welcher prozentuale Anteil der Mikroglia
LILRB4- positiv ist und anschlieRend wurde ihre Rezeptorauspragung auf
der Zelloberflache verglichen.

2 Wie unterscheiden sich die LILRB4- Rezeptorlevel bei in vitro und ex

vivo Mikroglia?

In der Zellkultur angezuchtete Mikroglia wurden mit frisch isolierten P7- und

P30- Mikroglia mithilfe der Durchflusszytometrie verglichen. Dabei wurde

der prozentuale Anteil LILRB4- positiver Zellen und ihre LILRB4- Rezeptor-

menge auf der Zelloberflache in Abhangigkeit des Isolationszeitpunktes be-

stimmt.
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Wie unterscheiden sich die LILRB4- Rezeptorlevel von ex vivo Mikrog-
lia, Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmonozyten?

Es wurde mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht, wie sich der prozen-
tuale Anteil LILRB4- positiver Zellen und zum anderen die Rezeptorlevel der
Zelloberflache von LILRB4 bei den verschiedenen Zelltypen unterscheiden.
Vergleich der LILRB4- und Siglec-H- Rezeptorlevel auf der Zelloberfla-
che.

Obwohl der Rezeptor LILRB4 vermehrt auf aktivierten Mikroglia, der Rezep-
tor Siglec-H jedoch vermehrt auf homoostatischen Mikroglia exprimiert ist,
vermitteln beide Uber den ITIM/ ITAM- Signalweg ein inhibitorisches Signal.
Daher wurden erneut mithilfe der Durchflusszytometrie in vitro Mikroglia,
sowie ex vivo Mikroglia, Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmo-
nozyten in Abhangigkeit des Isolationszeitpunktes P7/ P30 und des Ge-
schlechts untersucht. Primare Mikroglia wurden analog mit TGF[3- Inhibitor
und LPS Uber die Zeitraume von 3, 5 und 7 Tagen behandelt. Der prozen-
tuale Anteil Siglec- H- positiver Zellen und die Siglec- H- Rezeptormenge

auf der Zelloberflache wurden mit der von LILRB4 verglichen.

22



3 MATERIAL UND METHODEN

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Reagenzien

Tab. 1: Chemikalien

Name Hersteller

BSA (Pulver) Roth (80762)
Chloroform SIGMA (096K0064)
DMEM Ham'’s F12 SIGMA (Lot RNBC9420)
DMSO Roth (A994.1)

EDTA Carl Roth (T136.1)
Ethanol SIGMA (E7023)

FCS PAA (A15-102)

GelRed 10000X GENAXXON (18G1231)
HBSS GIBCO (14175-053)
Nuklease freies Wasser Roth (T143)

NGS ThermoFisher (31872)
PFA (Paraformaldehyd) Roth (0335.3)

Penicillin/ Streptomycin PAA (P011-010)

Percoll SIGMA (P1644)

PBS GIBCO (14190-094)
Poly-L-Lysin SIGMA (P6407-5MG)
Triton-X-100 Roth (3051.3)

TRIzol ThermoFisher (15596026)

Tab. 2: Proteine und Zytokine

Name Quelle Hersteller Konzentration
LPS E. coli (026:B6) SIGMA (L8274) Tug/mi
TGFB1 Mensch (rekombinant) PeproTech (100-21C) 500ng/ml

Tab. 3: Inhibitoren und Enzyme

Name Hersteller

Konzentration

TGFBR1- Inhibitor
DNase1
Trypsin 1X

3.1.2 Antikorper

Tab. 4: Primare Antikorper

Merck (Lot 2934785) 1ug/ul
Roche (11284932001)
PAA (L11-660)

Antigen Host

Hersteller (Produktnummer)

pSMAD1/2/3 Maus

Tab. 5: Sekundare Antikorper

Santa Cruz (sc-7960)

Target Konjugat

Hersteller (Produktnummer)

Ziege Anti- Maus AlexaFluor 594nm

Abcam (ab 150116)
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Tab. 6: Andere Farbereagenzien

Target Konjugat Hersteller (Produktnummer)
Isolektin (IB4) Alexa Fluor 488nm ThermoFisher (Invitrogen 121411)
DAPI 461nm SIGMA (D9542)

Tab. 7: Durchflusszytometrie Antikorper

Antigen Fluorophor Hersteller (Produktnummer)
LILRB4 Alexa Fluor 647 (APC)  BioLegend (Lot B251491)
Siglec-H (CD140b) Alexa Fluor647 (APC) BioLegend (Lot B174333)
F4/80 Alexa Fluor 488 (FITC) BioRad (MCA497A488)
CD11b Alexa Fluor 488 (FITC)  BioRad (MCA74A488T)
CD45 Alexa Fluor 647 (APC)  BioRad (MCA1031A647T)
CD16/CD32 - BioLegend (Lot B266362)
3.1.3 Primer

Alle Primer sind von MWG Eurofins Genomics.

Tab. 8: qPCR Primer

Gen Sequenz
(foward/ reverse)
LILRB4 (f) ATGGGCACAAAAAGSSGGCTAA

(r) GGCATAGGTTACATCCTGGGTC

GAPDH (f) AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
(r) TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

3.1.4 Kits

Tab. 9: Kits

Name Hersteller (Nummer)

Monarch Total RNA Miniprep Kit New England BioLabs Inc.
(T2010S)

Monarch RNA Cleanup Kit New England BioLabs Inc.
(T2030S)

ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit New England BioLabs Inc.
(E6560S)

Luna Universal gPCR Master Mix New England BiolLabs Inc.
(M3003L)

3.1.5 Gerate

Tab. 10: Gerate

Name Produktname/ Hersteller

Brutschrank HERA cell 240/ Heraeus

Fluoreszenzmikroskop ECLIPSE E400/ Nikon
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Real Time gPCR Maschine
cDNA- Synthesegerat
Durchflusszytometriegerat
Spektrometer
Pipettierhilfe

Sterilbank

Zentrifuge 1

Zentrifuge 2

Zentrifuge 3

Vortexer

Ruttlerplatte
Thermomixer
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ECLIPSE TS100 Nikon

BioRad (Serial No: BR006702)
Mastercycler/ (nexus gradient eppendorf)
Cytoflex (107251)/ Beckmann Coulter
BioSpectrometer/ eppendorf
pipetus/Hirschmann

HERAsafe/ Heraeus

Biofuge pico, Heraeus

Centrifuge 5804 R, eppendorf

Mini Star silverline, VWR

uniTEXER1, LLG Labware
IKA-Virbrax-VXR Typ VX 2 E, Janke & Kunkel
ThermoMixer C, eppendorf

3.1.6 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Tab. 11: Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller (Produktname)

Coverslips 12mm
Kulturflaschen 75cm?
Kulturflasche 25cm?2
Zellkulturtestplatte 12/24
Pipettenspitzen 10yl
Pipettenspitzen 200l
Pipettenspitzen 1000 ul
Reaktionstube safe-lock 1,5 ml
Reaktionstube safe-lock 2,0 ml
Zell- Sieb 70um Nylon
konische Tubes 15 ml
konische Tubes 50 ml
Microseal® ,B* Adhesive Seals
96 Well PCR Plate, farblos
96-Well Unskirted PCR Plates

VWR (ECN631-1577)
SPL (ISO 13485)

TPP (1SO 9001)

TPP (LOT 20180003)
SurPhob (LOT 19114)
nerbe plus (LOT P-154575)
SurPhob (LOT 19212)
eppendorf (0030 120.086)
eppendorf (0030 120.094)
FALCON (REF 352350)
Falcon (352096)

Falcon (352070)

BioRad (MSB 1001)
Biozym (710875)

BioRad (MLL 9601)

1.7 Losungen, Puffer und Medien

Tab. 12: Losungen, Puffer und Medien

Name

Bestandteil

Dissektions- Puffer

ICC Block- Lésung

Percoll Stock- Losung

Durchflusszytometrie- Puffer

HBSS
1% BSA
1mM EDTA

10% NGS
0,1% TritonX-100
in PBS

90% Percoll- Losung
10% PBS 10X

1% FCS
in PBS 1X
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3.1.8 Software

Tab. 13: Software

Name Firma Version/ Jahr
Bio-Rad CFX Maestro Bio-Rad 2017

CITAVI Citavi 6

CytExpert Beckman Coulter 2.1

GraphPad Prism GraphPad Software, Inc. 8.0

Inkscape Inkscape 0.924

MS Office Microsoft 2016

Zen Pro Carl Zeiss AG 2010

3.2 Methoden

3.2.1 Tiere und Zelllinien
Fur die RT- gPCR- Analysen wurde die mikrogliale BV2- Zelllinie genutzt. BV2-
Zellen sind immortalisierte, murine Mikrogliazellen durch die virale Transduktion
der Onkogene v-raf und v-map (Blasi E et al. 1990). Sie stellen ein verbreitetes
Modell zur Untersuchung von Mikroglia dar (Laurenzi M A et al. 2001).

Fir die ICC und alle Durchflusszytometrieversuche wurden gesunde NMRI-

Mause genutzt.

3.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde zuerst eine Zellsuspension aus abgeschut-
telten primaren Mikroglia bzw. abgeschabten BV2- Zellen hergestellt. Diese
wurde mit 90 pyl Medium 1:10 verdunnt. Von der Verdinnung wurden 10 ul auf
eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Fur die Bestimmung wurden die Zellzah-
len von 16 Kleinquadraten summiert, um die Zellzahl Gber einem Grof3quadrat zu
erhalten. Die Zellzahl pro ml Suspension wurde folgendermalen ermittelt:
Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellzahl aus 4 GroBquadraten x Verdinnungsfaktor x

Kammerkonstante (10°)
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2.3 Behandlung der BV2- Kulturen

Die BV2- Zellen wurden in DMEM/F12- Medium + 10% FCS + 1% Streptomy-
cin/Penicillin im Inkubator bei 37°C und 5% COz2 kultiviert. Vor der Behandlung
wurde das Medium entfernt, 2-mal mit PBS gewaschen und 2h mit Serum- freiem
Medium inkubiert. Durch die Serum- freie Inkubation Uber 2h konnten Effekte
durch Mediatoren wie TGF(, die im serumhaltigen Medium enthalten sind, zu-
rickgesetzt werden. Es handelt sich dabei um ein etabliertes Verfahren, das be-
reits in anderen Experimenten (z.B. der Arbeitsgruppe Spittau) angewandt
wurde. AnschlieRend behandelte man die BV2- Kulturen in neuem Serum- freien
Medium (s. Tabelle 13). Die Behandlung erfolgte Uber eine Zeitlinie von 6h, 12h
und 24h.

