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Einleitung

l. Einleitung

1.1 Mikroglia

1.1.1 Ursprung und Entwicklung

Mikroglia wurden erstmalig 1939 durch del Rio-Hortega klassifiziert [1]. Sie sind die
charakteristischen immunkompetenten Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) [2, 3]. Im
murinen Hirn liegt der Anteil von Mikroglia bei 5-13 % der Zellen, beim Menschen bei 0,5-13
% [4, 5].

In der frihen Embryonalentwicklung bilden sich aus erythro-myeloischen Vorlauferzellen
(Abbildung 1, EMP) und abhangig von den Transkriptionsfaktoren PU.1 und IRF8 primitive
Makrophagen (Abbildung 1, A1 und A2) [6, 7]. Wahrend der weiteren pranatalen Entwicklung
wandern diese primitiven Makrophagen (Abbildung 1, A2) in das entstehende ZNS, um dort
eine eigenstandige Population von Mikroglia zu entwickeln. Diese Wanderung der Zellen wird
u. a. durch Interleukin-34 und die Interaktion des Colony-stimulating Factors 1 (CSF1) mit dem
CSF1-Rezeptor gesteuert [8—11]. Die Mikroglia vermehren sich stark und reifen in den Mausen
bis zum 14. postnatalen Tag (p14) aus Abbildung 1, M0) [12, 13]. Diese Ausreifung findet
mafgeblich unter dem Einfluss von TGF-f1 und einem aktivierten TGF- Signal in den
Mikroglia statt [14]. Die entstehende Population von Mikroglia bleibt in der Zahl stabil und
erneuert sich aus sich selbst heraus [15-17]. Dabei ist sie, anders als bei peripheren
Immunzellen, unabhangig von zirkulierenden Monozyten und Knochenmarksstammzellen, die

unter physiologischen Bedingungen kaum zur Population der Mikroglia beitragen [10].
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Abbildung 1: Stufen der Entwicklung von Mikroglia [18].
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1.1.2 Physiologische Funktionen von Mikroglia

Mikroglia Ubernehmen vielfaltige Aufgaben im zentralen Nervensystem. Bei der Entwicklung
und Plastizitdt des ZNS sind sie unerldsslich fir die Neurogenese, aber auch bei der
Phagozytose von apoptotischen Zellen spielen sie eine wichtige Rolle [19-21]. Die neuronale
Plastizitat ist abhangig von den Mikroglia [22, 23], da sie mafRgeblich an der Bildung und
Trennung von Synapsen beteiligt sind [24, 25]. AulRerdem unterstiitzen sie die Oligodendro-
und Myelinogenese durch die Ausschittung von Zytokinen [26—28]. Mikroglia beeinflussen das
Uberleben und die Erneuerung von Neuronen positiv und fiir kortikale Neuronen sind sie sogar
Uberlebensnotwendig [29, 30]. Als Vertreter des Immunsystems wachen die Mikroglia Uber
das ZNS und reagieren auf pathologische Vorgange. Um diese Funktion erfullen zu kénnen,
durchziehen sie das gesamte Parenchym mit ihren weit verzweigten Fortsatzen [31].
Verschiedene Rezeptoren, darunter die Toll-like Rezeptoren, Nod-like Rezeptoren und RIG-
like Rezeptoren, befahigen die Mikroglia dazu, auf bestimmte Muster zu reagieren, die als
Damage-associated Molecular Patterns (DAMPs) und Pathogen-associated Molecular
Patterns (PAMPs) klassifiziert werden. Die vielfaltigen Signalwege kénnen in verschiedenen
Kombinationen und Synergien aktiviert werden, damit die notwendige komplexe Immunantwort

ausgelost werden kann [32].

1.1.3 Mikroglia bei Erkrankungen des ZNS

Unter pathologischen Bedingungen kommt es zu einer Veranderung und zur Proliferation der
Mikroglia [33, 34]. Sie reagieren auf Verletzungen, initiieren und unterstutzen Reparaturen und
Remodeling [35]. Bei Kontakt mit Pathogenen bilden sie die immunologische Abwehr des ZNS,
wobei sie auch weitere Immunzellen rekrutieren kénnen [36]. In der aktuellen Forschung
ricken die Mikroglia wegen ihrer Beteiligung an der Neuroinflammation und der
Neurodegeneration verstarkt in den Fokus. Die Aufklarung und Charakterisierung der genauen
Funktion der Mikroglia bei Erkrankungen kdnnen maoglicherweise zu neuen therapeutischen
Ansatzen fuhren [37-39]. Die Aktivierung von Mikroglia wurde lange Zeit ahnlich wie bei den
M1- und M2-Stadien von Makrophagen beschrieben. Demnach befinden sich die Mikroglia
regular in einem ruhenden MO-Zustand, in dem sie die Umgebung uberwachen und
unverzuglich auf endogene und exogene Reize reagieren kénnen [31]. Zytokine, wie

Interferon-y (IFN-y) oder Bakterienbestandteile wie Lipopolysaccharid (LPS) versetzen

Mikroglia in vitro in einen Zustand, der anhand der Morphologie und Expressionsmuster als
M1-Aktivierung bezeichnet wird [40]. Dieser Zustand wird mit der inflammatorischen Reaktion
auf Verletzungen oder Pathogene in Verbindung gebracht [41, 42]. Zytokine, wie IL4, 10 und
13 oder TGF-$, kdnnen wiederum die Aktivierung in einen anti-inflammatorischen M2-Zustand

konvertieren. Mikroglia exprimieren in diesem Zustand regulatorische, protektive und
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regenerative Gene [4, 43—-45]. Anti-inflammatorische Zytokine dominieren in diesem Zustand,
wodurch die Fibrosierung, Reparatur und Regeneration der Umgebung und des
extrazellularen Raumes angestoflen werden [4, 42, 46]. Fur die Erklarung verschiedener
Erkrankungsmodelle wurde eine Dysregulation dieser M1- und M2-Zustande in den Mikroglia
angenommen [47—49]. Die Beschreibung in diesem starren Modell von zwei Zustanden konnte
der in vivo Forschung aber nicht standhalten, weshalb verstarkt Gber ein Kontinuum zwischen
M1- und M2-Zustand diskutiert wurde [50-52]. Auch wenn dieses Kontinuum gut auf Mikroglia
in vitro angewandt werden konnte, wurde Uber eine Ubertragung auf in vivo Zustéande
zunehmend kontrovers diskutiert, da die Signatur der Mikroglia in ihrer Komplexitat und
Dynamik mit diesen Modellen nicht angemessen beschrieben werden kann [53, 54].
Neuerungen ergaben sich durch die Beschreibung von krankheits-assoziierten Mikroglia
(DAMs, engl. disease-associated microglia) und Mikroglia mit einem neurodegenerativen
Phanotyp (MGnD, engl. microglia neurodegenerative phenotype). In verschiedenen Studien
wurden die als DAM und MGnD beschriebenen Mikroglia miteinander identifiziert [18]. In
anderen Studien wurden die MGnD dagegen teilweise als Endzustand bei einer
Chronifizierung oder einer massiven Pathologie beschrieben, wobei es zu einer volligen
Entkopplung von regulatorischen Signalen kommt, wie z. B. des TGF-3 Signalwegs [18]. Im
Folgenden werden diese Mikroglia wegen einer bisher fehlenden wissenschaftlichen
Differenzierung als DAMs zusammengefasst.

DAMs wurden von mehreren Forschungsgruppen als relevant im Rahmen des
Prozesses der Alzheimer-Erkrankung beschrieben (AD, engl. Alzheimers Disease). AD ist eine
durch eine verstarktes Auftreten von -Amyloid-Plaques gekennzeichnete neurodegenerative
Krankheit, die mit einer zunehmenden Hirnatrophie und kognitiven Einschrankungen
verbunden ist [55]. In den murinen AD-Modellen 5XFAD und APP-PS1 und auch bei
Alzheimerpatient*Innen wurden Mikroglia mit ahnlicher Expressionssignatur gefunden und als
DAMs abgegrenzt [18, 56-58]. Diese Mikroglia befinden sich in einer rdumlichen Nahe zum (-
Amyloid (AB) und weisen ein pro-inflammatorisches Expressionsmuster auf [37]. Im
Krankheitsverlauf spielen die Mikroglia eine bilaterale Rolle. Einerseits kdnnen sie f-Amyloid
phagozytieren, wodurch sie den Progress der AD verzdgern kdnnen. Bei langerer und
verstarkter Aufnahme der Plaques entwickeln die Mikroglia allerdings den
neuroinflammatorischen Phanotyp DAM, der neurotoxisch wirkt und den Progress der
Alzheimer-Krankheit beschleunigt [18]. Dabei sind sie u. a. auch am Verlust von Synapsen
beteiligt [59]. Getriggert durch sterbende Neuronen und die Amyloid-Plaques bilden die
Mikroglia ein Umfeld, dass zur Progression von Alzheimer und einer verstarkten Aggregation
von AB-Plaques fuhrt [57].
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Eine ahnlich gegensatzliche Rolle von DAMs wurde auch fur die Multiple Sklerose (MS)
beschrieben [60]. Die MS ist eine chronisch-entziindliche, schubweise verlaufende und
demyelinisierende Erkrankung des ZNS [61]. Im entzindlichen Schub konnten Mikroglia
identifiziert werden, die inflammatorische Zytokine und Proteasen ausschitten und dabei auch
T-Zellen rekrutieren [37]. Dabei spielen u. a. der NF-kB-, der JNK- und der ERK1/2-Signalweg
eine malgebliche Rolle [2]. Im Unterschied zu diesen beschriebenen inflammatorischen
Reaktionen unterstitzen die Mikroglia aber auch die Regeneration und Remyelinisierung von
Axonen, beseitigen Myelin-Bruchstlicke und schutten neurotrophe Faktoren aus [23]. Im
murinen Modell der MS, der experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE), fuhrte eine
vollstandige  Depletion der Mikroglia zu einer deutlichen Minderung der Kklinischen
Symptomatik [62]. Masuda et al. konnten in Einzelzellstudien unterschiedliche DAM-
Subpopulationen abgrenzen, die sowohl wahrend der Demyelinisierung als auch wahrend der
Remyelinisierung auftreten [60]. Die Autoren gehen dabei von der Annahme aus, dass diese
Mikroglia einem transkriptorischen Kontinuum folgen und sich den durch die Krankheit
gestellten Anforderungen anpassen [60].