Tab. 14: Behandlung der BV2- Zellkulturen

Gruppe Behandlung

Kontrolle -

TGFpB 500ng/ml (5pl/5ml Medium)
LPS 1 pug/ml (5pl/5ml Medium)
LPS + TGFp 1 pg/ml + 5ng/ml

3.2.4 RNA-Isolierung der BV2- Zellen

Pro Zellkulturplatte wurden 0,5 ml Trizol zugegeben und fur 5 min bei RT inku-
biert, damit sich die Zellen vom Boden lIosen konnen. AnschlieRend wurden die
Zellen abgeschabt. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ tber-
fuhrt, 100 pl Chloroform zugegeben und resuspendiert (ca. 30-mal). Es erfolgte
eine erneute Inkubation fur 10 min bei RT und anschlie3end eine Zentrifugation
mit 12.000g bei 4°C Gber 15 min. Die obere Phase wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefald Uberfuhrt und danach mit dem Teil 2 Schritt 3 des Monarch Total
RNA Miniprep Kits von New England BiolLabs Inc. fortgefahren. Anschliel3end
wurde die RNA mit Hilfe des Monarch RNA Cleanup Kits von New England Bi-
oLabs Inc. gemal} des Herstellerprotokolls aufbereitet, um bessere Reinheits-
werte und hohere Konzentrationen zu erhalten. Die Reinheitswerte wurden an-
hand des A260/280- Quotienten beurteilt, indem die Absorptionsspektren der
RNA mit Hilfe des Biospektrometers von eppendorf bestimmt wurden. Reine
DNA/ RNA entspricht einem A260/280- Quotienten zwischen 1,8 - 2,0 (Arnemann

J. 2019).
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3.2.5 cDNA-Synthese aus BV2- RNA

Fur die cDNA- Synthese nutzten wir das Standartprotokoll des ProtoScript® Il
First Strand cDNA Synthesis Kit von New England BioLabs Inc. (E6560S) gemaf

der Herstellerangaben.

3.2.6 Real Time guantitative Polymerase-Kettenreaktion (RT- gPCR

Fur die RT- gPCR wurde das Luna Universal gqPCR Master Mix Protokoll von
New England BioLabs Inc. gemal der Herstellerangaben genutzt. Der Reakti-
onsmix (siehe Tabelle 15) und die cDNA wurden als Duplikate in eine 96-Well
Platte pipettiert und anschlief3end mit einem Plastikfilm versiegelt. Non-template-
controls (NTCs) enthielten Nuklease- freies Wasser anstelle von cDNA. No re-
verse transcriptase controls (NRTs) enthielten keine reverse Transkriptase und
wurden als Negativkontrolle genutzt. Fir alle Kontrollen wurde das Housekee-
ping- Gen GAPDH verwendet. Die Reaktionsschritte wurden folgendermalien

durchgefuhrt:

Tab. 15: RT- gPCR Ausfuhrungsprotokoll

Schritt Dauer Zyklen Temperatur

Initiale Denaturierung 60 1X 95°C

Denaturierung 15 50x 95°C

Elongation 30 50x 60°C

Platte wird gelesen und anschliel3end ab Schritt 2 wiederholt

finale Denaturierung 10 1x 95°C

Schmelzkurve 10 1Xx Anstieg von 65°C auf 95°C

um 0,5°C alle 5s
Platte wird gelesen
Ende

Tab. 16: RT- qPCR Reaktionsmix

LILRB4- GAPDH- NTC-

Mastermix Mastermix Mastermix
Luna Universal Mix 10,0l 10,0ul 10,0ul
cDNA 2,0ul 2,0l -
foward primer 0,5ul 0,5ul 0,5ul
reverse primer 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Nuklease freies H20 auf 20,0pl auf 20,0ul 9,0ul
Gesamtvolumen 20,0ul 20,0ul 20,0ul
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Die Werte wurden als 2-22°T fir das LILRB4- Gen verwendet, gegen das Hous-
ekeeping- Gen GAPDH normalisiert und als x-fache Veranderung gegenuber der

Kontrolle dargestellt.

3.2.7 Durchflusszytometrie mit in vitro Mikroglia
3.2.7.1 Herstellung primarer Mikrogliakulturen aus P0/P1- Mausen

Zur Herstellung primarer Mikrogliakulturen wurde eine modifizierte Variante des
ursprunglich entwickelten Protokolls von Giulian D, Baker T J (1986) angewandt.
Die Praparation der Gehirne erfolgte an 0 bzw. 1 Tage alten Mausen der NMRI-
Zucht. Nach erfolgter Tétung durch Dekapitation wurde der Kopf mit einer Kantle
auf einer Styroporplatte fixiert. Die Gehirne wurden vorsichtig herausprapariert
und in eine HBSS- Losung uberfuhrt. Anschlielend wurden Gefale und Menin-
gealhaute der Gehirnoberflache unter dem Mikroskop entfernt. Die ,gesauberten®
Gehirne wurden in einem Tube mit HBSS- Pufferldsung gesammelt und 3 mal
gewaschen. Anschlielend wurde das HBSS bis auf 1 ml entfernt. Nach Zugabe
von 1 ml 0,25% Trypsin wurden die Gehirne fur 12 min bei 37°C inkubiert. Nach
5 min wurden die Gehirne vorsichtig geschwenkt. Die Trypsinierung wurde durch
die Zugabe von 10 ml kaltem DMEM/F12 (10% FCS + GlutaMax + 1% Penicil-
lin/Streptomycin) geblockt. Nach Zugabe von DNase (conc. = 0,05 mg/ml), wur-
den die Gehirne resuspendiert und es erfolgte eine Inkubation bei Raumtempe-
ratur bis keine DNase- Fragmente mehr sichtbar waren. GroRere Gewebestlcke
wurden mechanisch zerkleinert durch die Verwendung von Pipetten mit abneh-
mendem Durchmesser (10 ml bis 5 ml). Das Auf- und Abpipettieren fihrte man
solange durch, bis keine Fragmente mehr sichtbar waren.

Die Gehirnsuspension wurde bei 800 rpm 10 min bei 4°C zentrifugiert und an-
schlieBend der Uberstand entfernt. Nach Zugabe frischen Mediums, erfolgte die
Resuspendierung des Pellets. Nach Behandlung der Flaschen mit Poly-L-Lysin
fur die Zellkultivierung, wurde die Zellsuspension schlielich in die Kulturflaschen
transferiert (1 Gehirn/ 25 cm2 Flache, 5 ml DMEM/F12 + 10% FCS (Hitze- inak-
tiviert) + Streptomycin/Penicillin fur kleine Flaschen und 15 ml Medium fir grofRe
Flaschen). Die so hergestellten Zellkulturen wurden bei 37°C und 5% CO2- Sat-
tigung inkubiert. Am nachsten Tag und die darauffolgenden Tage erfolgte eine
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Waschung der Zellen mit PBS, um tote Zellen zu entfernen. Nach 10 bis 14 Ta-
gen Zellkultur, konnte man die Mikroglia von der am Boden haftenten Astrozy-

tenschicht abschutteln.

3.2.7.2 Behandlung der priméaren Mikrogliakulturen

Fur die Versuche mit dem Durchflusszytometer wurden die primaren Mikroglia in
25 cm? groRRen Kulturflaschen angeziichtet. Daflir wurde eine Flasche als unbe-
handelte Kontrolle genutzt und je eine Flasche mit TGFB- Inhibitor bzw. LPS be-
handelt. Da der TGF[3- Inhibitor DMSO enthalt, wurde auch der mit LPS behan-
delten und der Kontrollflasche die aquivalente Menge an DMSO zugegeben, da-
mit gleiche Versuchsbedingungen gewahrleistet werden konnten. Die Behand-
lungsdauer in den Versuchen erfolgte Uber eine Zeitlinie von 3d, 5d und 7d im
Brutschrank bei 37°C und 5,00 % CO2- Sattigung.

Tab. 17: Behandlung der primaren Mikrogliakulturen

Gruppe Behandlung Behandlungsdauer
Kontrolle 2,1 ul DMSO 3/5/7 d
TGFB- Inhibitor 2,1 yl TGF- Inhibitor 3/5/7 d
LPS 5,0 I LPS + 2,1 yl DMSO 3/5/7 d

3.2.7.3 Isolierung und Farbung der in vitro Mikrogliazellen

Zur Isolierung primarer Mikroglia wurde ein modifiziertes Protokoll von Tamashiro
T T et al. (2012) genutzt. Die kleinen Kulturflaschen wurden auf der Ruttlerplatte
fir 5 min bei 80 rpm und einer Temperatur von 37°C geschuttelt. Anschlie3end
wurde unter dem Lichtmikroskop per Zahlkammer geprift, ob sich genigend
Mikrogliazellen vom Boden geldst haben (ca. 15.000 Zellen/ Reaktionsgefal’ not-
wendig). Danach wurde das Kulturmedium abgesaugt und in 15 ml Tubes pipet-
tiert. Die kleinen Kulturflaschen wurden ggf. erneut mit Medium aufgefullt und im
Brutschrank bei 37°C gelagert, damit neue Zellen fur eine zweite Ernte wachsen
konnten. Die einzelnen Tubes mit Kontrolle und behandelten Gruppen wurden
nun in der Zentrifuge bei 4°C fur 5 min bei 250 rpm mit einer Akzeleration von 6
und einer Dezeleration von 6 zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und
die Zellen anschlieRend mit dem Durchflusszytometrie- Puffer resuspendiert. Es
wurden je 100 ml der Zellsuspension in ein Eppendorf- Reaktionsgefal® pipettiert.
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Zur Farbung wurden die Herstellerprotokolle in modifizierter Form befolgt. Zuerst
wurde der Block- Antikdrper CD16/CD32 hinzugegeben, um unspezifische Bin-
dungen zu verhindern und die Zellsuspension wurde fir 10 min bei 4°C im Dun-
keln inkubiert. AnschlieRend wurde der Mikroglia- und Makrophagen- Marker
F4/80 und der jeweilige Fluoreszenzantikorper fur LILRB4 und Siglec-H hinzuge-
fugt. Es erfolgte erneut eine Inkubation bei 4°C im Dunkeln fir 30 min. Nach der
Inkubation wurden die Antikorper ausgewaschen, die nicht an der Zelloberflache
gebunden werden konnten. Dazu wurden 500 pl des Durchflusszytometriepuf-
fers/ Reaktionsgefal hinzugegeben, erneut fur 5 min bei 200 rpm und 4°C zent-
rifugiert und der Uberstand entfernt. Zum Schluss wurden die Zellen mit dem Cy-

toFlex Beckmann Coulter Durchflusszytometer analysiert.

Tab. 18: Farbung der in vitro Mikrogliazellen

ReaktionsgefaR Antikorper (Menge)

Kontrolle: ungefarbt Block- AK (5,0ul)

Kontrolle: LILRB4, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), LILRB4- AK
(2,5pl)

Kontrolle: Siglec-H, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), Siglec-H- AK (3,0
Hl)

Inhibitor: ungefarbt Block- AK (5,0ul)

Inhibitor: LILRB4, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), LILRB4- AK
(2,5ul)

Inhibitor: Siglec-H, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), Siglec-H- AK (3,0
ul)

LPS: ungefarbt Block- AK (5,0ul)

LPS: LILRB4, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), LILRB4- AK
(2,5ul)

LPS: Siglec-H, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), Siglec-H- AK (3,0
Hl)

.2.8 Durchflusszytometrie mit ex vivo Zellen

Wir wahlten fur die ex vivo Versuche mit dem Durchflusszytometer 7 bzw. 8 Tage
alte und 30 Tage alte unbehandelte NMRI- Mause. Fur die Gruppe 7 Tage alter
Mause wurden Kohorten von weiblichen und mannlichen Mausen untersucht. Ab-
lauftechnisch wurden zuerst Peritonealmakrophagen, danach Mikroglia und zum

Schluss Knochenmarksmonozyten isoliert.
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3.2.8.1 Isolierung der ex vivo Peritonealmakrophagen

Zur Isolierung der pMPs wurde ein modifiziertes Protokoll von Koerten H K et al.
(1980) genutzt. Mit einer Nadel wurden 3-4 ml PBS in den Peritonealrauminfun-
diert und anschliel3end der Bauch leicht mit dem Finger beklopft, um Makropha-
gen aus dem Peritoneum zu I6sen. Die Suspension wurde mit der Nadel wieder
aufgesaugt und in einen 15 ml Falcon Tube Uberfuhrt. Danach wurde die gleiche

Menge an Durchflusszytometrie- Puffer zugegeben.

3.2.8.2 Percoll- Isolierung der ex vivo Mikrogliazellen

Zur Isolierung und Farbung wurde eine modifizierte Variante nach Garcia J A et
al. (2014) genutzt. Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getotet. An-
schlieRend wurden die Mause mit 15-20 ml kaltem PBS Uber den linken Ventrikel
perfundiert, bis sich die Leber weil} farbte um das Blut heraus zu sptlen.

Zur Isolierung der Mikroglia wurde der Kopf abgetrennt und, am Hirnstamm be-
ginnend, das Gehirn entlang der sagittalen Sutur freiprapariert, das danach auf
einer Zellkulturplatte mit einer Rasierklinge in kleine Stlicke zerkleinert wurde.
Das Gewebe wurde in einen Homogenizer mit ca. 2 ml kaltem Dissektions- Puffer
Uberfuhrt. Die Gehirnstlicke wurden dabei sehr vorsichtig mit einem StoR3el zer-
kleinert durch sehr langsames Auf- und Abbewegen unter Vermeidung von Bla-
senbildung. Sobald sich die Lésung triibte, wurde sie durch ein 70 uym Filtersieb
in einen 50 ml Falcon Tube Uberfuhrt und neuer Dissektions- Puffer dem Homo-
genizer zugegeben. Insgesamt wurden ca. 20 ml Puffer/ Tier bendtigt.

Die Zellsuspension fur Mikroglia wurde bei 18°C fur 12min bei 400g (Akzeleration
=5, Dezeleration =3) zentrifugiert. Es wurde eine isotonische Percoll- Stamml6-
sung hergestellt: 90% Percoll und 10% PBS 10X (13,76ml Percoll auf 1,53ml
PBS 10X fir ein Tier = 100% Percoll). Von der Stammlésung wurden 30%, 37%
und 70%- Lésungen hergestellt.

Tab. 19: Percoll- Lésungen/ Tier
Percoll- Lésung Percoll- Stammlosung PBS 1X

30% Percoll 2,55ml| 5,95ml
37% Percoll 3,89ml 6,62ml + GelRed (3 Tropfen)
70% Percoll 7,35ml 3,15ml
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Nach der Zentrifugation wurde zur Entfernung myelinierter Zellen der Uberstand
komplett aspiriert und in ca. 5 ml 37%er Percoll- Losung resuspendiert. Ca. 4ml
einer 30%ige Percoll- Losung wurde in einem 15 ml Falcon Tube vorbereitet. Die
37%- Percoll- Suspension wurde anschliel3end sehr langsam und vorsichtig unter
die 30%ige Percoll- Losung mit einer Hohlnadel Uberfuhrt. Danach wurden 4-5
ml einer 70%igen Percoll- Lésung unter die 37%ige Losung unterlegt.

Es wurde erneut bei 4 °C fur 30 min bei 700g zentrifugiert, ohne Akzeleration und
Dezeleration. Die obere Schicht an Myelin wurde anschliel3end entfernt.

Es hat sich durch die Zentrifugation zwischen der rot gefarbten 37%igen und der
70%igen Percoll- Losung ein feiner Ring gebildet. Dieser Ring (ca. 2 ml) wurde
mit einer Pipette vorsichtig aufgesaugt und in die gleiche Menge Durchflusszyto-

metrie- Puffer gegeben.

3.2.8.3 Isolierung von ex vivo Knochenmarksmonozyten

Zur Isolierung der Knochenmarksmonozyten wurde das Protokoll von WagnerM
et al. (2014) in modifizierter Form benutzt. Zuerst wurde das Femur der Mause
freiprapariert. Das Muskelgewebe wurde entfernt und der Knochen mit 96%igem
Ethanol desinfiziert. Das Femur wurde auf die Spitze einer feinen Nadel gesetzt
und das Knochenmark mit 3-4 ml PBS durchspult. Die Zellsuspension wurde in
einem 15 ml Falcon Tube aufgesammelt und die gleiche Menge an Durchflusszy-

tometrie- Puffer zugegeben.

3.2.8.4 Farbung der ex vivo Zellen

Mit den verschiedenen Zellsuspensionen der Mikroglia, Peritonealmakrophagen
und Knochenmarksmonozyten wurde nun analog der in vitro Mikroglia verfahren
(s. 3.2.7.3 Isolierung und Farbung der in vitro Mikrogliazellen). Peritonealmakro-
phagen und Knochenmarksmonozyten wurden zusatzlich mit CD11b und CD45
gefarbt.
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Tab. 20: Farbung der in vivo Mikroglia (MG), Peritonealmakrophagen

(pMP) und Knochenmarksmonozyten (BMMC)

ReaktionsgefaR Antikorper (Menge)

MG: ungefarbt Block- AK (5,0ul)

MG: LILRB4, F4/80 Block -AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), LILRB4- AK (2,5pl)

MG: Siglec-H, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5pl), Siglec-H- AK (3,0
bl)

pMP: ungefarbt Block- AK (5,0ul)

pMP: LILRB4, F4/80 Block- AK (5,0pl), F4/80- AK (2,5ul), LILRB4- AK (2,5ul)

pMP: Siglec-H, F4/80  Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), Siglec-H- AK
(3,0pl)

pMP: CD11b/CD45 Block- AK (5,0ul), CD11b- AK (2,5ul), CD45- AK (2,5ul)

BMMC: ungefarbt Block- AK (5,0ul)
BMMC: LILRB4, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), LILRB4- AK (2,5ul)
BMMC: Siglec-H, F4/80 Block- AK (5,0ul), F4/80- AK (2,5ul), Siglec-H- AK (3,0

ul)
BMMC: CD11b/CD45  Block- AK (5,0ul), CD11b- AK (2,5ul), CD45- AK (2,5ul)

3.2.9 Gating- Strategie

Man setzte zuerst ein Fenster (Polygon) um die Wolke im FSC- SSC- Diagramm,
in der man aufgrund von Zellgrélke (FSC) und -granularitat (SSC) die
entsprechende Zellart vermutete. Aus dieser Population lie3 man sich die F4/80-
positiven Zellen im FITC- Fenster anzeigen, da F4/80 einen gut erprobten
Monozyten-, Makrophagen- und Mikroglia- spezifischen Marker darstellt, der
bereits in vielen Studien verwendet wurde (Austyn J M, Gordon S 1981; Perry V
H et al. 1985). Bei den Versuchen mit Peritonealmakrophagen und
Knochenmarksmonozyten lief3 man sich zusatzlich CD11b- und CD45- positive
Zellen im FITC- bzw. APC- Fenster anzeigen. Auch CD11b und CD45 sind fur
Monozyten, Makrophagen und Mikroglia positive Marker, die schon in vielen
Studien verwendet wurden. Monozyten/ Makrophagen zeigen sich eher als
F4/80*, CD11b" und CD45" (Ford A L et al. 1995; Becher B, Antel J P 1996).
Mikroglia hingegen zeigen in allen Gehirnregionen ein einheitliches F4/80*
CD11b* CD45"" Profil (Grabert K et al. 2016). In einem APC- Fenster lie® man
sich anschliefend die Fluoreszenzintensitaten von LILRB4 und Siglec-H der
F4/80" Zellen abbilden. Fur die Versuche wurde eine maximale Autofluoreszenz
von 1% festgelegt. D.h. in jeder Behandlungsgruppe wurde das Fenster der
ungefarbten Zellen nach unten so begrenzt, dass sich darin maximal 1% der

Zellen befanden. Diese untere Begrenzung wurde auf die gefarbten Zellen
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Ubertragen. Die obere Begrenzung stellte die maximale Rezeptorintensitat dar.
Fur die Auswertung ermittelte man den prozentualen Anteil LILRB4*/ Siglec-H*
Zellen an F4/80* Zellen und nutzte den Median der Fluoreszenzintensitat (kurz
MFI) von LILRB4/ Siglec-H, der durch die CytExpert- Software bestimmt wurde.
Der MFI fand bereits in verschiedenen Studien Anwendung und eignete sich in
dieser Arbeit besser als der Mittelwert, da er weniger sensitiv auf Ausreiler
reagiert (Mittag A, Tarnok A 2009; Maher K J, Fletcher M A 2005). Pro

Reaktionsgefall wurden mindestens 10.000 Ereignisse gemessen.
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Abb. 5: Gating- Strategie mit 2 Farbkanélen fiir die Durchflusszytometrie-

versuche

A) Im FSC-SSC- Diagramm wurden die Wolken der verschiedenen Zellarten ausgewahlt (Polygon). B) Alle
ausgewahlten Zellen wurden in einem neuen Fenster des FSC-Fluoreszenzintensitatsdiagramms fir F4/80
dargestellt. AnschlieRend wurden die F4/80* Zellen in einem FSC-Fluoreszenzintensitatsdiagramm fur LI-
LRB4 und Siglec-H abgebildet. In einer ungeférbten Gruppe wurde die untere Grenze des Fensters so fest-
gelegt, dass die Autofluoreszenz max. 1% betragt (obere Reihe). Die, mit einem Fluoreszenzantikérper,
gefarbten Gruppen konnten danach analysiert werden (untere Reihe). C) Knochenmarksmonozyten und
Peritonealmakrophagen wurden auch fiir die Marker CD11b und CD45 gefarbt.
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3.2.10 ICC (Immunzytochemie)

Zuerst wurden primare Mikroglia aus Zellkulturflaschen auf Coverslips ausplat-
tiert. Sie wurden 2h mit serumfreiem Medium inkubiert und danach fur 24h mit
TGFB (1pl/ 1ml Medium) und TGFBR1- Inhibitor (0,5ul/ 1ml Medium) behandelt.
Die Zellen wurden mit 4% PFA in PBS fur 15min bei RT fixiert. Nach der Zellblo-
ckierung mit PBS (+10% NGS) und 0,1% TritonX-100 fur 1h bei RT, wurden die
Zellen mit dem primaren Antikorper anti-SMAD1/2/3 bei 4°C Uber Nacht inkubiert
(1:200 in der Block- Lésung). IB4 wurde genutzt, um Mikroglia zu markieren und
DAPI zur Gegenfarbung der Zellkerne. Die Coverslips wurden ein letztes Mal in
PBS gewaschen und auf einem Objekttrager mit fluorescent mounting medium
befestigt. Fluoreszenzbilder wurden mit Hilfe der Zen Pro- Software von Carl-

Zeiss erfasst.

3.2.11 Statistik

Die statistische Analyse der gPCR wurden mittels repeated- measures one-way-
Analysis of Variance (ANOVA) evaluiert, gefolgt vom Tukey’s Mehrfachver-
gleichstest. Es wurde die x- fache Veranderung (fold change) der behandelten
Gruppen (TGFR, LPS, LPS + TGFB) im Vergleich zu dem hypothetischen Wert 1
der Kontrollgruppe dargestellt.

Die statistische Analyse der Durchflusszytometrie wurde mittels ordinary one-
way- ANOVA, repeated- measures one-way-ANOVA, dem mixed- effects model
des repeated- measures one-way-ANOVA (wenn fehlende Werte einzelner Be-
handlungsgruppen in den Experimenten vorlagen) und dem ungepaarten Stu-
dent’s t- Test evaluiert. Post-hoc wurde der Tukey’s Mehrfachvergleichstest fur
die ANOVA und die Bonferroni- Holms- Korrektur fir den ungepaarten t- Test
durchgefuhrt.