Neben AD und MS treten auch bei den Prozessen des Alterns im ZNS verstarkt
inflammatorisch veranderte Mikroglia auf, die eine erhéhte Produktion von inflammatorischen
Zytokinen, eine erhdhte Expression des Tumornekrosefaktors-a (TNF-a), von IL6 und MHC2
und eine geringere Fahigkeit zur Phagozytose von B-Amyloid aufweisen [63]. Der Phanotyp
zeigt eine verstarkte Tendenz zur Uberreaktion auf eine Immunstimulation [64, 65].
Einzelzellanalysen im gealterten ZNS von Mausen beschreiben einen stark aktivierten
Phanotyp, der als HAM bezeichnet wurde (engl. highly-activated microglia), mit einer grol3en
Ahnlichkeit zur Expressionssignatur von DAM und auch mit einer zusétzlich verstarkten
Aktivierung der MIF/CD74 Achse [66]. Das pro-inflammatorische Zytokin Macrophage
Migration inhibitory Factor (MIF) ist der natirliche Agonist von CD74 und wird im folgenden
Kapitel zu CD74 genauer beschrieben. Der Beginn und die Progression von alters-assoziierten
und neurodegenerativen Erkrankungen, wie AD und der Parkinson Krankheit (PD, engl.
Parkinson‘s Disease), wird mit solchen Veranderungen der Mikroglia im gealterten ZNS in
Verbindung gebracht [33]. Dartiber hinaus wurden DAMs im murinen Modell des kortikalen
Schlaganfalls, im SOD-1-Modell zur amyotrophen Lateralsklerose (ALS), und bei PD
dokumentiert [56, 67]. Die Expressionssignaturen wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen
mit modernen in vivo Studien immer weiter bis auf das Einzelzellniveau spezifiziert [18, 56].
Die starken Ahnlichkeiten wurden von Mathys et al. auf ein hoch konserviertes
Transkriptionsprogramm  zurlckgefihrt, das unter neuroinflammatorischen und
neurodegenerativen Anforderungen in den Mikroglia aktiviert wird [68]. Dabei sind allerdings

homdoostatische Gene, wie Tmen119, Cx3cr1 und P2ry12, herunterreguliert [18, 56, 68].
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Funktionell steht hinter diesem Expressionsprogramm u. a. die Phagozytose von
degenerativen Neuronen oder Proteinaggregaten, wie sie bei AD, PD und Chorea Huntington
(HD, engl. Huntington‘s Disease) auftreten [56]. Als Ausloser dieser DAM-Signatur wurden u.
a. Myelinfragmente, Proteinansammlungen, eine Neurodegeneration mit apoptotischen
Neuronen und vermehrt ausgeschuttete Entzindungsmediatoren identifiziert [69]. Die
Transformation von Mikroglia in DAMs 16st eine Kaskade aus, in der u. a. verstarkt
Apolipoprotein E (ApoE) exprimiert wird. Die Aktivierung von TREM2 auf Mikroglia durch ApoE
wiederum ist ebenfalls ein wichtiger Schritt bei der Transformation von Mikroglia in DAMs. Die
als DAMs, MDnG oder HAMs abgegrenzten Mikroglia sind wichtige Beteiligte bei der
Neuroinflammation und der Neurodegeneration. Interessanterweise fuhrt ein Mangel von
TREM2, der ein wichtiger Rezeptor fir die Transformation von homdostatischen Mikroglia in
DAMs ist, im AD Mausmodell zu einer verstarkten Ansammlung von 3-Amyloid und Plaques
und zu einem verstarkten neuronalen Verlust [70, 71]. Die Konversion in DAMs spielt dabei
durch die Entfernung von Proteinablagerungen und die Begrenzung von neurodegenerativen
Schaden eine protektive Rolle [67].

Die genannten Beispiele machen deutlich, dass Mikroglia eine zentrale Rolle bei der
Entstehung und dem Verlauf von verschiedenen Erkrankungen spielen. Bisher ist allerdings
unklar, bei welcher Erkrankung und zu welchem Zeitpunkt aktivierte Mikroglia schadlich oder
protektiv wirken. Diese Zusammenhange zu klaren, ist ein wichtiger Gegenstand der aktuellen

Forschung [18].
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1.2  Transforming Growth Factor

1.2.1 TGF-B Familie

Die Familie der Transforming Growth Factors B (TGF-j) ist eine Gruppe von verschiedenen
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die als Homo- oder Heterodimere auftreten und
durch 33 verschiedene Gene kodiert werden. Die Faktoren der TGF- Familie wirken als
Transkriptionsfaktoren. Sie beeinflussen die Entwicklung, Proliferation und Differenzierung,
die Wundheilung und das Immunsystem und bewahren die Homdostase von Zellen und
Geweben [72]. In der vorliegenden Arbeit richtet sich der Fokus auf der Unterfamilie der TGF-
B Faktoren, zu der TGF-31, TGF-2 und TGF-B3 gehdren. Ein besonderes Augenmerk wurde
auf TGF-B1 gerichtet. Dieser Faktor spielt eine wichtige Rolle bei der Immunregulation, der
Kontrolle der Entwicklung, der Differenzierung, Aktivierung und Homdostase von Immunzellen
und Mikroglia [73].

1.2.2 Funktion und Verteilung

Die verschiedenen TGF-§ Isoformen erflllen in Sdugetieren komplexe Aufgaben. Studien an
Mausen mit einer spezifischen Deletion einer der TGF-f3 Isoformen konnten zeigen, wie wichtig
und vielseitig die Beteiligung von TGF-f3 im Organismus ist. Mause mit einem homozygoten
Knockout von TGF-B1 (TGF-B17-Mause) erleiden nach einer initial unauffalligen Entwicklung
ungefahr 20 Tage postnatal ein ausgepragtes Wasting-Syndrom mit einer multifokalen
Immunreaktion, Gewebsnekrosen und letalem Organversagen [74, 75]. TGF-p2"-Mause
versterben kurz nach der Geburt aufgrund einer fehlerhaften synaptischen Ubertragung im
respiratorischen Zentrum des Hirnstammes [76]. TGF-B3"-M&use zeigen eine Stérung bei der
epithelial-mesenchymalen Interaktion mit Defekten der Lunge und der Entwicklung einer
Gaumenspalte. Die Mause versterben innerhalb von 24 Stunden postnatal [77, 78]. Diese
Versuche machen deutlich, wie vielfaltig und komplex die TGF-$ Isoformen in ihrer Funktion
sind. Trotz dieser relevanten Unterschiede ist es ihnen gemeinsam, dass ein langfristiges

Uberleben ohne sie nicht maglich ist.

1.2.3 TGF-B Synthese

Im endoplasmatischen Retikulum erfolgt die Translation von TGF- als pro-TGF-f3 simultan mit
dem latent TGF-$ binding protein (LTBP). Pro-TGF-$ bildet Homodimere, die uber
Disulfidbricken nicht-kovalent an das latent TGF-3 binding protein (LTBP) binden und einen
ternaren Komplex bilden, der als large-latency complex (LLC) bezeichnet wird (Abbildung 2,

1). Die Pro-Domane des TGF-j3, das als latency-associated protein (LAP) bezeichnet wird,
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dient als Signalsequenz fur die Dislokation des LLC in das trans-Golgi-Netzwerk, wo die Pro-
Domane vom TGF-3 abgespalten wird (Abbildung 2, 2). Das LAP bleibt Uber starke nicht-
kovalente Bindungen mit TGF-B assoziiert. Diese Verbindung wird small-latency complex
(SLC) genannt. Der Komplex aus SLC und einem LTBP wird als LLC bezeichnet [79]. TGF-f3
wird als LLC aus den Zellen sezerniert (Abbildung 2, 3). Uber das LTBP kommt es zu einer
Interaktion und einer Einlagerung in die extrazellulare Matrix (Abbildung 2, 4). Die Freisetzung
von TGF-B erfolgt durch verschiedene Stimuli und Mechanismen, die zu einem grof3en Telil
noch nicht identifiziert wurden (Abbildung 2, 5). Zwei Wege der Freisetzung von TGF-f sind
bekannt. Gesichert ist ein von Integrin abhangiger Mechanismus, bei dem Integrin mit LAP
interagiert und durch Traktion die Freisetzung von TGF-§ aus dem LLC bewirkt. Dartber
hinaus ist auch ein von Integrin unabhangiger Weg bekannt, bei dem Proteasen durch eine

Spaltung des LAPs zu einer Freisetzung des TGF-B-Dimers fuhren [79, 80].
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Abbildung 2: Synthese von TGF-f1 [79].
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1.2.4 Signalweg und InteraktionSupp
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Abbildung 3: Signaltransduktion iiber den TGF- Rezeptor [80].

TGF-B-Rezeptoren sind Transmembranrezeptoren, die ihre Wirkung als Serin/Threonin- und
Tyrosinkinase entfalten [81]. Aktives TGF-B1 bindet zunachst an ein TGF- Rezeptor 2
Homodimer (TBR2), das dann zusammen mit zwei TGF-$3 Rezeptor 1 (TBR1) Homodimeren
ein Tetramer bildet. TPR2 katalysiert die Phosphorylierung der TpR1-Untereinheiten und
aktiviert damit die Kinaseaktivitat des TBR1 [82]. Die TPR1-Einheiten entfalten dann ihre
Funktion Uber verschiedene Signalwege, die in den klassischen von Smad abhangigen und in
den nicht-klassischen von Smad unabhangigen Weg unterteilt werden. Die Smads sind eine
Gruppe von intrazelluldren Proteinen, die an der Signalweiterleitung Uber den TGF-j
Signalweg beteiligt sind. Beim klassischen Weg (Abbildung 3, A) erfolgt die Signalweiterleitung
Uber die Phosphorylierung von Smad2 und Smad3, die danach einen Komplex mit Smad4
bilden. Dieser Komplex bindet nach der Translokation in den Nukleus als Transkriptionsfaktor
das SBE (Smad binding element) und induziert dadurch die Expression von mit TGF-j

assoziierten Genen. Die hohe Variabilitat der durch TGF-3 Rezeptoren ausgeldsten Effekte
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kommt durch das komplexe Zusammenspiel mit weiteren Transkriptionsfaktoren zustande
[80]. Eine regulatorische Funktion bernimmt das inhibitorische Smad7 (Abbildung 3, C), das
bei der Aktivierung des Smad-Signalwegs im Sinne einer negativen Ruckkopplung verstarkt
gebildet wird. Es konkurriert mit Smad2 und Smad3 um den TBR1 und kann zu einem
verstarkten Abbau des Rezeptors fihren [80]. Darlber hinaus gibt es auch von Smad
unabhéangige Signalwege (Abbildung 3, B). Dazu gehdren die Aktivierung des PI3K- und des
mTOR-Signalwegs und der TAFK1 (TGF-B-associated kinase 1) mit einer konsekutiven
Aktivierung des p38- und/oder des C-Jun-MAPK-Signalweges [83]. Aulderdem kann es zu
einer Degradierung von IKB (inhibitor of nuclear factor kappa-B) und dadurch zu einer
verminderten Suppression des NF-kB Signalwegs kommen. Von Smad unabhangige
Signalwege inhibieren den Zellzyklus, verstarken die epithelial-mesenchymale Transition und

sind an der Immunsuppression und der Neuroprotektion beteiligt [84].