Die statistische Signifikanz wurde definiert als *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001
und ****: p<0.0001. Alle Daten wurden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die sta-
tistische Auswertung wurde mithilfe der GraphPad Prism® V8.02 (USA)- Soft-

ware durchgefuhrt.
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4.1 Nachweis der Wirkung von TGFB und TGFf- Inhibitor mittels ICC

| Kontrolle _ Vi TGFB- Inhibitor

Abb. 6: TGFB- induzierte SMAD- Translokation in primaren Mikroglia
Primare Mikroglia wurden mit dem Mikroglia- Marker Iba1 (griin), mit DNA farbendem DAPI (blau) und
SMAD1/2/3 (rot) gefarbt. Der MaRstabsbalken zeigt 25 pym an. Alle Gruppen wurden zuerst 2h serumfrei
inkubiert (ohne TGF). AnschlieBend erfolgte eine Behandlung tiber 24h mit TGFB und TGF- Inhibitor. Es
zeigt sich in der mit TGF behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutliche Rotfarbung
des Zellkerns, was die Wirksamkeit von TGF@ durch die Verlagerung von SMAD1/2/3 vom Zytosol in den
Zellkern demonstriert. Im Gegensatz dazu zeigt sich in der mit TGFB- Inhibitor behandelten Gruppe eine
Blaufarbung des Zellkerns. Das beweist die Hemmung von TGFf und die Blockierung des intranuklearen
SMAD1/2/3- Signals, da aufgrund der fehlenden Rotfarbung keine intranukledre SMAD- Translokation statt-
fand.

4.2 RT- qPCR- Ergebnisse: LILRB4- Transkription in BV2- Zellen

Zur Aktivierung der BV2- Zellen nutzten wir LPS und zum Erreichen ihres Ruh-
zustandes TGFB. Um zu testen, inwieweit TGF das LPS- Signal ausschalten
kann, wurde eine Versuchsgruppe mit beiden Stimuli behandelt. Als Negativkon-
trolle verwendeten wir 2h serumfrei inkubierte BV2- Zellen (d.h. TGF frei). Es
wurde untersucht, ob durch die Behandlung mit TGF, LPS und der Kombination
aus beidem eine veranderte mRNA- Expression von LILRB4 nachweisbar ist.
AuRerdem wurden unterschiedliche Behandlungsspannen von 6, 12 und 24

Stunden der einzelnen Gruppen untersucht.
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Abb. 7: LILRB4- Genexpression der BV2- Zellen

BV2- Zellen wurden mit TGFB, LPS und LPS + TGF Uber 6, 12 und 24h stimuliert und mit Hilfe der RT-
gPCR analysiert. Die Werte wurden als Mittelwert + SEM als x- fache Veranderung (fold change) von der
Kontrollgruppe (unbehandelt) aus 5, 7 und 3 individuellen Experimenten dargestellt. Die p- Werte wurden
mit Hilfe der ,repeated measures one-way ANOVA" und des post-hoc Tukey’s- Test ermittelt und als
*p<0.05, **p<0.001 und ****p<0.0001 dargestellt.

6 Stunden Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass durch die TGFB- Behandlung die mRNA- Ex-
pression von LILRB4 im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant abfiel (im Mittel-
wert auf das 0,57 + 0,09-Fache erniedrigt, p- Wert = 0,0025).

Durch die LPS- Behandlung zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mRNA- Ex-
pression (im Mittelwert um das 5,33 £ 2,03-Fache erhoht, p- Wert = 0,0428).
Durch die gleichzeitige Behandlung von TGF und LPS zeigte sich ein Anstieg
im Vergleich zur Kontrollgruppe (im Mittelwert um das 3,02 £ 1,17-Fache erhéht),
wenn auch nicht signifikant (p- Wert = 0,0825), der im Vergleich zur LPS- Be-
handlungsgruppe geringer ausfiel.

Die Behandlungsgruppe beider Stimuli zusammen zeigte im Vergleich zur allei-
nigen Stimulation mit TGFB einen signifikanten Anstieg (p- Wert = 0,0404), im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit LPS zeigte sich aber keine signifikante
Veranderung (p- Wert = 0,1844).
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12 Stunden Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass bei allen Behandlungsgruppen eine signifikante
Veranderung erreicht werden konnte.

Die mRNA- Expression von LILRB4 fiel im Vergleich zur Kontrollgruppe signifi-
kant ab durch die TGFB- Behandlung (im Mittelwert auf das 0,66 + 0,24-Fache
erniedrigt, p- Wert = 0,0497).

Durch die LPS- Behandlung zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mRNA- Ex-
pression (im Mittelwert um das 3,01 £ 0,37-Fache erhoht, p- Wert < 0,0001).
Durch die gleichzeitige Behandlung von TGFB und LPS zeigte sich ein signifikan-
ter Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe (im Mittelwert um das 2,19 £ 0,68-
Fache erhoht, p- Wert = 0,0201), der im Vergleich zur LPS- Behandlungsgruppe
geringer ausfiel.

Die Behandlungsgruppe beider Stimuli zusammen zeigte im Vergleich zur allei-
nigen Stimulation mit TGF einen signifikanten Anstieg (p- Wert = 0,0055), und
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit LPS eine signifikante Reduktion der
LILRB4 mRNA- Expression (p- Wert = 0,0244).

24 Stunden Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass durch die TGFB- Behandlung die mRNA- Ex-
pression von LILRB4 im Vergleich zur Kontrollgruppe nur minimal und ohne Sig-
nifikanz abfiel (im Mittelwert auf das 0,90 + 0,07-Fache erniedrigt, p- Wert =
0,4423).

Durch die LPS- Behandlung zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mRNA- Ex-
pression (im Mittelwert um das 1,92 £ 0,12-Fache erhéht, p- Wert = 0,0198).
Durch die gleichzeitige Behandlung von TGF und LPS zeigte sich ein moderater
und nicht signifikanter Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe (im Mittelwert um
das 1,46 + 0,18-Fache erhoht, p- Wert = 0,1687), der im Vergleich zur LPS- Be-
handlungsgruppe geringer ausfiel.

Die Behandlungsgruppe beider Stimuli zusammen zeigte sowohl im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit TGFB (p- Wert = 0,1558), als auch im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit LPS keine signifikante Veranderung (p- Wert = 0,1609).
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4.3 Durchflusszytometrie von in vitro Mikroglia

In Durchflusszytometrieanalysen wurde nun die Oberflachenrezeptorauspragung
von LILRB4 und Siglec-H auf primaren Mikroglia erforscht. Es wurde untersucht,
welcher prozentuale Anteil der primaren F4/80* Mikroglia fur LILRB4 und Siglec-
H positiv ist und wenn dies der Fall ist, anhand der Fluoreszenzintensitat in wel-
cher Auspragung. AulRerdem wurden verschiedene Behandlungsspannen von 3,
5 und 7 Tagen uberpruft. Wir definierten bei diesen Versuchen langere Behand-
lungsspannen als bei den PCR- Analysen, da die Proteinhalbwertszeit grofer ist
als die der mRNA und Proteine daher Uber ein langeres Intervall akkumulieren.
Allerdings lassen sich pMGs nicht Uber eine so lange Dauer serumfrei, d.h. ohne
TGFR, inkubieren, ohne zu sterben. Deshalb wurden auch andere Versuchsgrup-
pen verwendet als bei der PCR. Als Kontrollgruppe nutzten wir mit TGFB- enthal-
tendem Serum inkubierte homdostatische Mikroglia. In der Versuchsgruppe wur-
den Mikroglia durch Stimulation mit TGFB- Inhibitor (als Aquivalent zur serum-
freien Behandlung) und LPS aktiviert.
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Abb. 8: LILRB4- Nachweis an der Oberflache primarer Mikroglia

A) Prozentuale Darstellung LILRB4- positiver in vitro Mikroglia, die F4/80 positiv sind. B) Darstellung der
Fluoreszenzintensitaten (Einheit arbitrér) von LILRB4 auf der Membranoberflache der in vitro Mikroglia.
Primare Mikroglia wurden durch TGF- Inhibitor und LPS fir 3 Tage (links), 5 Tage (Mitte) und 7 Tage
(rechts) stimuliert und mit einer Kontrollgruppe verglichen. Die Werte wurden als Mittelwert + SEM aus 7, 12
und 6 individuellen Experimenten dargestellt. Die p- Werte wurden mit Hilfe des ,mixed- effects models* der
srepeated measures one-way ANOVA® fir die 3- und 5- tdgige Behandlungsdauer und mit Hilfe der ,repeated
measures one-way ANOVA® fir die 7- tdgige Behandlungsdauer, jeweils mit dem post-hoc Tukey’s- Test,
ermittelt und als *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 dargestellt.
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Alle F4/80* Vergleichsgruppen sind in einem Bereich von 78,65% (+ 21,61%) bis
97,41% (£ 2,89%) im Mittelwert LILRB4* positiv. Zwischen keiner der Gruppen
konnte eine Signifikanz nachgewiesen werden, auch wenn sich in der LPS-
Gruppe und bei 7- tagiger Behandlung die Tendenz zeigte, dass mehr Mikroglia
LILRB4" positiv sind.

3- tdqgige Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit TGF3- Inhibitor (Mit-
telwert = 128.808,24 + 10.847,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert =
104.909,51 + 13.016,04) ein leichter, aber signifikanter Anstieg der LILRB4- Flu-
oreszenzintensitat zu verzeichnen war (p- Wert = 0,0007).

Durch die Behandlung mit LPS (Mittelwert = 299.957,40 + 89.907,22) zeigte sich
ein deutlicher und signifikanter Anstieg der Rezeptorintensitat (p- Wert = 0,031).
Die Behandlungsgruppe mit LPS zeigte zwar einen groReren Anstieg der Inten-
sitat, aber keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Behandlungsgruppe
mit TGFB- Inhibitor (p- Wert = 0,1207).

5- taqgige Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit TGF3- Inhibitor (Mit-
telwert = 159147,33 £ 30.989,30) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert =
127.224,14 + 28.552,40) ein leichter, aber signifikanter Anstieg der LILRB4- Flu-
oreszenzintensitat zu verzeichnen war (p- Wert = 0,0111).

Durch die Behandlung mit LPS (Mittelwert = 275.313,60 + 69.122,47) zeigte sich
ein deutlicher und signifikanter Anstieg der Rezeptorintensitat (p- Wert = 0,0017).
Auch zur Behandlungsgruppe mit TGFB- Inhibitor zeigte LPS einen deutlichen
und signifikanten Anstieg (p- Wert = 0,0278).

7- tagige Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass bei allen Behandlungsgruppen eine signifikante
Veranderung erreicht werden konnte.
TGFB- Inhibitor (Mittelwert = 311.649,13 + 26.901,11) und LPS (Mittelwert =
541.505,50 + 112.889,49) zeigten einen deutlichen und signifikanten Anstieg der
Rezeptorintensitat (p- Wert = 0,0028, p- Wert = 0,0078) im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (Mittelwert = 195.318,78 £ 16.323,95), als auch zueinander (p- Wert =
0,0168).
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Abb. 9: Siglec-H- Nachweis an der Oberflache primarer Mikroglia

A) Prozentuale Darstellung Siglec-H- positiver in vitro Mikroglia, die F4/80 positiv sind. B) Darstellung der
Fluoreszenzintensitaten (Einheit arbitrar) von Siglec-H auf der Membranoberflache der in vitro Mikroglia.
Primare Mikroglia wurden durch TGF- Inhibitor und LPS flir 3 Tage (links), 5 Tage (Mitte) und 7 Tage
(rechts) stimuliert und mit einer Kontrollgruppe verglichen. Die Werte wurden als Mittelwert + SEM aus 6, 11
und 12 individuellen Experimenten dargestellt. Die p- Werte wurden mit Hilfe des ,mixed- effects models®
der ,repeated measures one-way ANOVA® fur die 3- und 5- tdgige Behandlungsdauer und mit Hilfe der
.repeated measures one-way ANOVA® firr die 7- tagige Behandlungsdauer, jeweils mit dem post-hoc Tu-
key’s- Test, ermittelt und als *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 dargestellt.
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Alle F4/80* Vergleichsgruppen sind in einem Bereich von 72,86% (+ 29,11%) bis
97,08% (x 1,44%) im Mittelwert Siglec-H* positiv. Zwischen keiner der Gruppen
konnte eine Signifikanz nachgewiesen werden, auch wenn sich bei 7- tagiger

Behandlung die Tendenz zeigte, dass mehr Mikroglia Siglec-H* positivsind.

3- tdqgige Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit TGFB- Inhibitor (Mit-
telwert = 105.778,63 £ 21.130,76) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert =
77.216,17 £ 18.698,11) ein leichter, aber signifikanter Anstieg der Siglec- H- Flu-
oreszenzintensitat zu verzeichnen war (p- Wert = 0,0332).

Durch die Behandlung mit LPS (Mittelwert = 75.089,47 + 11.554,70) zeigte sich

kein signifikanter Anstieg der Rezeptorintensitat.

5- taqgige Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit TGFB- Inhibitor (Mit-
telwert = 204.549,50 £+ 91.869,84) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert =
137.005,16 + 67.019,39) ein leichter, aber signifikanter Anstieg der Siglec- H-
Fluoreszenzintensitat zu verzeichnen war (p- Wert = 0,024).

Durch die Behandlung mit LPS (Mittelwert = 205.274,33 £ 107.610,48) zeigte sich

kein signifikanter Anstieg der Rezeptorintensitat.

7- taqgige Behandlungsdauer

Es konnte gezeigt werden, dass bei allen Behandlungsgruppen eine signifikante
Veranderung erreicht werden konnte.

TGFB- Inhibitor (Mittelwert = 474.335,26 + 144.169,95) zeigte einen signifikanten
Anstieg der Rezeptorintensitat (p- Wert = 0,0073) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Mittelwert = 345.956,03 + 16.323,95). Durch LPS kam es hingegen zu einem
signifikanten Abfall der Siglec-H- Rezeptorintensitat (Mittelwert = 245.234,75 +
151.848,79, p- Wert = 0,0005). Die Behandlungsgruppen mit TGF[3- Inhibitor und
LPS waren auch zueinander signifikant (p- Wert = 0,0004).
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4.4 Ex vivo Durchflusszytometrie aus Wildtypmausen

4.1 Ex vivo Mikroglia im Vergleich zu in vitro Mikroglia
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Abb. 10: Vergleich LILRB4- positiver in vitro und ex vivo Mikroglia

A) Prozentuale Darstellung LILRB4- positiver ex vivo und in vitro Mikroglia, die F4/80 positiv sind. B) Dar-
stellung der Fluoreszenzintensitaten (Einheit arbitrar) von LILRB4 auf ihrer Membranoberflache.

Frisch isolierte ex vivo Mikroglia aus 7 und 30 Tage alten unbehandelten Wildtypm&usen wurden mit den 3,
5 und 7 Tage behandelten Kontrollgruppen der in vitro Durchflusszytometrieversuche aus Zellkulturflaschen
(siehe 4.2.) verglichen. Die Werte jeder Vergleichsgruppe wurden als Mittelwert + SEM aus 7, 12, 6, 6 und
5 individuellen Experimenten dargestellt (von links nach rechts, siehe Diagramm). Die p- Werte wurden mit
Hilfe der ,ordinary one-way ANOVA® und des post-hoc Tukey’s- Test ermittelt. Signifikanzniveaus wurden
als **p<0.01 und ****p<0.0001 dargestellt, # entspricht der Signifikanz der entsprechenden ex vivo Mikroglia
gegenlber jeder einzelnen in vitro Kontrollgruppe mit einem Signifikanzniveau von ****p<0.0001.

Alle F4/80* Vergleichsgruppen sind in einem Bereich von 78,65% (+ 21,61%) bis
99,98% (£ 0,03%) im Mittelwert LILRB4* positiv. Zwischen keiner der Gruppen
konnte eine Signifikanz nachgewiesen werden, auch wenn sich bei den ex vivo

Mikroglia die Tendenz zeigte, dass mehr Zellen LILRB4™ positiv sind.

Zwischen der Kontrollgruppe der 3- tagigen Behandlung (Mittelwert = 104.909,51
1 13.016,04) war eine Signifikanz zur Kontrollgruppe der 5- tagigen Behandlung
(Mittelwert = 127.224,14 + 28.552,40) sichtbar (p- Wert = 0,0013), genauso wie
zur Kontrollgruppe der 7- tagigen Behandlung (Mittelwert = 195.318,78 *
16.323,95, p- Wert < 0,0001). Die Kontrollgruppe der 5- tagigen Behandlung war
ebenfalls zur Kontrollgruppe der 7- tdgigen Behandlung signifikant (p- Wert <
0,0001).

Bei den ex vivo Mikroglia aus 7 Tage alten Mausen (Mittelwert = 7.261,82 +
1.790,87) war keine Signifikanz zu den 30 Tage alten Mausen (Mittelwert =
5777,10 £ 1138,11) erkennbar. Jedoch zeigte sich ein sehr deutlicher, signifikan-
ter Unterschied zu jeder der in vitro Kontrollgruppen (p- Wert < 0,0001).

45



4 ERGEBNISSE

4x105 O

3.5%x10°—

3%105
2.5%x10° =
2x10°— 0,102
1.5%10° =]

1%10°

Siglec-H" Mikroglia [% von F4/80%]
Siglec-H- Fluoreszenzintensitit

5x10* =

] J
T iy 0=
10" 10 10% 10% 10° 10° 10 £ A ’(\ ,(Q

SIGLEC-H- Fluoreszenzintensitat

&
O o o (]
-\\‘é -\:é 4‘“ & &©

A S &

Zelizah!
o M S R

Abb. 11: Vergleich Siglec-H- positiver in vitro und ex vivo Mikroglia

A) Prozentuale Darstellung Siglec-H- positiver ex vivo und in vitro Mikroglia, die F4/80 positiv sind. B) Dar-
stellung der Fluoreszenzintensitaten (Einheit arbitrér) von Siglec-H auf ihrer Membranoberflache.

Frisch isolierte ex vivo Mikroglia aus 7 und 30 Tage alten unbehandelten Wildtypmausen wurden mit den 3,
5 und 7 Tage behandelten Kontrollgruppen der in vitro Durchflusszytometrieversuche aus Zellkulturflaschen
(siehe 4.2.) verglichen. Die Werte der einzelnen Vergleichsgruppen wurden als Mittelwert + SEM aus 6, 11,
12, 11 bzw. 5 individuellen Experimenten dargestellt (von links nach rechts, siehe Diagramm). Die p- Werte
wurden mit Hilfe des ungepaarten Student’s t- Test und der post-hoc Bonferroni- Holm Korrektur ermittelt.
Signifikanzniveaus wurden als ***p<0.001 dargestellt, # entspricht der Signifikanz der ,in vitro 3T* Gruppe
gegenuber so markierten Vergleichsgruppen mit einem Signifikanzniveau von p<0.001, o entspricht der Sig-
nifikanz der ,in vitro 5T Gruppe gegeniiber so markierten Vergleichsgruppen mit einem Signifikanzniveau
von p<0.01 und o entspricht der Signifikanz der ,in vitro 7T“ Gruppe gegeniiber so markierten Vergleichs-
gruppen mit einem Signifikanzniveau von p<0.01.

Alle F4/80* Vergleichsgruppen sind in einem Bereich von 72,86% (+29,11%) bis
99,70% (£ 0,12%) im Mittelwert Siglec-H* positiv. Zwischen keiner der Gruppen
konnte eine Signifikanz nachgewiesen werden, auch wenn sich bei den ex vivo

Mikroglia die Tendenz zeigte, dass mehr Zellen LILRB4* positiv sind.

Zwischen der Kontrollgruppe der 3- tagigen Behandlung (Mittelwert = 77.216,17
+ 18.698,11) war keine Signifikanz zur Kontrollgruppe der 5- tagigen Behandlung
(Mittelwert = 137.005,16 £ 67.019,39) sichtbar (p- Wert = 0,102), jedoch zur Kon-
trollgruppe der 7- tagigen Behandlung (Mittelwert = 345.956,03 + 16.323,95, p-
Wert = 0,0042). Die Kontrollgruppe der 5- tagigen Behandlung war ebenfalls zur
Kontrollgruppe der 7- tagigen Behandlung signifikant (p- Wert = 0,0042).

+

Bei den ex vivo Mikroglia aus 7 Tage alten Mausen (Mittelwert = 12.351,05 +

1.320,06) war keine Signifikanz zu den 30 Tage alten Mausen (Mittelwert
11.287,32 + 2.490,39) erkennbar. Jedoch zeigte sich ein sehr deutlicher, signifi-
kanter Unterschied zu jeder der in vitro Kontrollgruppen.
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4.4.2 Ex vivo Mikroglia, Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmo-

nozyten im Vergleich
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Abb. 12: LILRB4- und Siglec-H- Nachweis auf der Oberflache von ex vivo

Mikroglia, Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmonozyten

A) prozentuale Darstellung LILRB4 (links)- und Siglec-H (rechts)- positiver ex vivo MGs, pMPs und BMMCs,
die F4/80 positiv sind. B) Darstellung der Fluoreszenzintensitaten (Einheit arbitrar) von LILRB4 und Siglec-
H auf ihrer Membranoberflache.

Frisch isolierte ex vivo MGs, pMPs und BMMCs aus 7 und 30 Tage alten unbehandelten Wildtypm&usen
wurden miteinander verglichen. Die Werte der einzelnen Vergleichsgruppen wurden als Mittelwert + SEM
aus 6 (Isolationszeitpunkt bei 7 Tagen) bzw. 7 (Isolationszeitpunkt bei 30 Tagen) individuellen Experimenten
dargestellt. Zum Vergleich der verschiedenen Zellpopulationen desselben Isolationszeitpunktes wurden die
p- Werte mit Hilfe der ,repeated-measures one-way ANOVA® ermittelt, zum Vergleich identischer Zellpopu-
lationen zu verschiedenen Isolationszeitpunkten wurde die ,ordinary one-way ANOVA®, jeweils mit dem
post-hoc Tukey’s- Test, genutzt. Signifikanzniveaus wurden als *p<0,5, **p<0.01 und ***p<0.001 dargestellt.
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Alle F4/80* Zellpopulationen waren annahrend 100% positiv fir LILRB4, als auch
fur Siglec-H.