1.2.5 TGF-f in Mikroglia

TGF-p1 ist malgeblich an der Reifung von Mikroglia und der damit verbundenen Entwicklung
der spezifischen Expressionssignatur beteiligt [14, 73, 85]. Grundlegende Funktionen der
Mikroglia, wie z. B die Fahigkeit zur Eliminierung von Synapsen, sind abhangig vom TGF-3
Signal [86]. TGF-p1 ist unerlasslich fur die Erhaltung der Homdéostase der Mikroglia und tbt
anti-inflammatorische, immunregulatorische und antiproliferative Einflusse auf die Mikroglia
aus [87—89]. Neben Neuronen und Gliazellen schiitten auch die Mikroglia selbst TGF-1 aus
und wirken dadurch autokrin [14]. Mit B-Amyloid angereicherte Mikroglia-Kulturen bauen das
Amyloid nach der Zugabe von TGF-31 verstarkt ab. Am Alzheimer Modell konnte in vivo
gezeigt werden, dass durch Astrozyten ausgeschittetes TGF-31 mit einer Verminderung von
B-Amyloid Ablagerungen verbunden ist [90]. AuRerdem reduziert TGFB1 die durch AP
induzierte Neurodegeneration und die Expression von proinflammatorischen Zytokinen [91].
Ein dysreguliertes TGF-$1 Signal ist mit Ablagerungen von p-Amyloid, der Bildung von
neurofibrillaren Tangles und einer Verstarkung der Neurodegeneration bei AD assoziiert [92].

Auch bei der PD, bei der inflammatorisch aktivierte Mikroglia auftreten, die entziindliche
Zytokine produzieren, wirkt TGF-B1 neuroprotektiv und hemmt die inflammatorische
Aktivierung der Mikroglia [93].

Bei Schadigungen des Parenchyms, wie im Mausmodell nach einer Okklusion der
mittleren Zerebralarterien (MCAO), vergroRert sich bei einer Inhibition des TGF-$1 Signals die
Nekrosezone [94, 95]. Auch bei der intrazerebralen Hadmorrhagie wird durch TGF-1 die von
den Mikroglia ausgeldste Neuroinflammation moduliert und begrenzt. Bei Patient*Innen mit

intrazerebraler Hamorrhagie konnte beobachtet werden, dass ein friher Anstieg von TGF-$1
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im Plasma im Vergleich mit Patient*Innen mit einem spaten Anstieg von TGF-1 im Plasma

mit einem besseren Outcome verbunden ist [96].

Diese Beispiele verdeutlichen die anti-inflammatorischen und immunmodulatorischen Effekte
von TGF-B1 bei Verletzungen und inflammatorischen oder degenerativen Veranderungen des
zentralen Nervensystems [89, 91]. In DAMs als den zentralen Effektoren bei einer

Neuroinflammation und Neurodegeneration sind die Signalwege von TGF-$31 supprimiert [18].

10
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1.3 CD74

1.3.1 Struktur und Allgemeines

CD74 (Cluster of Differentiation 74), der auch als invariante Kette (li) bezeichnet wird, ist ein
einmalig die Membran durchspannendes Transmembranprotein mit zytosolischem N-
Terminus (Typ 2 Transmembranprotein) [97]. Das entsprechende Gen liegt bei Mausen auf
dem Chromosom 18 [98] und kodiert fur eine 31 kDa (p31) Variante oder eine 41 kDa (p41)
Splicingvariante [99]. Der Anteil der p41 Variante liegt je nach Zelltyp bei 10-40 % [100].

Als Chaperon von MHC2 ist CD74 an der Antigenprasentation beteiligt [97, 101] und
erflllt darlber hinaus auch als Rezeptor fur den Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF)
von MHC2 unabhangige Funktionen [102, 103]. CD74 wird von immunologischen Zellen, wie
T-Zellen und antigenprasentierenden Zellen (APZ), aber auch von Epithel- und Endothelzellen
exprimiert. Neben der Funktion bei der Prasentation von Antigenen spielt CD74 auch eine
wichtige Rolle bei der Signallibertragung der Zellen des Immunsystems. Es Ubertragt dabei
proinflammatorische Reize und férdert die Entwicklung, Reifung und das Uberleben der

exprimierenden Zelle [97].

1.3.2 Die Synthese und Assoziation mit MHC2

Die Transkription von Cd74 wird uber bestimmte Kontrollelemente reguliert. Dazu gehoren ein
NF-kB abhangiges Element, eine TATA- und CCAAT-Box und weitere mit dem MHC2
Promotor kommunizierende Elemente [104]. Nach der Synthese und einer posttranslationalen
Glyko- und Acetylierung bildet CD74 Homotrimere [97, 105]. Als Chaperon von MHC2 férdert
die invariante Kette (CD74) das Zusammenfiigen und die Faltung der a- und B-Ketten des
MHC2-Komplexes [106]. Dazu bildet ein li-Homotrimer mit jeweils drei a- und B-Ketten des
MHC2-Komplexes einen (aBli)-Komplex [105, 107]. An der Interaktion zwischen li und dem
MHC2-Komplex ist die CLIP Domane von CD74 malfigeblich beteiligt. Bei der Bildung des
(apli)-Komplexes bindet CLIP an die Antigenbindungsstelle des MHC2, stabilisiert sie und
das MHC2 und verhindert dadurch eine frihzeitige oder unspezifische Peptidbindung [101,
108-110]. CD74 steuert den Transport von MHC2 aus dem endoplasmatischen Retikulum in
das Endosomen [105, 111], wobei sowohl ein direkter Weg Uber das trans-Golgi Netzwerk als
auch ein indirekter Weg Uber die Zelloberflache beschrieben wurde [112]. In den Endosomen
wird CD74 durch Cathepsin S schrittweise gespalten, sodass nur das CLIP in der
Antigenbindungsstelle verbleibt [108, 113]. Das CLIP wird dann in einem durch HLA-DM
katalysierten Prozess durch ein Antigen ausgetauscht [114], das danach auf der Zelloberflache
durch MHC2 prasentiert wird [112]. CD74-defiziente Mause verfligen Uber eine eingeschrankte
Prasentation von MHC2 und Antigenen auf der Zelloberflache, wodurch die Bedeutung von
CD74 fur diese Funktion belegt wird [115].

11
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CD74 erflllt daneben auch von MHC2 unabhangige Funktionen. Es bildet mit den Co-
Rezeptoren CD44 oder CXCR4 einen Rezeptorkomplex flr den proinflammatorischen und
aktivierenden MIF und D-Dopachrom-Tautomerase (MIF-2) [116, 117]. MIF ist ein Regulator
des angeborenen Immunsystems und induziert inflammatorische Prozesse. Er wird von
verschiedenen Zellen und u. a. auch von Mikroglia ausgeschittet [118]. Die Signallbertragung
von MIF uber CD74 aktiviert sowohl den ERK/MAP-Kinase Signalweg als auch den PI3K/Akt-
Signalweg, die beide anti-apoptotisch wirken und die Zellproliferation und Zelldifferenzierung
starken [119].

Uber CD74 werden in Makrophagen die Ausschittung von pro-inflammatorischen
Zytokinen und die Aktivierung von T-Zellen angeregt [120]. Durch die Aktivierung der
Cyclooxygenase-2, eine verstarkte Produktion von Prostaglandin E2 und eine konsekutive
Interaktion mit p53 werden in den Zellen die Apoptose gehemmt und das Wachstum geférdert
[118].

Uber die Aktivierung von NF-kB in Makrophagen, T- und B-Zellen werden die Reifung,

Proliferation und Inflammation angeregt [120—123]. Aulerdem werden die Einwanderung von
peripheren Monozyten und T-Zellen und die Ausschittung von proinflammatorischen
Zytokinen induziert [117, 124—-126].
CD74 gehort zu den Proteinen der Regulated Intramembrane Proteolysis-Processed Protein
Family (RIP) [127]. In den Endosomen wird die intrazellulare Doméane von CD74 (ICD)
abgespaltet, was durch die Signal peptid peptidase-like 2A (SPPL2a) katalysiert wird [97]. Eine
Aktivierung des CD74-Rezeptorkomplexes verstarkt durch die endosomale Aufnahme des
aktivierten CD74 und zusatzlich tUber den aktivierten PI3K Signalweg die Freisetzung von
CD74-1CD [123]. ICD aktiviert unter Beteiligung verschiedener Co-Faktoren NF-kB [122, 123,
128].

1.3.3 CD74 in Mikroglia und Pathologien des zentralen Nervensystems
Aktivierte und stark CD74 exprimierende Mikroglia werden in einem Zusammenhang mit
verschiedenen Pathologien des zentralen Nervensystems beschrieben. Dabei bildet CD74
einen Aktivierungsmarker etwa bei  der experimentellen und murinen diabetischen
Retinopathie oder bei einer zerebralen Ischamie bei Mausen [129, 130].

Die Aktivierung von CD74 durch MIF kann eine protektive Wirkung entfalten. Der
Knockout von MIF flhrt bei einem ischamischen Schlaganfall bei Mausen zu einer verstarkten
neuronalen Schadigung [131]. Auch in den anfanglichen Stadien der AD kommt CD74 eine
protektive Rolle zu. Es interagiert dabei mit dem Amyloid-Precursor-Protein (APP) und
supprimiert die Produktion von 3-Amyloid [132]. Dagegen wird CD74 besonders stark auch bei

bereits erhdhten Ablagerungen von B-Amyloid mit verstarkter Neuroinflammation exprimiert
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und konnte hier moglicherweise ein Treiber fur die Inflammation und Degeneration in den
spaten Stadien der AD sein [132]. Eine solche gegensatzliche Rolle von CD74 wurde auch
beim Krankheitsbild der MS beobachtet. Dabei wurden sowohl in praaktiven als auch in
remyelinisierenden Lasionen aktive und CD74 positive Mikroglia gefunden [133]. Die
Beobachtungen bei MS und AD weisen darauf hin, dass CD74 sowohl an schadlichen als auch
an protektiven Mechanismen der Mikroglia beteiligt ist.

Eine Beteiligung von CD74 an der Neuroinflammation konnte auch bei den Progressen
der MS und PD nachgewiesen werden. Dabei konnten in den inflammatorischen Mikroglia
eine Aktivierung des ERK/MAPK-Signalweges und von NF-kB festgestellt werden [2, 37].
Beide Signalwege kénnen durch CD74 aktiviert werden [97]. Die Aktivierung von NF-kB ist
einer der wichtigen Mechanismen bei der Entstehung von Neuroinflammation und
Neurodegeneration [134]. Bei der Untersuchung von DAMs in verschiedenen
Krankheitsmodellen des ZNS konnte Cd74 im Modell der schweren Neurodegeneration bei
PD, MS und AD als verstarkt exprimiert identifiziert werden [68, 135, 136]. Im Alterungsprozess
treten stark aktivierte Mikroglia auf, die verstarkt Cd74 exprimieren, und bei denen die

Aktivierung von CD74 malgeblich an der Aktivierung der Mikroglia beteiligt ist [66].
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1.4  Zielsetzung

Mikroglia und ihre Aktivierung spielen eine wichtige Rolle bei der Neuroinflammation und der
Neurodegeneration. Studien konnten zeigen, dass aktivierte Mikroglia bei bestimmten
Erkrankungen sowohl protektive als auch schadliche Effekte austiben kénnen. Als Beleg daflr
wurde bei verschiedenen Erkrankungen eine verstarkte Expression von CD74 beschrieben,
die teilweise mit einem protektiven, haufig aber auch mit einem schadlichen Effekt verbunden
ist. Ein besseres Verstandnis der genauen Rolle der Mikroglia und der Expression von CD74
kénnte mdglicherweise in der Zukunft zu therapeutischen Optionen durch eine mogliche
Beeinflussung der Expression und Prasentation von CD74 fuhren.