Es konnte gezeigt werden, dass Peritonealmakrophagen aus 7 und 30 Tage alten
Mausen die hochste (Mittelwert 7 Tage = 40.750,98 + 6384,47; Mittelwert 30 Tage =
32.072,56 + 7.984,90) und Mikroglia die niedrigste (Mittelwert 7 Tage = 7.261,82 +
1.790,87; Mittelwert 30 Tage = 5.777,10 £ 1.138,11) LILRB4- Rezeptordichte besit-
zen. Peritonealmakrophagen wiesen eine Signifikanz sowohl gegen Mikroglia (p-
Wert 7 Tage = 0,0002, p- Wert 30 Tage = 0,0061), als auch gegen Knochenmarksmo-
nozyten (p- Wert 7 tage = 0,0013, p- Wert 30 Tage = 0,0189) auf. Knochenmarksmo-
nozyten besalien zwar eine hohere Rezeptordichte (Mittelwert 7 Tage = 14.182,12
1 7.016,66; Mittelwert 30 Tage = 8.652,70 £ 1.053,03) als Mikroglia, die jedoch nicht
signifikant war (p- Wert 7 tage = 0,1123, p- Wert 30 Tage = 0,1469).

Beim Vergleich der beiden Altersgruppen wurde bei allen Zellpopulationen eine
nicht signifikante Reduktion der LILRB4- Rezeptordichte bei den alteren Mausen
festgestellt. Nur Knochenmarksmonozyten besal3en eine annahernd signifikante
niedrigere Rezeptorintensitat als die Vergleichsgruppe aus 7 Tage alten Mausen
(p- Wert = 0,063).

Bei Siglec-H konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden, weder in
Bezug auf die unterschiedlichen Zellpopulationen, noch in Bezug auf die beiden
Altersgruppen. Nur die Peritonealmakrophagen aus 30 Tage alten Mausen (Mit-
telwert = 19.933,37 + 11.774,22) zeigten eine annahernd hohere Rezeptordichte
im Vergleich zu Knochenmarksmonozyten (Mittelwert = 5.925,50 + 1.610,30; p-
Wert = 0,088).

48



4 ERGEBNISSE

4.4.3 Vergleich mannlicher und weiblicher 7 Tage alter ex vivo Mikroglia,
Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmonozyten
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Abb. 13: LILRB4- und Siglec-H- Nachweis auf der Oberflache von mannli-
chen und weiblichen ex vivo Mikroglia, Peritonealmakrophagen und Kno-

chenmarksmonozyten

A) prozentuale Darstellung LILRB4 (links)- und Siglec-H (rechts)- positiver ex vivo MGs, pMPs und BMMCs,
die F4/80 positiv sind. B) Darstellung der Fluoreszenzintensitaten (Einheit arbitrar) von LILRB4 und Siglec-
H auf ihrer Membranoberflache.

Frisch isolierte ex vivo MGs, pMPs und BMMCs aus 7 alten unbehandelten Wildtypmausen wurden jeweils
auf mogliche Geschlechtsunterschiede verglichen. Die Werte wurden als Mittelwert + SEM aus jeweils 3
individuellen Experimenten fiir mannliche und weibliche Tiere dargestellt. Zum Vergleich der Zellpopulatio-
nen wurden die p- Werte mit Hilfe des ungepaarten Student's t- Test ermittelt.
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich rezeptorpositiver Zellen
oder der Rezeptordichte zwischen mannlichem und weiblichem Geschlecht fest-

gestellt werden, weder bei LILRB4 noch bei Siglec-H bei keiner der Zellarten.
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5 DISKUSSION

5.1 LILRB4- Transkription der BV2- Zelllinie

Das erste Ziel war die Untersuchung der Transkription, da in Genexpressions-
arrays unter TGF- Stimulation eine Runterregulierung des mikroglialen LILRB4-
Signals gezeigt werden konnte (unveroffentlichte Untersuchungen der Arbeits-
gruppe Spittau). Mehrere frihere Arbeiten, die transkriptomische und Durch-
flusszytometrie- Analysen nutzten, beschrieben LILRB4 als DAM- assoziierten
Rezeptor und zeigten, dass er in gealterten und neurodegenerativen Mikroglia
vermehrt exprimiert wird (Holtman | R et al. 2015; Zdller T et al. 2018; Kamphuis
W et al. 2016; Krasemann S et al. 2017; Voet S et al. 2018). Aul3erdem konnte
in gPCR- Analysen gezeigt werden, dass LILRB4 auf DCs, Makrophagen (Brown
D P et al. 2009) und auf akut aktivierten ex vivo (Holtman | R et al. 2015) und
primaren Mikroglia (Bohlen et al. 2017) durch Behandlung mit LPS hochreguliert
wird.

Daher galt es mittels RT- gqPCR herauszufinden, inwiefern sich die Synthese von
LILRB4- mRNA durch die Behandlung mit TGF3, LPS und TGF + LPS verandert
und ob sich Unterschiede durch verschiedene Behandlungsspannen ergeben.
Die RNA- Isolierung aus pMGs erwies sich materialtechnisch als nicht umsetz-
bar, da zu viele Tiere zur Zellgewinnung hatten getotet werden mussen. Deshalb
wurde die BV2- Zelllinie genutzt, welche bisher aufgrund der einfachen Instand-
haltung der Zellen und der grof3en Verfugbarkeit an Material durch die uneinge-
schrankte Proliferationsfahigkeit als anwendbares und verbreitetes Modell zur
Untersuchung von Mikroglia galt. Als Nachteil haben sich jedoch die Anfalligkeit
zur Dedifferenzierung und mdgliche Phanotypveranderungen durch die Immorta-
lisierung erwiesen (Timmerman R et al. 2018). Des Weiteren haben neuere Stu-
dien darauf hingewiesen, dass BV2- Zellen in ihrer Funktion und genetischen
Signatur sowohl von in vitro als auch von ex vivo Mikroglia abweichen kénnen
(Butovsky et al. 2014; Das A et al. 2016; Melief J et al. 2016). Transkriptionelle
und funktionelle Analysen offenbarten, dass BV2- Zellen die meisten Immunant-
worten, wie z.B. auf LPS (Uber TLR4 und NF-kB), beibehalten (wenn auch leicht
abgeschwacht), allerdings ein eingeschranktes TGF(- Signal im Vergleich zu
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pMGs aufweisen (He Y et al. 2018; Dai X et al. 2015). Aulerdem wurde demons-

triert, dass unstimulierte BV2- Zellen starker proinflammatorisch aktiviert sind als
pMGs (Sarkar S et al. 2018).

In dieser Arbeit wurde mittels qPCR belegt, dass die LILRB4- Genexpression in
homdoostatischen BV2- Zellen durch TGF- Stimulation runterreguliert, in aktivier-
ten BV2- Zellen durch LPS- Stimulation hingegen hochreguliert wird. Diese Er-
gebnisse sind mit den bisherigen Arbeiten von Holtman | R et al. (2015) und
Bohlen et al. (2017) kongruent. Dies zeigt, dass LILRB4 in BV2- Zellen auf die
gleiche Weise wie in Makrophagen durch LPS hochreguliert wird und ist ein Hin-
weis darauf, dass LILRB4 in LPS- aktivierten Mikroglia eine ahnliche Funktion
erfullt wie in LPS- aktivierten Makrophagen. Durch die gleichzeitige Behandlung
mit beiden Stimuli zeigte sich, dass TGF[ die LPS- induzierte LILRB4- Genex-
pression dampft, diesen Effekt von LPS jedoch nicht komplett neutralisieren
kann. Eine mdgliche Erklarung dafur ware das eingeschrankte TGF- Signalder
BV2- Zellen als limitierender Faktor. Beim Vergleich der unterschiedlichen Be-
handlungszeitraume (6 h, 12h und 24h) stellte man fest, dass es durch den kir-
zesten Behandlungszeitraum von 6h zur gréf3ten relativen x- fachen Verande-
rung (fold change) und durch den langsten Behandlungszeitraum von 24h zur
niedrigsten relativen x-fachen Veranderung der LILRB4- Genexpression aller Be-
handlungsgruppen kam (siehe Abb. 9). Dies lasst vermuten, dass eine langere
Behandlung zu einem Anpassungsmechanismus der Genexpression von LILRB4
an TGFR und LPS flhrt.

5.2 LILRB4- Oberflachenrezeptorauspragung primarer Mikroglia

Die mikrogliale LILRB4- Transkription unter LPS- Behandlung wurde bereits in
Studien untersucht. Jedoch wurden bisher noch keine Durchflusszytometrie-
Analysen durchgefuhrt und die LILRB4- Translation bleibt diesbezlglich uner-
forscht. Im nachsten Schritt unserer Arbeit sollte daher festgestellt werden, wie
sich die Mikrogliaaktivierung durch die Behandlung mit TGFBR1- Inhibitor und
LPS auf die Translation der LILRB4- Rezeptorproteine auswirkt und ob sich auch
hier Unterschiede durch verschiedene Behandlungsspannen ergeben.

LILRB4 gilt als Oberflachenmembranrezeptor, der, abgesehen von seinen extra-
zellularen I6slichen Isoformen, intrazellular nicht vorkommt (Suciu-Foca et al.
2007; Des Jones et al. 2009). Wir verzichteten deshalb auf Western- Blots und
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nutzten stattdessen die Durchflusszytometrie, da auRerdem keine primaren Wes-
tern- Blot- Antikorper fur LILRB4 existierten, die bereits in anderen Publikationen
ausreichend validiert wurden. Es wurde zum einen der prozentuale Anteil LI-
LRB4- positiver Mikroglia und zum anderen die Rezeptordichte auf den LILRB4-
positiven Mikroglia anhand der Fluoreszenzintensitat analysiert. BV-2 Zellenwa-
ren fur diese Versuche nicht geeignet, da sie schwierig von der Zellkulturplatte
zu l6sen sind. Fur die RNA- Isolierung stellte dies kein Problem dar, da die am
Untergrund haftenden Zellen abgeschabt und anschlieend lysiert werden konn-
ten. Fur Analysen mit dem Durchflusszytometer war hingegen eine Suspension
lebender Zellen geeigneter, weshalb pMGs verwendet wurden.
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass nahezu alle F4/80* pMGs
sowohl im homdostatischen als auch im aktivierten Zustand LILRB4- Oberfla-
chenrezeptoren besitzen. Daruber hinaus wurde erstmals nachgewiesen, dass
es bei aktivierten pMGs durch Stimulation mit TGFBR1- Inhibitor und LPS zu ei-
nem signifikanten Anstieg der LILRB4- Oberflachenrezeptorauspragung uber alle
Behandlungszeitraume von 3, 5 und 7 Tagen kommt. Beim Vergleich der beiden
Behandlungsgruppen zeigte sich, dass LPS einen signifikant starkeren Stimulus
fur die Rezeptorlevel von LILRB4 darstellt als TGFBR1- Inhibitor (fur die Behand-
lungsdauer von 5 und 7 Tagen) (s. Abb. 8). Diese Ergebnisse bestatigen, dass
LILRB4 zu den Rezeptoren zahlt, die mit der Mikrogliaaktivierung assoziiert sind.
Mehrere Studien haben eine LILRB4- Defizienz im Kontext mit Uberschieldenden
inflammatorischen Immunantworten beschrieben (Gu X et al. 2003; Zhou J S et
al. 2005; Katz H R 2007; Jiang Z et al. 2017). Eine LPS- Stimulation fuhrt in akti-
vierten Neutrophilen, Makrophagen und Mikroglia zu einer LILRB4- Genexpres-
sion. Ebenfalls wurde seine Rolle auf Makrophagen durch die Hochregulierung
antiinflammatorischer Zytokine zur Limitierung der Immunantwort bei Infektionen
(i. V. m. LPS) geschildert (Brown D P et al. 2009). Vor dem Hintergrund lasst sich
im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit vermuten, dass die Re-
zeptorhochregulierung von LILRB4 durch LPS auch auf Mikroglia zur Limitierung
der Immunantwort als eine Art protektive Funktion beitragt, um die homdoostati-
sche mikrogliale Signatur wiederherzustellen. Es ist daher wichtig zu betonen,
dass nicht alle DAM- assoziierten Rezeptoren eine schadliche, proinflammatori-
sche Wirkung besitzen missen, sondern genauso eine schitzende Funktion aus-
Uben kénnen und dass LILRB4 wahrscheinlich kein proinflammatorischer Rezep-
tor ist, der Neurodegeneration fordert.
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5.3 LILRB4- Oberflachenproteinlevel: in vitro und ex vivo Mikroglia
im Vergleich

Studien, wie die von Butovsky et al. (2014), konnten nicht nur zeigen, dass
mikrogliale Zelllinien eine eingeschrankte Aussagekraft besitzen, sondern auch,
dass die molekulare Signatur der pMGs von adulten Mikroglia abweicht. PMGs
haben zwar mehr Ubereinstimmungen mit adulten Mikroglia als BV2- Zellen, die
grofte Ahnlichkeit besteht allerdings zwischen neugeborenen (P1) und adulten
Mikroglia.