Dabei sind DAMs zunehmend ein Gegenstand der aktuellen Forschung. CD74 zeigt
sich in den DAMs als eines der verstarkt exprimierten Gene, wobei der TGF-3 Signalweg
vermindert exprimiert und aktiviert wird [56]. Zoller et al. konnten einen Zusammenhang
zwischen einer verstarkten CD74 Expression und einem verminderten TGF- Signal herstellen
[89].

In der vorliegenden Arbeit sollen daher die Expression von Cd74 durch Mikroglia
charakterisiert und die Regulation durch das TGF-f Signal genauer betrachtet werden. Dabei
werden die folgenden Fragestellungen verfolgt:

1. Wie wird die Expression von Cd74 durch die Aktivierung von Mikroglia und durch
TGF-B1 reguliert? Dazu werden BV2 Zellen und primare Mikrogliazellen mit LPS
und TGF-B1 behandelt und die Expression von Cd74 durch gPCR und Western Blot
analysiert.

2. Zeigt sich eine Dynamik bei der Expression der Splicing-Varianten p31 und p41 von
CD74 in aktivierten Mikroglia? Beeinflusst TGF-31 diese Dynamik? Dazu werden
die Anteile von p31 und p41 am gesamten CD74 nach der Behandlung der
primaren Mikroglia mit LPS und TGp-1 durch Western Blot untersucht.

3. Hat TGF-B1 einen Einfluss auf die Oberflachenprasentation von CD74 durch die
Mikroglia? Dazu werden Mikroglia in der Glia-Mischkultur mit LPS und TGF-$
Inhibitor behandelt und im Rahmen einer Durchflusszytometrie analysiert.

4. Verandert sich die Oberflachenprasentation von CD74 durch Mikroglia in
verschiedenen Entwicklungsstufen und unterscheidet sich die Prasentation
gegenuber anderen myeloiden Zellpopulationen? Dazu werden murine Mikroglia
und Peritonealmakrophagen ex vivo an den Tagen 7 und Tag 30 nach der Geburt
isoliert und durch Durchflusszytometrie untersucht.

5. Welchen Effekt hat die Deletion des TGF-f3 Rezeptors in den Mikroglia in vivo auf

deren CD74 Expression? Dabei wurde mit der Mauslinie Cx3cr1°®tR12:R26-
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yfp, Tgfbr2™ der Einfluss von TGF-p auf die Mikroglia in vivo untersucht. Dazu
wurden die Hirnschnitte von Mausen des Wildtyps mit Hirnschnitten von TGF-3
Rezeptor 2 Knockout-Tieren mit einem Laser-Konfokal-Mikroskop untersucht und

verglichen.
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Il. Material

2.1  Einwegmaterialien

Material

Hersteller (Katalognummer)

Coverslips

Menzel™ Deckgléschen

Hohlnadeln

Kryorohrchen

Kulturflaschen T-25

Kulturflaschen T-75

Multiplate™ 96-Well PCR Plates
Multiwell Platten, 6-, 12- und 24-Well
Objekttrager, Menzel-Glaser
Parafilm

PCR Plate Sealing Films

PVDF Membran

Rasierklingen

Reaktionsgefald 1,5 mi
Roéntgenfilme

Tissue Tek O. C. T Compound
Trans-Blot Turbo Transfer Stacks
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen, konisch, 15 ml

Zentrifugenréhrchen, konisch, 50 ml

Thermo Fisher (CBO0100RA120MNTO)
Thermo Fisher (11961988)

b.braun (4657519)

Thermo Fisher (374510)

TPP (90026)

SPL Lifesciences (70075)

Biorad (MLL9601)

Greiner (657160/665180/662160)
Thermo Fisher (630-1985)

Pechiney (P7793-1EA)

Biorad (MSB1001)

Biorad (10026933)

Carl Roth (CK07.1)

Eppendorf (0030108051)

Agfa HealthCare (Curix HT1.00G PLUS)
Sakura Finetek (4583)

Biorad (1704275)

Falcon (734-0385)

Falcon (734-0451)

Falcon (734-0448)
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2.2 Laborausristung

2.21 Gerate

Gerat Hersteller Produktname

Durchflusszytometer Beckmann Coulter | CytoFlex

Elektrophoresezelle Biorad Mini-Protean® Tetra Cell
Homogenisator Kleinfeld Potter-Elvehjem mit PTFE Pistill
Inkubator ThermoFisher HeraCell 240

Kryostat Leica CM 3050 S
Laser-Konfokal-Mikroskopsystem | Nikon C1 Confocal und Eclipse E600

Mikroskop (Laser 405/488/543 nm)

Mikroplatten-Photometer ThermoFisher ThermoFisher™ Multiscan™ FC
Neubauer Zahlkammer Marienfeld Neubauer Improved

Proxima ECL Detektor Isogen Proxima

RT-gPCR System BioRad CFX-Connect™ Real-Time PCR

Detection System

Scanner Genetics FastGene® B/G GelPic Box
Sicherheitswerkbank Hera Herasafe™

Sonicator FAUST Wasserbad mit Sonicator
Spektrometer Eppendorf BioSpectrometer basic
Spektrophotometer Implen NanoPhotometer® NP80
Thermocycler Eppendorf ThermoMixer C

Thermomixer Eppendorf Centrifuge 5804 R

Wackeltisch Unitwist Unitwist RT

WesternBlot Transfersystem Biorad Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
Zentrifuge Eppendorf Mastercycler Nexus

2.2.2 Software

Software Entwickler Version
CFXConnect™ Biorad 2.0
CytExpert Beckmann Coulter 21
FlowJo™ Bd Bioscience 10
Image J National Institute of Health 1.52e
Prism GraphPad Software 8.4.2
InkScape Inkscape 1.0rc1
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2.3 Reagenzien & Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller (Katalognummer)

Aceton

Albumin aus Rinderserum (Puder)
Chloroform

Corn Ol

DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindol)
DMEM/F-12

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Entwickler und Fixierer

Ethanol unvergallt, 98 %

FBS (fetales Kalberserum)
Guanidinhydrochlorid

HBSS+

HBSS-

Isopentan/2-Methylbutan
Isopropanol

Methanol

Mounting Medium, Antifade

NGS (Normal Goat Serum)
Paraformaldehyd

PBS (phosphatgepufferte Salzlésung)
Penicillin Streptomycin (1000 U/ml)
Poly-L-Lysine hydrobromide
Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail 100x
Reducing Agent, 30x

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Tamoxifen

Trichloressigsaure

Triton X-100

Trypsin-EDTA, 0,05 %
Trypsin-EDTA, 0,25 %

Wasser, Nuclease-frei, autoklaviert, DEPC-behandelt

Zucker

Roth (9372.1)
Sigma (A9647)

J. T. Baker (7366)
Sigma (T5648-1G)

Dianova (711-165-152, 715-545-151)

Gibco (11320033)

Roth (3051.3)

Canon

Walter CMP (04119-505-062)
PAN Biotech (P30-3306)
Roth (0035.1)

Sigma (P2636)

Roth (9119.1)

Sigma (C8267)

Roth (9866.2)

J. T. Baker (8045)
Vectashield® (H-1000-10)
Sigma (G9023)

Roth (0335.3)

Sigma (D8537)

Gibco (15140)

Gibco (14175)

Cell Signaling (5872S)
New England Biolabs (B7705S)
Roth (2326.2)

Invitrogen (00-4958-02)
Roth (3962)

Sigma Aldrich (X100)
Gibco (25300)

Invitrogen (25200)

Roth (T143)

Rewe
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24  Zellkultur

Medium Bestandteil Anteil (%)
Gefriermedium DMEM/F-12 70
Fetales Kalberserum 20
DMSO 10
Mikrogliamedium DMEM/F-12 89
Fetales Kalberserum 10
Penicillin-Streptomycin (1000 U/ml) 1
Mikrogliamedium DMEM/F-12 99

serumfrei

Penicillin-Streptomycin (1000 U/ml)

1
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2.5 Losungen, Puffer und Gele
2.5.1 Angefertigte Puffer und Losungen

Lésung

Bestandteile

Blocklosung fur Immunhistochemie

10 % NGS
0,3 % Triton X100
In PBS

Blocklosung fur Immuncytochemie

10 %NGS
0,1 % Triton X
In PBS

BSA, 5 % In TBS-T
Dissektionspuffer 1 % BSA

1 mM EDTA

In HBSS
FACS Buffer 1% FBS

In PBS
Paraformaldehyd, 4 % In PBS
Poly-L-Lysin, 0,01 % In Wasser

TBS-T 1 % Tween 20
In TBS

TBS 10X 1,5 M NaCl
1 M Tris-HCL

In HZOdest.
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2.5.2 Gebrauchsfertige Puffer, Losungen und Gele

Gebrauchsfertige Puffer, Lésungen und Gele Hersteller (Katalognummer)

Pierce™ ECL Western Blotting-Substrat

SDS Blue Loading Buffer 3X
Percoll®
Pierce ™ RIPA Buffer

Trans-Blot® Turbo™ Transfer Buffer

TriFast™
Tris/Glycine/SDS Buffer

4-15 % MiniPROTEAN TGX Precast Gel

ThermoFisher (32109)
NewEnglandBiolabs (B7703S)
Sigma (P1644)
ThermoFisher(A89900)
Biorad(10026938)

peqGOLD (30-2010)

Biorad (1610772)

Biorad (4561086)

2.6 Proteine, Enzyme, Antigene und Inhibitoren

2.6.1 Antigene und rekombinante Proteine

Name

Quelle

Hersteller (Katalognummer)

LPS (Lipopolysaccharid)
Recombinant human TGFf-1

E. Coli 026:B6 Sigma (L8274)
CHO-derived Peprotech (100-21C)

2.6.2 Enzyme und Inhibitoren

Name

Hersteller

DNase 1
TGF-B R1 Kinase Inhibitor

2.7 Kits

NewEnglandBiolabs (M0303S)
Sigma Aldrich (616454)

Name

Hersteller

Luna® Universal One-Step RT-gPCR
Luna® Universal gPCR Master Mix
Monarch® Total RNA Miniprep Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Protoscript® Il cDNA Synthesis Kit

New England Biolabs (E3005L)
New England Biolabs (M3003L)
New England Biolabs (T2010S)
Thermo Scientific (23225)

New England Biolabs (E6560)
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2.8 Antikorper
2.8.1 Primarantikorper

Antigen Spezies Hersteller (Katalognummer)
CD74 Rat BD biosciences (555317)
IBA1 Rabbit WAKO (019-19741)

MHC II Rat Santa Cruz (sc59318)
SMAD1/2/3 Mouse Santa Cruz (sc-7960)
B-Actin Rabbit Cell Signaling (4970)

2.8.2 Sekundarantikorper und gekoppelte Antikorper

Ziel Konjugat Hersteller (Katalognummer)
Anti-Rat IgG HRP Abcam (ab97057)
Anti-Rabbit IgG HRP Cell Signaling (7074S)
Anti-Rat IgG Alexa Fluor® 488 Abcam (150157)
Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 594 Abcam (150080)

Isolectin B4 Alexa Fluor® 488 Invitrogen (121411)

2.8.3 FACS-Antikorper

Antigen Fluoreszenzfarbstoff | Hersteller (Katalognummer)

CD74 (CLIP) Alexa Fluor® 647 Biolegend (151004)

F4/80 Alexa Fluor® 488 Biorad (MCA497A488)

TruStain fcX™ (CD16/32) - Biolegend (101320)

2.9 Primer

Gen Sequenz Hersteller

CD74 Eurofins Genomics
Forward 5-CCGCCTAGACAAGCTGACC-3

Reverse 5-ACAGGTTTGGCAGATTTCGGA-3'

GAPDH Eurofins Genomics
Forward 5- AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3

reverse 5-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3'
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lll. Versuchstiere und Zelllinien

3.1  Ubersicht zu den Zell- und Mauslinien

Name Quelle

NMRI Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France)
Cx3cr1CreERT2:R26-yfp, Tgfbr2fi/ Anatomisches Institut der Universitat Rostock
BVv2 Anatomisches Institut der Universitat Rostock

3.2 BV2-Zelireihe

Die murine BV2-Zelllinie stammt aus primaren und neonatalen Mikroglia, die im Jahre 1990
durch einen raf/myc-Transfer mittels Retrovirus (J2) immortalisiert wurden [137]. Sie sind
wegen ihrer Ahnlichkeit von vielen ihrer morphologischen, funktionellen und phénotypischen
Merkmale mit denen von primaren Mikroglia ein geeigneter Substituent fur primare Mikroglia
[138].

3.3 Primare Mikroglia

Far in vitro Untersuchungen von primaren Mikroglia und eine ex vivo Analyse von Mikroglia
und Peritonealmakrophagen wurden NMRI Mause verwendet. Die Mause stammten von
Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich). Der Zugang zu Wasser und Nahrung war
unbegrenzt. Die Mause wurden bei 22 °C £ 2 °C in einem Hell-Dunkel-Zyklus von 12 Stunden
gehalten. Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz und
den ethischen Richtlinien der Universitat Rostock durchgefihrt. Die Prozeduren wurden vom
Tierexperimentellen Komitee der Universitat Rostock und vom Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und  Fischerei Mecklenburg-Vorpommern  (7221.3-1-064/18)

genehmigt.

3.4 TGF-B Rezeptor 2 defiziente Mause

Zoller et al. publizierten die Rekombination von Mauslinien fir eine postnatale Deletion des
TGF-B Rezeptors 2 (TGF-p R2) [89]. Die Mauslinie Cx3cr1°ER™2 enthalt eine fiir den LoxP-
Lokus spezifische Cre-Rekombinase (Cre), die wiederum mit einer mutierten Variante des
humanen Ostrogenrezeptors (ERT) fusioniert ist. Die mutierte Variante ist wenig sensitiv fiir
endogenes Ostradiol, allerdings stark sensitiv fir Tamoxifen. Die CreERT-Rekombinase liegt
im Zytosol gebunden an das Hitzeschockprotein (HSP) vor. Eine Induktion durch Tamoxifen
fhrt zu einer Abldsung der CreERT vom HSP. Danach transloziert die Rekombinase in den
Nukleus und schneidet die von LoxP flankierte DNA-Sequenz aus [139]. Die Expression von

CreERT wird durch den Promotor fur Cx3cr1 induziert und ist dann in den Mikroglia und
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weiteren Monozyten und Lymphozyten aktiv. Da sich die Mikroglia postnatal aus der
bestehenden Population erneuern, kann hier die Deletion des TGF-f R2 stabil gehalten
werden. Die defizienten Monozyten und Lymphozyten werden fortlaufend von den
Progenitorzellen im Knochenmark erneuert. Da die Progenitorzellen vor der Ausreifung
Cx3cr1-negativ sind, sind sie vom Knock-out nicht betroffen [140, 141], wodurch ein flr die
Mikroglia spezifischer Knock-out erreicht werden kann.

Die spezifische zu deletierende Sequenz wurde Uber eine TGF- R2 Flox-Mauslinie
eingebracht. In dieser Mauslinie enthalt die loxP flankierte Sequenz die Exons 2 und 3 des
TGF-f R2 Gens (Abbildung 4, oben) [142]. Zur Bestatigung der Rekombination wurde die
Rosa26R-eYfp-Mauslinie verkreuzt (Abbildung 4, unten). Das enhanced yellow fluorescent
protein (eYfp) ist ein Fluoreszenzprotein, dessen Gen in den Rosa26 Lokus des murinen
Genoms eingebracht wurde. Vor dem eYfP-Gen ist eine von LoxP flankierte Stop-Sequenz
inseriert, die durch eine erfolgreiche Aktivierung der CreERT-Rekombinase deletiert wird.
Danach wird eYfP als Reporter produziert [143]. Aus der Kombination der beiden Mauslinien
ergibt sich dadurch die in der vorliegenden Studie verwendete Mauslinie Cx3cr1°*ER12:R26-
yfp, Tgfbr2™.

Cx3c r-’CreER T2.. Tgfb r2f|/f|

—»
-|Cx30r1 }— Cre |ERT2|-

> Tgfbr2 Exon 2/3>
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Abbildung 4: Konstruktion der Mauslinie Cx3cr1¢mERT2:R26-yfp, Tgfbr2f/f [89].

Alle an Tieren vorgenommenen Prozeduren entsprachen den nationalen und internationalen
Ethikrichtlinien fir Tiere. Es erfolgte eine tierschutzrechtliche Genehmigung durch die 6rtliche

Behdrde unter der Nummer (7221.3-1-064/18) (einschlief3lich einer Ausnahmegenehmigung).
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Die Tiere wurden bei einer Temperatur von 22 °C und in einem 12 Stunden Tag-Nacht Zyklus

gehalten. Dabei war der Zugang zu Wasser und Futter jederzeit gewahrleistet.
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IV. Methoden

4.1 BV2 Zellreihe

4.1.1 Kultivierung

Die Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbank statt. Die BV2
Zellen wurden bei -150 °C in einem Gefriermedium gelagert. Nach Bedarf erfolgte das
Auftauen der Zellen bei 37 °C im Wasserbad. Die erwarmte Zellsuspension wurde 10 Minuten
bei 1000 x g zentrifugiert und der Uberstand wurde dann verworfen. Nach einer
Resuspendierung in einem serumhaltigen Medium wurden die Zellen in T-75 Kulturflaschen
uberfuhrt. Die Kultivierung erfolgte in einem Mikroglia-Medium in einem Inkubator bei 37 °C, 5
% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit.

4.1.2 Passage

Zwei bis drei Tage nach der Kultivierung in der T-75 Kulturflasche erreichten die BV2 Zellen
regelhaft Konfluenz. Zur Mobilisierung wurde den zuvor zweimal in PBS gewaschenen BV2
Zellen 4 ml Trypsin-EDTA (0,05 %) zugesetzt. Nach 15 Minuten waren die Zellen vollstandig
gelést. Durch die Zugabe von Mikroglia-Medium wurde die Lyse unterbrochen. Die
Zellsuspension wurde abgenommen und fir 10 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Das Pellet
wurde nach einer Resuspendierung und einer erneuten Zentrifugation gewaschen und dann
in PBS resuspendiert. Fur die Behandlung wurden die Zellen nach einer Bestimmung der
Zellkonzentration in der Zahlkammer mit einer Dichte von 4 x 10* Zellen pro cm?in 6-Well
Platten ausgesiedelt. Zusatzlich wurden pro Passage 10° Zellen in eine T-75 Kulturflasche

ausgesiedelt, um einen erneuten Kultivierungszyklus beginnen zu konnen.

4.1.3 Behandlung

Die Behandlung erfolgte nach 24-48 Stunden, wenn die BV2 Zellen in den 6-Well-Platten
Konfluenz erreicht hatten. Nach der Abnahme des Mediums wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und anschlieBend wurde serumfreies Medium zugegeben. Nach 2 Stunden
im serumfreien Medium erfolgte die Behandlung durch eine Zugabe nach dem folgenden

Schema:

Ansatz | Substanz [Konzentration]

Kontrolle

TGF-B1 [5 ng/ml]

Lipopolysaccharid [1 ng/ml]

TGF-1 [5 ng/ml] & Lipopolysaccharid [1 ng/ml]

A WO N -
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4.1.4 Expressionsanalytik
4.1.4.1 RNA Isolation

Die RNA wurde aus den BV2 Zellen mittels Trifast™ gewonnen. Zentrifugiert wurde bis auf
erwahnte Ausnahmen bei 12000 x g und 4 °C.

Die nach dem Schema von 4.1.3 behandelten Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen und
anschlieRend wurde 1 ml Trifast™ zugegeben. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
auf dem Schwenker wurde das Homogenisat in ein Reaktionsgefald uberfuhrt und mit 0,2 ml
Chloroform versetzt. Durch ein wiederholtes Invertieren des Reaktionsgefaltes wurde eine
Durchmischung erreicht. Die Inkubation erfolgte fir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

Durch eine anschlielende Zentrifugation von 15 Minuten wurde das Gemisch aufgetrennt. Die
die RNA enthaltende obere Phase wurde entnommen, ohne die gebildete Interphase mit
aufzunehmen. AnschlieRend erfolgte eine Prazipitation der RNA durch die Zugabe von 0.5 ml
Isopropanol. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde durch Mischen auf dem Vortex und wiederholtes
Zentrifugieren in 75%igem Ethanol gewaschen. Anschlieend wurde der Uberstand dekantiert
und das Pellet wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 80 pl
RNAse-freiem Wasser und bei kurzer Erwarmung auf 50 °C geldst.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einem Photometer. Im Schnitt wurden
RNA-Konzentrationen von 300-900 ng/ul erreicht. Die Reinheit wurde anhand der
Adsorptionswerte bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Dabei wurden bei Ageor2s0 Werte von 1,975
bis 2,110 erreicht, weshalb ein qualitativ hochwertiger RNA Extrakt angenommen wurde. Die

Proben wurden weiterverwendet oder bei -80 °C gelagert.

4.1.4.2 cDNA-Synthese

Die RNA wurde mittels NEB ProtoScript® 2 in cDNA umgeschrieben. Der verwendete Kit
beruht auf einer von RNA abhangigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase). Dabei
wurden die unten angegebenen Ansatze verwendet und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein

Gesamtvolumen von 20 ul gebracht:

Bestandteil Menge
RNA 1ug
d(T)23VN (50 uM) 2 ul
ProtoScript 2 Reaction Mix (10x) 10 pl
ProtoScript 2 Enzyme Mix (2x) 2 ul
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Durch einen Austausch des Enzym-Mix gegen Nuklease-freies Wasser wurden
Negativkontrollen (NRT) angesetzt. Die Inkubation erfolgte im Thermocycler nach dem

folgenden Schema:

Schritt Temperatur | Dauer (in Minuten)
1. Reaktionstemperatur 42 °C 60
2. Deaktivierung des Enzyms 80 °C 5

Die synthetisierte cDNA wurde danach mit einer qPCR analysiert oder bei -20 °C gelagert.