Bisher wurden noch keine Aussagen uber die moglichen Unterschiede der LI-
LRB4- Rezeptorlevel zwischen in vitro und ex vivo Mikroglia getroffen. Im Rah-
men dieser Dissertation wurden mithilfe der Percoll- Isolierung und anschlie-
Render Durchflusszytometrie erstmals pMGs mit frisch isolierten 7 und 30 Tage
alten Mikroglia verglichen.

Murine Mikroglia befinden sich bis zur 2. postnatalen Woche in der Reifung und
proliferieren aus Vorlauferzellen (Alliot F et al. 1999). Erst danach erlangen sie
ihre ausgereifte transkriptomische Signatur (Bennett M L et al. 2016;
Matcovitch-Natan et al. 2016). Um mdogliche Unterschiede zwischen unreifen
und ausdifferenzierten, adulten ex vivo Mikroglia zu detektieren, wurden die Iso-
lationszeitpunkte bei 7 und 30 Tage alten NMRI- Wildtypmausen festgelegt.

In den Versuchen konnten erhebliche Unterschied zischen in vitro und ex vivo
Mikroglia dargelegt werden (eine 14 bis 33-fach héhere LILRB4- Rezeptormenge
der pMGs im Vgl. zu frisch isolierten MGs). Beim Vergleich der ex vivo Mikroglia
untereinander zeigten sich zwischen 7 und 30 Tage alten Mikroglia keine signifi-
kanten Unterschiede. Dies zeigt, dass zwischen unreifen und adulten, reifen
Mikroglia keine Unterschiede bzgl. der LILRB4- Rezeptorauspragung bestehen.
LILRB4 stellt daher keinen Reifemarker dar. Hingegen traten bei allen in vitro
Mikroglia der 3, 5 und 7 Tage kultivierten Kontrollgruppen signifikante Unter-
schiede untereinander auf. 7 Tage kultivierte pMGs wiesen die héchste und 3
Tage kultivierte pMGs die niedrigste Rezeptordichte auf. Dies demonstriert, dass
die LILRB4- Rezeptorauspragung bei langerer Kultivierung ohne Mediumwech-
sel signifikant ansteigt. Diese Daten belegen, dass sich kultivierte Mikroglia in
ihrer molekularen Signatur zum Teil deutlich von ex und in vivo Mikroglia abheben

und dass eine langere Kultivierung Mikroglia chronisch aktiviert.
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Auch wenn keine Unterschiede unreifer P7- Mikroglia gegenuber adulten P30
Mikroglia aufgezeigt werden konnten, sind dennoch Abweichungen der LILRB4-
Rezeptordichte in anderen mikroglialen Vorlaufern méglich, wie z.B. in PO- Mau-

sen oder pranatal, was in zukunftigen Arbeiten weiter erforscht werden konnte.

5.4 Mikrogliale LILRB4- Oberflachenrezeptorlevel im Vergleich zu
Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmonozyten

Mehrere Studien konnten bereits nachweisen, dass sich die molekulare Signatur
der Mikroglia deutlich von Gewebsmakrophagen und von vom Knochenmark ab-
geleiteten Monozyten unterscheidet (Butovsky et al. 2014; Ransohoff R M 2016).
Obwohl die Transkription von LILRB4 bereits auf verschiedenen Immunzellen ge-
zeigt wurde (s. 1.2.6 Expression von LILRB4), konnten bisher noch keine verglei-
chenden Aussagen uber die Rezeptordichte auf deren Zelloberflache getroffen
werden.

Diese Dissertation vergleicht aufgrund dessen erstmals Mikroglia, Peritone-
almakrophagen und Knochenmarksmonozyten hinsichtlich ihres Anteils LILRB4-
positiver F4/80* Zellen, ihrer unterschiedlichen Rezeptordichte, ihres Isolations-
zeitpunkts (P7 und P30) und ihres Geschlechts miteinander. Die verschiedenen
Zellarten wurden aus 7 und 30 Tage alten NMRI- Wildtypmausen isoliert und mit-
tels Durchflusszytometrie analysiert.

F4/80* MGs, pMPs und BMMCs sind alle nahezu 100% positiv fur LILRB4. Be-
zuglich ihrer Rezeptorintensitat konnten signifikante Unterschiede festgestellt
werden: pMPs besitzen die hochste LILRB4- Rezeptormenge, die im Vgl. zu MGs
ca. 4-fach und im Vgl. zu BMMCs ca. 3-fach erhoht ist zu jeweils beiden Isolati-
onszeitpunkten. Mikroglia zeigten von allen Zellarten die niedrigste Rezeptor-
dichte. Weder beim Vergleich der Isolationszeitpunkte, noch beim Vergleich
mannlicher und weiblicher Zellen konnten signifikante Unterschiede festgestellt
werden (BMMCs 7 1age Zzeigten eine annahernd signifikant hdhere Rezeptordichte
als BMMCs 30Tage).

Diese Ergebnisse konnten bestatigen, dass LILRB4 keinen Mikroglia- spezifi-
schen Rezeptor darstellt, sondern dass er auf verschiedenen Immunzellen zu
nahezu 100% vorhanden ist. Unsere vorherigen Versuche haben bereits gezeigt,
dass LILRB4 vermehrt auf aktivierten und weniger auf ruhenden Mikroglia vor-
handen ist. Daher weisen die Daten darauf hin, dass Mikroglia von allen drei Zell-

arten wahrscheinlich am wenigsten aktiviert sind. Diese Annahme erscheint
55



5 DISKUSSION

durchaus sinnvoll, da die Blut- Hirn- Schranke fur das ZNS eine wichtige Barriere
zur Aufrechterhaltung der Homdostase darstellt, um eine Inflammation und Akti-
vierung des ZNS- spezifischen Immunsystems zu verhindern. Eine andere Erkla-
rung ware, dass LILRB4 aufgrund des gewebespezifisch vorherrschenden loka-
len Milieus unterschiedlich stark ausgepragt ist. Makrophagen entwickeln sich
aus ihren Vorlaufern, den unreifen Monozyten. Da in unseren Experimenten
pMPs eine héhere LILRB4- Rezeptorauspragung besitzen als BMMCs, liegt die
Vermutung nahe, dass die LILRB4- Level im Reifungsprozess einer Zelle anstei-
gen. AulRerdem ist bereits bekannt, dass LILRB4 in gealterten Mikroglia vermehrt
exprimiert wird (Zoller T et al. 2018). Auf der anderen Seite konnte bei keinem
der Zelltypen ein signifikanter Unterschied zwischen 7 und 30 Tage alten Mausen
festgestellt werden, auch nicht zwischen unreifen (P7) und adulten (P30) Mikrog-
lia. Es ist daher wahrscheinlicher, dass die LILRB4- Rezeptorlevel zwar gewebs-
spezifisch unterschiedlich hoch sind, im homdostatischen Zustand aber konstant
bleiben und nur im unphysiologischen Zustand im Rahmen einer Aktivierung, wie

bei geprimten Mikroglia, ansteigen.

5.5 Oberflachenproteinlevel von Siglec-H

Siglecs und LILRs gehdren beide zur Immunglobulin- Superfamilie. Die Siglec-
Familie besitzt extrazellulare 1g- Domanen und vermittelt ihr Signal Uber intrazel-
lulare ITIMs (Zhang J et al. 2006), genauso wie die LILRBs (Fanger N A et al.
1999). Siglec-H ist zwar eines der wenigen Ausnahmen, das kein intrazellulares
ITIM besitzt, nutzt dafur jedoch ein ITAM via DAP12 zur Signaltransduktion
(Blasius A L et al. 2006; Zhang J et al. 2006). Siglec-H, das ein inhibitorisches
Signal vermittelt, ist auf homoostatischen Mikroglia vermehrt und auf aktivierten
Mikroglia weniger exprimiert (Konishi et al. 2017; Krasemann S et al. 2017). In-
teressanterweise vermittelt auch LILRB4 ein inhibitorisches Signal durch 3 intra-
zellulare ITIMs im peripheren Immunsystem (seine Funktion im ZNS ist noch
weitgehend unerforscht). Jedoch wurde beobachtet, dass LILRB4 anders als
Siglec-H vermehrt auf aktivierten und weniger auf homdostatischen Mikroglia ex-
primiert ist (s. 1.2.8 LILRB4- Expression auf Mikroglia). Die Erkenntnisse lassen
vermuten, dass zwischen Siglec-H und LILRB4 funktionelle Gemeinsamkeiten

bestehen konnten. Siglec-H tragt vermutlich dazu bei, Mikroglia in Homdostase
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zu halten und LILRB4 hemmt evtl. die mikrogliale Aktivierung. Vor dem Hinter-
grund wurde in dieser Dissertation auch die Oberflachenrezeptorauspragung von

Siglec-H erforscht und mit LILRB4 verglichen.

5.5.1 In vitro und ex vivo Mikroglia im Vergleich

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde, analog zu LILRB4, der Anteil Siglec-
H*- positiver F4/80*- Zellen und die Siglec-H Oberflachenrezeptorauspragung auf
in vitro Mikroglia durch die Behandlung mit TGFBR1- Inhibitor und LPS und auf
unbehandelten ex vivo Mikroglia analysiert.

Konishi et al. konnten zeigen, dass Siglec-H auf mikroglialen Vorlaufern, adulten
Mikroliga, homdoostatischen und aktivierten Mikroglia nahezu 100% exprimiert ist.
Die Ergebnisse konnten in dieser Arbeit bestatigt werden: annahernd alle in vitro
und ex vivo Mikroglia waren Siglec- H positiv. Das galt sowohl fir junge, unreife
(P7) und adulte ex vitro Mikroglia (P30), als auch fir homdostatische und akti-
vierte in vitro Mikroglia.

In gPCR- und Durchflusszytometrieanalysen stellten Kopatz et al. (2013) fest,
dass es nur durch die proinflammatorische Stimulation mit IFNy oder LPS in Kom-
bination mit IFNy Uber 24h zu einem signifikanten Anstieg von Siglec-H in pri-
maren Mikroglia kam. Eine 24 stundige Behandlung mit LPS allein konnte keinen
signifikanten Anstieg der Siglec-H RNA- und Protein- Level auslésen.