4.1.4.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

Die quantitative Analyse der Expression von CD74 und GAPDH in den Mikrogliazellen wurde
mit einer RT-qPCR durchgefiihrt, wofiir der NEB Luna® gPCR Master Mix verwendet wurde.
Dabei konnte mit dem SYBR Green | Farbstoff Gber ein Fluoreszenzsignal die Menge an PCR-
Produkt in Echtzeit ermittelt werden. Dabei SYBR Green | handelt es sich um eine
interkalierende Substanz, die sich die in die doppelstrangige DNA einlagert. Dabei kommt es
zu einer typischen Fluoreszenz, die durch das CFX Connect™ Real-Time PCR Detection
System gemessen wurde. Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz die natirliche
Hintergrundstrahlung Ubertrifft, bezieht sich nach der Definition auf den Cr.

Die Reaktionsansatze wurden nach dem folgenden Schema in technischen Duplikaten

hergestellt.
Substanz Menge (in pl)
Luna Universal gPCR Master Mix 10
Primer forward (GAPDH/CD74) 0,5 (entspricht 5 pmol)
Primer reverse (GAPDH/CD74) 0,5 (entspricht 5 pmol)
Reaction Mix 2
cDNA Produkt 2
H20 5
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Fur die NRT-Kontrolle wurde nach einem Austausch des Reaktions-Mix gegen Wasser ein
GAPDH Primer verwendet. Die qPCR wurde im CFX ThermoConnect durchgefiihrt. Das
Temperaturprotokoll wurde nach den Herstellervorgaben anhand des folgenden Schemas

durchlaufen.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (in Sekunden)
Initiale Denaturierung 95 60
Denaturierung 95 15
Extension 65 30

- 40 Wiederholungen

Schmelzkurvenbestimmung 60 - 90 (0,5 °C Schritte) |5/ Schritt

4.1.4.4 Auswertung

Fir die Analyse wurde nach Livak et al. die 272A¢T Methode verwendet [144]. Dabei wurde mit
der CFXConnect™ Software fur jeden Ansatz der Cr-Wert als Mittelwert der technischen
Duplikate ermittelt. Fir jede Behandlungsgruppe wurde dann der Wert 4., berechnet, der der
Differenz der RNA-Menge des Zielgens CD74 und der endogenen Kontrolle GAPDH

entspricht:
ACT = CT(CD74-) - CT(GAPDH)

Danach wurde flr jede Gruppe der Wert 44, ermittelt. Dabei wurde vom A, der jeweils

behandelten Gruppen der A, der unbehandelten Kontrolle subtrahiert:

AACT(Behandlung x) = ACT(Behandlung x) — ACT(Kontm”e)

Danach wurde die relative Expression von CD74 einer behandelten Gruppe gegenlber der

unbehandelten Kontrolle berechnet:
Relative Expression CD74genandiung x= 27 AAcr(Behandiung x)

Durch die Multiplikation mit 100 konnte die relative Expression in % angegeben werden, wobei

die Kontrolle mit 100 % gleichgesetzt wurde.
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4.1.5 Proteinanalytik

Die Proteinanalytik wurde wie im Abschnitt 4.2.4 durchgefuhrt. Bei den BV2 Zellen wurde das
Vorgehen bei der Immundetektion modifiziert. Die PVDF Membran wurde fir 12 Stunden mit
Primarantikérpern gegen CD74 (bd bioscience, 1:500 in 5 % BSA) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in TBS-T fir je 15 Minuten erfolgte die Behandlung mit dem entsprechenden mit
HRP gekoppelten Sekundarantikérper (1:10000 in 5 % BSA). Nach erneutem dreimaligen
Waschen in TBS-T fur je 15 Minuten wurde unter Rotlicht ECL-Substratt auf die Membran
gegeben, die dann zwischen zwei transparente Folien eingebettet wurde. Danach wurde ein
Réntgenfilm aufgelegt und in Abhangigkeit von der Signalintensitat wurde fur einen Zeitraum
von 10 Sekunden bis 20 Minuten belichtet. Danach wurden die Entwicklung und Fixierung
durchgefihrt. Der gesamte Vorgang wurde nach einem erneuten Blocken der Membran mit
Primarantikérpern gegen B-Actin (Cell Signaling, 1:1500 in 5 % BSA) wiederholt. Die
Digitalisierung erfolgte mit einer Gel Picture Box und die anschlieRende Analyse wurde mit

Imaged durchgefuhrt.

4.2  Primare Mikroglia

4.2.1 Zellkultur, Praparation und Passage

Die Praparation der Mikroglia aus den Hirnen von Mausen wurde am Tag oder Folgetag ihrer
Geburt durchgefihrt (PO/P1). Nach der Totung der Mause durch Dekapitation wurden die
Schéadel in 4 °C kaltes, Ca**-und Mg?*-haltiges HBSS (iberfiihrt. Unter dem Binokular wurden
dann die Haut, der Schadelknochen, die Meningen und Gefalle manuell mit der Pinzette
entfernt. Danach wurden die Hirne in Ca**-und Mg?*-freiem HBSS gewaschen und in einem
Gemisch aus 2 ml Ca?*- und Mg?*-freiem HBSS und 1 ml 0,25%igem Trypsin-EDTA fiir 10
Minuten bei 37 °C verdaut. Der Verdau wurde durch die Zugabe von DMEM F/12
unterbrochen. Dem Gemisch wurde dann DNAse | in einer Konzentration von 0,1 mg/ml
zugesetzt. Die weitere Dissoziation des Gewebes erfolgte durch die Scherkrafte beim
Pipettieren mit Pipettenspitzen eines sinkenden Durchmessers. Danach wurden grobe
Gewebeteile durch eine Zentrifugation fiir 1 Minute bei 20 x g abgetrennt. Der Uberstand wurde
fur 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert, das Pellet wurde in Mikrogliamedium resuspendiert und
in Kulturflaschen Uberfuhrt, die vorher mit Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet wurden. Dazu wurde
0,01%ige Poly-L-Lysin-Lésung fur 2 Stunden bei 37 °C in die Kulturflaschen gegeben und
anschliefend mit destilliertem Wasser abgewaschen. Nach dem Trocknen wurden die
Kulturflaschen weiterverwendet. Die Aussaat erfolgte mit einer Dichte von drei Hirnen pro T-
75 Kulturflasche oder einem Hirn pro T-25 Kulturflasche. Die primaren Mikroglia wurden bei
37 °C, 5 % CO2und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde an den

Tagen 1 und Tag 2 nach der Praparation durch frisches Medium ausgetauscht. Nach 10 bis
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12 Tagen hatte sich in der Flasche ein stabiler Astrozytenrasen gebildet, wobei die Mikroglia
adharent auf diesem Rasen wuchsen. Nach 15 Minuten auf dem Schiittler bei 80 RPM wurden
sie gel6st und anschlieRend entnommen.

10 ul dieser Suspension wurden dazu verwendet, um mittels der ,Neubauer improved

Zahlkammer*® die Zellzahl zu ermitteln.

4.2.2 Immunzytochemie (ICC)

Die Mikroglia wurden nach dem im Abschnitt 4.2.1 beschriebenen Verfahren aus der
Mischkultur isoliert und mit einer Dichte von 10* Zellen pro cm? auf Deckglaser in 24-Well
Platten ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen, die Wells wurden
zweimal mit PBS gewaschen und dann wurde serumfreies Kulturmedium zugegeben. Nach 2
Stunden wurde die weitere Behandlung dann nach den Ansétzen in der folgenden Tabelle
durchgefuhrt. Dafir wurde der TGF-$ R1 Kinase Inhibitor (TBRI) wurde in DMSO geldst. Um
eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen, wurde allen Ansatzen DMSO in der aquivalenten

Konzentration zugegeben.

Ansatz | Substanz [Konzentration]

1 DMSO [0,42 pl/ml]

2 TGF-B1 [5 ng/ml]
DMSO [0,42 pl/ml]

3 TGF-B R1 Kinase Inhibitor [1 mM]
DMSO [0,42 pl/ml]

4 TGF-1 [5 ng/ml]
TGF-B R1 Kinase Inhibitor [1 mM]
DMSO [0,42 pl/ml]

Danach wurde das Medium entnommen, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und fur 15
Minuten in 4%iger Paraformaldehyd-Losung (PFA) fixiert. Nach einem erneuten Waschen
wurden die Zellen fur eine Stunde in Block-L6sung inkubiert. Die Zellen wurden dann Uber
Nacht bei 4 °C mit Smad1/2/3 Antikérper (Santa Cruz, Rabbit, 1:100 in Blocklésung)
behandelt. Danach erfolgte nach einem dreimaligen Waschen mit PBS fur je 15 Minuten eine
Behandlung mit sekundaren Antikérpern (Abcam, anti-rabbit, Alexa Fluor 594, 1:500 in
Blocklésung) und Isolectin B4 (Invitrogen, 1:500 in Blocklésung) fir 60 Minuten. AbschlieRend
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wurde DAPI (Dianova, 1:10000 in PBS) zugegeben und die Deckglaschen wurden nach 10
Minuten zweimal mit PBS und anschliefiend mit destilliertem Wasser gewaschen. Die
Fixierung auf Objekttrager erfolgte mit dem Mounting Medium.

Mit einem Laser-Konfokal-Mikroskopsystems konnten die Zellen visualisiert werden, wobei Z-
Stacks mit einer Schichtdicke von 0,5 um und einer Gesamtdicke von 4 um erstellt und mit der

ImageJ-Software analysiert wurden.

4.2.3 RNA-Expressionsanalytik

4.2.3.1Behandlung

Vor der Behandlung wurden die Zellen flr zwei Stunden unbehandelt in serumfreiem Medium
inkubiert. Fir die Genom- und Proteomanalysen wurden danach die folgenden

Behandlungsschemata verwendet:

Ansatz Substanz (Konzentration) Medium/Kultur Dauer
1a Kontrolle Primare Mikroglia, | 6 und 24
1b TGF-B1 (5 ng/ml) Monokultur/Serumfreies | Stunden
1c LPS (1ng/ml) Mikrogliamedium
1d TGF-B (s. 0.), Lipopolysaccharid (s. 0.)
2a DMSO (0,42 pl/ml) Glia- 24
2b TGF-B R1 Kinase Inhibitor IV (1 mM) Mischkultur/Mikrogliamed | Stunden
DMSO (0,42 pl/ml) ium
2c LPS (1 ng/ml)
DMSO (0,42 pl/ml)

4.2.3.2RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte durch eine Kombination der Phenol-Chloroform-Extraktion
mittels PeqGold Trifast™ und der Verwendung von Silizium-beschichteten Saulen des NEB
Monarch® Total RNA Miniprep Kits.

Dazu wurde das Medium in den 6-Well Platten abgenommen und die Mikroglia-Kultur wurde
zweimal mit PBS gespult. Danach erfolgte eine Homogenisierung durch die Zugabe von 0,5
ml Trifast™. Eine vollstandige Lésung der Mikroglia wurde durch ein manuelles Abtragen mit
dem Zellschaber erreicht. Die in Kulturflaschen behandelten Zellen wurden auf dem Schuttler

bei 80 RPM fur 15 Minuten geldst und dann abgenommen. Nach der Zentrifugation fur 5
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Minuten bei 2500 x g wurde das Pellet mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
AnschlieRend wurden 0,5 ml Trifast™ zugegeben.

Die homogenisierten Proben wurden in 1,5 ml Reaktionsgefae Uberfihrt und fur 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 0,1 ml Chloroform zugegeben. Nach
behutsamem Invertieren wurde der Ansatz fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielend wurde er fur 15 Minuten bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere, die RNA
enthaltende Phase wurde vorsichtig entnommen und mit dem NEB Monarch® Total RNA
Miniprep Kit aufgearbeitet. Die folgenden Zentrifugationsschritte wurden jeweils fur 30
Sekunden bei 16000 x g und 4 °C durchgeflhrt. Die enthommene die RNA enthaltende Phase
wurde im Verhéltnis 1:1 mit 98%igem Ethanol vermischt und auf eine Monarch® RNA
Purification Column gegeben. Nach der Zentrifugation haftete die RNA an der Membran der
Purification Column. Der Durchfluss wurde verworfen.

Durch eine Zentrifugation der Saule mit Monarch® RNA Wash Buffer wurde die RNA
gewaschen und anschliefiend wurde DNAse | auf den Filter gegeben, wodurch die verbliebene
gDNA verdaut werden konnte. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
RNA durch eine einmalige Zugabe von Monarch® RNA Priming Buffer und eine zweimalige
Zugabe von Wash Buffer gewaschen und danach jeweils zentrifugiert. AbschlieRend wurde
die Probe fur zwei Minuten zentrifugiert, um eine vollstandige Entfernung des Wash Buffers zu
ermaoglichen.

Die Saule wurde danach mit 40 ul Nuclease-freiem Wasser benetzt und durch eine
Zentrifugation wurde die jetzt in Wasser geloste RNA ausgewaschen und dann in einem 1,5
ml Reaktionsgefald gesammelt. Die Konzentration und die Reinheit der Proben wurde mit
einem NanoPhotometer® gemessen. Die Konzentration der RNA wurde durch die bei 260 nm
gemessene Absorption ermittelt und lag bei 10-50 ng/ul. Die Reinheit wurde mit den
Absorptionswerten bei 260 nm (Nukleinsauren) und 280 nm (Proteine) ermittelt. Dabei wurde
regular eine Agesorso-Ratiovon 1,975-2,11 erreicht, so dass die RNA in diesem Rahmen als rein

befunden wurden. Die Proben wurden weiterverwendet oder bei -80 °C gelagert.

4.2.3.3Real Time — qPCR (RT-qPCR)

Die RT-qPCR der primaren Mikroglia wurde mit dem NEB Luna® Universal One-Step RT-
gPCR Kit durchgefuhrt. In die Ansatze wurden jeweils gleiche Mengen RNA pipettiert. Der
Mastermix enthalt Reverse Transkriptase, die die RNA zu Beginn der RT-qPCR RNA in cDNA
umschreibt. Danach erfolgte die Vervielfaltigung. Die Zusammensetzung eines Ansatzes

orientierte sich am folgenden Schema:
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Substanz Menge

Luna OneStep gPCR Master Mix 10 ul

Primer forward 0,8 ul (entspricht 8 pmol)

Primer reverse 0,8 ul (entspricht 8 pmol)

Luna Warm Start RT Enzyme Mix 1l

Isolierte MRNA Variabel, bis 150 ng
Nuklease-freies Wasser bis 20 ul pro Ansatz erreicht sind

Zusatzlich wurden NRT-Kontrollen mit dem Primer GAPDH angesetzt, um eine Kontamination
mit gDNA ausschlieBen zu koénnen. Diese Ansatze enthielten Wasser anstatt Reverser
Transkriptase.

Die PCR erfolgte im CFX Connect™ Real-Time PCR Detection Systemnach dem folgenden

ZykKlus:

Schritt Temperatur Dauer

cDNA-Synthese 55 °C 10 Minuten

Initial Denaturierung 95 °C 60 Sekunden

Denaturierung 95 °C 15 Sekunden.

Extension 60 °C 30 Sekunden

- 40x Wiederholungen

Schmelzkurvenbestimmung 60 °C > 90 °C Sekunden pro Schritt
(0,5 °C Schrittfolge)

Die Analyse wurde danach so durchgefiihrt, wie es im Abschnitt 4.1.4.4 beschrieben wurde

4.2.4 Proteinanalytik
4.2.4.1Proteinisolation
Die Isolation wurde mit einem Lysegemisch aus gebrauchsfertigem Pierce® RIPA Lysis and
Extraction Buffer und Protease Inhibitor Cocktail durchgefuhrt. Bei den Experimentansatzen in
der Monokultur (siehe 4.2.1) erfolgte die Isolation direkt in den Well-Platten: Das Medium
wurde entnommen und nach dreimaligem Waschen mit 4 °C kaltem PBS wurden 150 pl des

Lysegemisches in jedes Well gegeben. Nach 5 Minuten Inkubation bei 4 °C wurde der Boden
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mit dem Zellschaber ausgekratzt und das Gemisch wurde dann in 1,5 ml Reaktionsgefalle
uberfuhrt.

Die Mikroglia aus den Ansatzen in der Mischkultur (siehe 4.2.1) wurden bei 80 RPM
auf dem Schuittler fir 15 Minuten aus der Mischkultur gelést und danach entnommen. Nach
einer Zentrifugation fir 5 Minuten bei 2500 x g wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
wurde in PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das PBS verworfen und das
Pellet wurde in 100 pul des Lysegemisches gelost.

Die Proben aus beiden Ansatzen wurden dann fur weitere 10 Minuten bei 4 °C auf dem
Orbitalschittler inkubiert. Danach wurden die Proben fir dreimal 30 Sekunden im
Wasserbecken mit Ultraschall behandelt, um eine bestmdgliche Losung der Proteine zu
gewabhrleisten.

AbschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 15000 x g und 4 °C fir 15 Minuten. Der
proteinreiche Uberstand wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefa dekantiert und bei -20 °C

gelagert.

4.2.4.2 Quantitative Analyse

Die quantitative Analyse der isolierten Proteinmengen wurde mit dem Thermo Scientific™
Pierce™ BCA Protein Assay durchgefiihrt. Die Bestimmung der Proteinsynthese erfolgte (iber
eine zweischrittige Reaktion. In einer alkalischen Lésung wurden dabei Cu?*-zu Cu*-lonen
reduziert, die danach einen Komplex mit Bicinchoninsaure bildeten (BCA). Dieser Komplex hat
eine starke Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm. Die Starke der Absorption wurde
mit einem Fotospektrometer gemessen und anhand einer an den FBS Standard ermittelten

Standardkurve wurden die Ergebnisse in die Proteinkonzentration umgerechnet [145].

4.2.4.3 SDS-PAGE
Die Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) diente dazu, Proteine
ihrer GrofRe nach aufzutrennen. Fur jede Probe wurde eine einheitliche Menge von Protein in
SDS Loading Buffer gelost. Die Proteine wurden danach bei 85 °C fur 15 Minuten in ihrer
Sekundar- und Tertiarstruktur denaturiert. Das anionische Tensid SDS bindet gleichmalfig an
die Proteine, wodurch ein konstantes Verhaltnis zwischen Ladung und Masse der Proteine
erreicht wurde. Dadurch kénnen die Proteine bei der Gelelektrophorese durch das Anlegen
einer Spannung ihrer GréRe nach aufgetrennt werden. Ein zusatzlich aufgetragener
Proteinstandard erméglichte dabei die GroRenzuordnung der Proteine in kDa.

Die Durchflihrung der Gelelektrophorese erfolgte in der Bio Rad Mini-PROTEAN® Tetra
Cell. Es wurden 4-15 % Mini-PROTEAN® TGX Precast Gels verwendet. Nach dem Transfer

35



Methoden

der Proben in die Gel-Taschen erfolgte die Auftrennung bei einer Spannung von 120 Volt fur

5 Minuten und anschlieRend 85 Volt fiir 60 Minuten bei variabler Stromstarke.

4.2.4.4 Western Blot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (ibertragen, wofir das Bio-Rad TransBlot® Turbo™
System verwendet wurde. Die Membran wurde vor dem Transfer in Methanol aktiviert und
anschliefend in Transferpuffer gewaschen. Die Transfer Stacks wurden in Transferpuffer
aquilibriert. Die Komponenten wurden nach der folgenden Reihenfolge von unten nach oben
geschichtet: Anode, Transferstack, Membran, Gel, Transferstack, Kathode. Lufteinschlisse
wurden mit einem Roller entfernt. Der Transfer erfolgte fur 7 Minuten bei 2,5 Ampere und
maximal 25 Volt. AbschlieRend wurde die Membran entnommen, fir 2 Minuten in Methanol

belassen und danach in TBS-T gegeben.

4.2.4.5 Immundetektion

Die Membran wurde 90 Minuten in BSA (5 % in TBS-T, w/v) geblockt. Danach erfolgte die
Behandlung mit Primarantikdrpern gegen CD74 (bd bioscience, 1:200 in 5%igem BSA) Uber
Nacht. Nach dreimaligem Waschen in TBS-T fur jeweils 15 Minuten wurde die Membran mit
dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:8000 in 5%igem BSA, siehe
2.8.2) fur 90 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Nach erneutem dreimaligen Waschen
in TBS-T erfolgte eine Visualisierung der Proteine durch die Zugabe von ECL-Reagenz und
eine digitale Detektion der Fluoreszenz im Proxima® Detektor. Danach wurde die Membran fiir
90 Minuten geblockt und nach dreimaligem Waschen fur je 15 Minuten mit einem
Primarantikorper gegen B-Actin (Cell Signaling, 1:1000 in 5%igem BSA) und anschlieRend mit
dem entsprechenden Sekundarantikorper (1:8000 in 5%igem BSA, siehe 2.8.2) behandelt.
Nach erneutem Waschen erfolgte eine Visualisierung mit ECL und dem Proxima® Detektor.
Die ermittelten Signale von CD74 und den an p-Actin gebundenen Antikdrpern wurden mit der

Software Imaged densitometrisch analysiert und semiquantitativ verglichen.