In den Durchflusszytometrieversuchen dieser Arbeit konnte auch kein signifikan-
ter Anstieg des Siglec-H Proteinlevels durch 3- und 5- tagige LPS- Stimulation
festgestellt werden. Interessanterweise kam es bei 7- tagiger LPS- Stimulation
zu einem verminderten Siglec-H- Proteinlevel primarer Mikroglia. Das deutet da-
rauf hin, dass nicht nur die Art der Behandlung, sondern auch die Dauer eine
wichtige Einflussgrofde fur die Regulierung von Siglec-H darstellt und dieser Re-
zeptor erst bei einer starken, chronischen Aktivierung runterreguliert wird. Die
Ergebnisse stimmen mit den in vivo Ergebnissen von Krasemann S et al. (2017)
Uberein, bei denen es durch LPS und IFNy- Stimulation zu einer Suppression
verschiedener homdostatischer Gene kam. Auf der anderen Seite ist es unklar,
warum durch einen proinflammatorischen Stimulus wie IFNy das Siglec-H- Re-
zeptorlevel bereits bei einer kurzen Behandlungsdauer von 24h ansteigt, jedoch
durch den ebenfalls proinflammatorischen Stimulus LPS entweder gar nicht oder

erst bei langerer Behandlungsdauer sinkt. Eine Erklarung dafur kdnnte sein, dass
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durch verschiedene proinflammatorische Stimuli auch verschiedene mikrogliale
Aktivierungszustande mit einer anderen molekularen Signatur induziert werden,
die bisher noch nicht eindeutig charakterisiert werden konnten.
Butovsky et al. konnten zeigen, dass die Siglec-H RNA- Level durch die Faktoren
M-CSF und TGFB in Kombination hochreguliert wurden und dass in TGFB17- de-
fizienten Mausen die Siglec-H Transkription mindestens 5-fach vermindert war.
Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit angenommen,
dass die Siglec-H Proteinlevel durch Behandlung mit TGFBR1- Inhibitor ebenfalls
sinken.
Diese Hypothese konnte jedoch nicht bestatigt werden. Stattdessen war bei allen
Behandlungsspannen Uber 3, 5, und 7 Tage ein signifikanter Anstieg der Siglec-
H Proteinlevel auf der Zelloberflache sichtbar. Eine denkbare Ursache ware, dass
TGFB keinen direkten Einfluss auf Siglec-H hat, sondern indirekt und multifakto-
riell auf den Rezeptor wirkt (z.B. Uber Neurone, die wiederum Botenstoffe freiset-
zen) und dass diese verschiedenen Faktoren teilweise entgegengesetzte Wir-
kungen ausldsen. Da Siglec- H zur Phagozytose und Endozytose fahig ist (s.
1.1.7 Siglec-H), kbnnen zudem Unterschiede zwischen dem intrazellularen Re-
zeptorlevel und dem der Zelloberflache bestehen, die durch unsere Durchflusszy-
tometrieversuche nicht erfasst werden konnten. Es ware daher mdglich, dass
durch die Behandlung mit TGFBR1- Inhibitor die intrazellulare Siglec-H Protein-
menge sinkt, die der Oberflache jedoch ansteigt, was die unterschiedlichen Er-
gebnisse erklaren konnte. Auf der anderen Seite stellt TGFBR1- Inhibitor wie
IFNy einen proinflammatorischen Stimulus dar. Ein Anstieg der Siglec-H Rezep-
torlevel durch TGFBR1- Inhibitor erscheint aus der Sicht logisch, da Kopatz et al.
(2013) in ihrer Arbeit unter IFNy- Stimulation ebenfalls einen Siglec-H Anstieg
detektierten.
Beim Vergleich zwischen in vitro und ex vivo Mikroglia konnten erhebliche Unter-
schied dargelegt werden (6 bis 29-fach hohere Siglec-H- Rezeptormenge der
pMGs im Vgl. zu frisch isolierten MGs). Ex vivo Mikroglia (P7 und P30) zeigten
untereinander keine signifikanten Unterschiede. Die Resultate unterstreichen er-
neut, wie die von LILRB4, dass kultivierte Mikroglia gegenuber ex vivo oder in
vivo Mikroglia eine andere molekulare Signatur besitzen.
Zusatzlich traten bei den in vitro Mikroglia der 3, 5 und 7 Tage kultivierten Kon-
trollgruppen (ohne Mediumwechsel) signifikante Unterschiede untereinander auf
(s. Abb. 10). 7 Tage kultivierte pMG wiesen die héchste und 3 Tage kultivierte
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pMG die niedrigste Rezeptordichte auf, ahnlich wie bei LILRB4. Da Siglec-H als
homoostatischer Rezeptor gilt, dessen Transkription in aktivierten und gealterten
ex vivo Mikroglia runterreguliert wird (Krasemann S et al. 2017), ware eher der
gegenteilige Effekt zu erwarten gewesen. Allerdings lasst sich, wie oben schon
beschrieben, das Expressionsverhalten kultivierter Mikroglia nicht bedenkenlos

auf ex vivo Mikroglia Ubertragen.

5.5.2 Siglec-H Proteinlevel von Mikroglia, Peritonealmakrophagen und
Knochenmarksmonozyten

Siglec-H wurde bereits auf pDCs, verschiedenen Gewebsmakrophagen und Vor-
lauferzellen im Knochenmark identifiziert (Blasius A L et al. 2006; Zhang J et al.
2006; Schlitzer A et al. 2015).

In dieser Dissertation wurden unter Nutzung von Durchflusszytometrieanalysen
frisch isolierte ex vivo MGs, pMPs und BMMCs aus 7 und 30 Tage alten Wild-
typmausen verglichen.

Es konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass Siglec-H auch auf Peri-
tonealmakrophagen als Oberflachenprotein vorkommt. MGs, pMPs und BMMCs
sind zu annahernd 100% Siglec-H positiv, genau wie LILRB4. Hinsichtlich der
Zellart konnten wir erstmalig zeigen, dass im Gegensatz zu LILRB4 keine signi-
fikanten Unterschiede der Rezeptorlevel auf der Zelloberflache festgestellt wer-
den konnten.

Wir stellten keine Unterschiede bzgl. Geschlecht und Isolationszeitpunkt fest und
konnten damit die Ergebnisse von Konishi et al. bestatigen, dass Siglec-H als

Reifemarker flr Mikroglia untauglich ist.
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5.6 Ausblick

Weitere Studien sind erforderlich, um die bisher noch unbekannten Liganden fur
LILRB4 und Siglec-H zu identifizieren, die genauere Einblicke in die Funktion der
Rezeptoren liefern kdnnen.

Eine erhohte LILRB4- Expression wurde im Zusammenhang mit atheroskleroti-
schen Lasionen auf Makrophagen beschrieben. LILRB4- Defizienz beschleunigt
die Plaqueinstabilitat (Jiang Z et al. 2017). Auf Mikroglia ist die erhohte LILRB4-
Expression in AD- Mausmodellen ebenfalls bekannt (Kamphuis W et al. 2016).
Es ist daher durchaus anzunehmen, dass LILRB4 in den Prozess der Plaquebil-
dung und des AB Abbaus bei Alzheimer Demenz beteiligt ist. Aus diesem Grund
ist es von besonderem Interesse, ein Mikroglia- spezifisches Knockout- Modell
fur LILRB4 zu entwickeln, um die moglichen Auswirkungen auf homdostatische
und neurodegenerative Mikroglia zu untersuchen.

Neurodegeneration tritt haufig in krankheitsspezifischen, raumlich begrenzten
Gehirnregionen auf. Bestimmte regionsspezifische transkriptionelle Unter-
schiede wurden bereits enthillt. Dazu zahlt auch die Gruppe der ITAM- und ITIM-
assoziierten Rezeptoren, inklusive Siglec-H (Grabert K et al. 2016). LILRB4 als
ITIM- ass. Rezeptor wurde in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht und
ware ein spannendes Ziel zukunftiger Studien.

Nicht zuletzt sollte die genaue Funktion von LILRB4 in neurodegenerativen Er-
krankungen im Hinblick auf seine vielen Polymorphismen intensiver erforscht
werden, deren verschiedene Bedeutungen noch unbekannt sind (Chang C C et
al. 2008). Es ist nicht ausgeschlossen, dass bestimmte Polymorphismen von LI-
LRB4 zu einer immunologischen Dysbalance oder zu neurodegenerativen Er-
krankungen im ZNS beitragen kdnnen.

Verschiedene Autoren (Suciu-Foca et al. 2007; Jiang Z et al. 2017; Deng et al.
2018) haben LILRB4 als sehr erfolgsversprechendes therapeutisches Ziel be-
schrieben, das bereits bei einigen Tumorerkrankungen Anwendung fand. Sollte
seine Rolle in neurodegenerativen Erkrankungen bestatigt werden, stellt LILRB4
moglicherweise aus den hier aufgezahlten Grinden einen erfolgversprechenden

Therapieansatz dar.
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6.1 Abkiirzungsverzeichnis

++
-

°C

M

Abb.

AD

AK

ALS

AML
Amyloid 3
APC
APCs
ass.
BDNF

BMMC
Bp
BSA
bsp.
bzgl.
bzw.
ca.
CD
cDNA
CLL
CSF

d.h.
DAMPs

DAP12

Wildtyp

homozygot flr das Knockout- Allel

Grad Celsius

mikro-

Abbildung

Alzheimer Demenz

Antikorper

Amyotrophe Lateralsklerose

Akute myeloische Leukamie

AB

Allophycocyanin

antigen presenting cells (Antigen prasentierende Zellen)
assoziiert

brain- derived neurotrophic factor (vom Gehirn stammender
neurotropher Faktor)

bonemarrow monocytes (Knochenmarksmonozyten)
Basenpaare

Bovines Serumalbumin

beispielsweise

bezlglich

beziehungsweise

circa

cluster of differencation

komplementare DNA

Chronische lymphatische Leukamie

colony stimulating factor (Kolonie- stimulierender Faktor)
day (Tag)

das heif’t

damage associated molecular patterns (Schaden-assoziierte
molekulare Muster)

DNAX- activation protein 12 (DNAX- Aktivierungsprotein 12)

61



DAPI
DMEM
DMSO
DNA
DNase
EDTA
et al.
FcR
FCS
FGF
FITC
FSC

GAPDH
Gdnf

LILR
LPS
MAP- Kinase

MG

6 ANHANG

4,6-Diamidino-2-Phenylindol

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleotid acid (Desoxyribonukleotidsaure)
Desoxyribonuklease

Ethylendiamintetraessigsaure

et alii (und andere)

Fc Rezeptor

fetal calf serum (fotales Kalberserum)

fibroblast growth factor (Fibroblastenwachstumsfaktor)
fluorescein isothiocyanate

foward scatter

Fallbeschleinigung

Glyceraldehyd-3-phospatdehydrogenase

Glial cell-derived neurotrophic factor (von Gliazellen abstam-
mender neurotropher Faktor)

gegebenenfalls

hour (Stunde)

Hank's Balances Salt Solution

Humane Leukozytenantigene

Isolektin

Immunglobulin

Insulin- like growth factor (Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)
Interleucin

immunoreceptor tyrosine-based activation motif
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

im Vergleich mit

kiloDalton

Immuncytochemie

Interferon

Leucocyte immunglobulin-like receptor

Lipopolysaccharid

mitogen-activated protein kinase (mitogen- aktivierte Proteinki-
nase)

Mikroglia



MHC

min
mMRNA
MS

NF-kB

NGF
NGS
NK- Zelle
NLR

NOD/SCID

NRT
NT
NTC

p.
PAMPs

PBS
PI3K
PIP3
PLCy
pMG
pMP
PRR
RT gPCR
RA
rem
RT

SH2

6 ANHANG
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