4.2.5 Durchflusszytometrie von in vitro Zellen
Die primaren Mikrogliazellen aus der Mischkultur wurden 12-14 Tage nach der Praparation

behandelt. Die Behandlung erfolgte in der T-25 Kulturflasche an den Tagen 3, 5 und 7.
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Ansatz | Substanz (Konzentration)

1 DMSO (0,42 pl/ml)
TGF-B R1 Kinase Inhibitor IV (1 mM), DMSO (0,42 pl/ml),
3 LPS (1 ng/ml), DMSO (0,42 pl/ml)

Nach der Behandlung wurden die Mikroglia bei 85 RPM auf dem Schattler fur 15 Minuten vom
Astrozytenrasen geldst und danach wurden sie mit dem Medium entnommen. Nach einer
Zentrifugation fir 5 Minuten bei 400 x g wurde das Medium verworfen und das entstandene
Pellet wurde in 200 ul FACS Buffer resuspendiert. Die Probe wurde dann zu je 100 ul auf zwei
1,5 ml Reaktionsgefalle aufgeteilt. Nach der Zugabe von 5 pl TruStain Block Antikérper wurde
jede Probe fur 10 Minuten inkubiert. Eine Probe wurde als Kontrolle ungefarbt gelassen,
wahrend der zweiten Probe 4 ul F4/80 Antikorper (Bio-Rad, Alexa Fluor 488) und 3 ul CD74
(CLIP) Antikorper (biolegend, Alexa Fluor 647) zugesetzt wurden. Nach 30 Minuten Inkubation
bei 4 °C wurden die Proben gewaschen. Dafir wurden jeder Probe 500 ul FACS Buffer
hinzugefugt und nach einer Zentrifugation fur 5 Minuten bei 400 x g wieder abgenommen.
Danach wurde der Messvorgang im Durchflusszytometer durchgefihrt. Fir die Analyse wurde

die Software FlowJo™ verwendet.

4.2.6 Durchflusszytometrie von ex vivo Zellen
NMRI Mause im Alter von 7 und 30 Tagen (P7/P30) wurden durch eine zervikale Dislokation
getotet und mit 20 ml 4 °C kaltem PBS perfundiert.

4.2.6.11solation von Mikroglia mittels Percoll®

Zur Vorbereitung des Verfahrens wurde eine Stammldésung aus 90%igem Percoll® und
10%igem PBS X10 vorbereitet. Aus dieser Stammlésung wurden nach dem unten
angegebenen Schema verschiedene Verdinnungsstufen erstellt.

Das Hirn wurde prapariert, mit einer Klinge zerkleinert und mit Dissektionspuffer in
einen Glashomogenisator gegeben. Durch eine langsame Bewegung des Pistills wurde eine
charakteristische Strdmung zwischen Pistill und Gefalkwand erzeugt. Diese Strémung und die
damit einhergehenden Scherkrafte sorgten fir einen Aufschluss des Gewebes. Der
entstandene zellreiche Dissektionspuffer wurde gesammelt und mehrmals durch frischen
Puffer ersetzt. So konnte das Hirn in mehreren Durchgangen gel6st werden.

Die gewonnene Zellsuspension wurde fur 12 Minuten bei 400 x g zentrifugiert und der

die Mikroglia enthaltende Uberstand wurde in 5 ml 37%ige Percoll-Lésung gegeben. Mit einer
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Hohlnadel wurde das Gemisch mit 30%iger Percoll-L6sung Uber- und mit 70%iger Percoll-
Lésung unterschichtet. Danach wurde eine Zentrifugation flr 30 Minuten bei 700 x gund 4 °C
durchgefuhrt. Die Mikroglia befanden sich anschlieRend als feiner Ring angeordnet in der
Grenzschicht zwischen der 30%igen und der 37% Percoll-L6sung. Sie wurden aspiriert und in
FACS-Buffer gegeben.

Losung Stammldsung (ml) PBS (ml)

30 % 2,55 5,95

37 % 3,89 6,62 + Gel Red
70 % 7,35 3,15

4.2.6.2Isolierung von Peritonealmakrophagen
In den Peritonealraum der Mause wurde 4 °C kaltes PBS infundiert. Der Bauch wurde danach
durch einen Fingerschlag abgeklopft. Die Suspension wurde mit der Hohlnadel entnommen

und zu gleichen Teilen in FACS Buffer gegeben.

4.2.6.3Immunfarbung
Das Protokoll fur die Immunfarbung entspricht dem im Abschnitt 4.2.5 beschriebenen
Verfahren.
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4.2.7 Immunhistochemie (IHC)

4.2.7.1Deletion des TGF-f Rezeptors 2

Nach der in der Arbeitsgruppe etablierten Technik wurden den Cx3cr1¢°tRT%:R26-
YFP/Tgfbr2" Mausen an den Tagen 5 und 7 nach der Geburt jeweils 0,2 mg Tamoxifen in 10
ul Corn Oil intraperitoneal appliziert. Die erfolgreiche Aktivierung von CreERT wurde durch
eine Genotypisierung von Biopsien der Schwanzspitzen ermittelt [89]. Mause ohne Cre

Rekombinaseaktivitat wurden als Wildtyp-Kontrolle verwendet.
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Abbildung 5: Das TGF-B R2 Gen vor (oben) und nach (unten) der Deletion durch ein durch
Tamoxifen aktiviertes CreERT.

4.2.7.2 Hirnentnahme

Die Mause wurden am 14. postnatalen Tag (p14) tief sediert, durch eine zervikale Dislokation
getdtet und danach mit 10 ml eiskaltem PBS perfundiert. AnschlieRend wurde eine Perfusion
mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) durchgefiihrt. Das Hirn wurde aus dem Schadel
entnommen und die Meningen und Gefalte wurden entfernt. Danach wurde das Hirn fir 24
Stunden bei 4 °C in 4%igem PFA inkubiert. Im Anschluss daran wurde es in eine 30%ige
Saccharose-Losung fur 24 Stunden bei 4 °C Uberfuhrt. AbschlieRend wurde das Hirn in

Isopentan bei -50 °C gefroren und bei -80 °C gelagert.

4.2.7.3Immunfarbung

Die Hirne wurden in TissueTek Medium eingebettet und am Kryostaten koronar in 50 um
Schichtdicke geschnitten. Die Hirnschnitte wurden dreimal fir 15 Minuten in PBS gewaschen
und danach fur eine Stunde bei Raumtemperatur in Histochemie-Blocklosung inkubiert. Die
Schnitte wurden Uber Nacht bei 4 °C nach dem unten beschriebenen Schema behandelt. Die
Behandlung mit Sekundarantikérpern erfolgte nach einem dreimaligen Waschen fir 15
Minuten in PBS. Diese Behandlung wurde 60 Minuten durchgefuhrt. Alle Antikdrper wurden in
Histochemie-Blocklésung angesetzt. Danach wurden die Hirnschnitte dreimal fur 15 Minuten

in PBS gewaschen und fir 60 Minuten in der entsprechenden Antikdrperkombination mit dem
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Sekundarantikorper inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Zellkerne fur
10 Minuten mit DAPI (Dianova, 1:1000 in PBS) gefarbt. Nach einem weiteren dreimaligen
Waschen wurden die Schnitte mit Mounting Medium auf Objekttragern fixiert. Es erfolgte dann
eine Aufnahme der Bilder in 60-facher VergréRerung mit Ol mit Nikon Eclipse E4000 mit Nikon
Confocal C1. Anschliefend wurde die Analyse der visualisierten Schnitte mit der Software

.ImageJ“ durchgeflhrt.

Farbung Antikorper Sekundarer Antikorper

pMG IBA 1 (WAKO,1:500) Goat anti rabbit, 1:500, Alexa Fluor 594
MHC II MHCII (SantaCruz,1:150) Goat anti rat, 1:200, Alexa Fluor 488
pMG IBA 1 (WAKO, 1:500) Goat anti rabbit, 1:500, Alexa Fluor 594
MHC II CD74(bd, 1:200) Goat anti rat, Alexa Fluor 488, 1:200

4.2.8 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism
durchgefuhrt. Durch einen Q-Q-Plot konnte die Normalverteilung der Stichproben grafisch
bestatigt werden. Die Analysen fiir einen Vergleich zwischen zwei verschiedenen Gruppen
wurden mit einem ungepaarten und zweiseitigem t-Test durchgefiihrt. Die Varianzanalyse zu
drei oder mehr Gruppen wurde mit einer One-way ANOVA und dem Tukey’s Multiple
Comparison Test durchgefuhrt. Die Signifikanzen werden in der vorliegenden Arbeit als p <
.0332 (*), p <.0021 (**), p< .0002 (***), p <.00001 (****) dargestellt.

40



Ergebnisse

V. Ergebnisse

5.1 Hemmung des TGF- Signalwegs durch den TGF- R1 Inhibitor

Kontrolle
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Abbildung 6: Die Regulation von SMAD-Zellkerntranslokationen durch TGF-1 und TBRI

A: Exemplarische immunzytochemische Fadrbung von Smad1/2/3 und Iba1. Iba1 wurde
zur Ildentifizierung der Mikroglia angefdrbt. Die weiBen Pfeile markieren exemplarische
Translokationen von Smad in den Zellkern. Die Skalen beziehen sich auf 50 um. B:
Quantifizierung des Anteiles der Mikroglia mit einer Kerntranslokation von Smad1/2/3.
Dargestellt wird der Mittelwert + SEM. Dije statistische Analyse wurde mit einer One-Way
ANOVA und Tukey's Multiple Comparison Test durchgefiihrt. *p < .05, **p < .01, n = 3.

Es wurde die Wirksamkeit des TGF- R1 Inhibitors (TBRI) und von TGF-f1 Gberpruft. Dazu
wurde immunzytochemisch die Translokation von Smad1/2/3 in den Zellkern beobachtet. Die

Bestimmung der Translokationen von Smad1/2/3 in den Zellkern erfolgte nach einer Inkubation
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mit einem serumfreien Mikroglia-Medium fur 2 Stunden und nach einer anschliellenden
Inkubation mit TGF-B1 (5 ng/ml) und/oder TGF-f3 R1 Inhibitor (1 mM) fur weitere 2 Stunden.
Die Kontrollgruppe zeigte einen Anteil von 2.79 % + 0.46 Mikroglia mit erkennbaren
Kerntranslokationen von Smad1/2/3. In der mit TBRI behandelten Gruppe wiesen 3.97 % +
2.35 der Mikroglia Kerntranslokationen auf. Bei der mit TGF-1 behandelten Gruppe konnten
bei 90.98 % + 3.35 der Mikroglia Smad1/2/3 Translokationen in den Kern festgestellt werden.
Nach einer gleichzeitigen Behandlung mit TGF-$1 und dem TGF-$ R1 Inhibitor zeigten 15.54
% £ 5.23 der Mikroglia Translokationen von Smad1/2/3 in den Zellkern, was einer statistisch
signifikanten Abnahme um 75.45 % + 5.21 gegenuber der mit TGF-$1 behandelten Gruppe
entspricht.
Es konnten sowohl eine durch TGF-p1 induzierte Aktivierung des von Smad abhangigen TGF-
B Signalwegs als auch eine erfolgreiche Hemmung des Signalwegs durch den TBRI

nachgewiesen werden.
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5.2 BV2 Zelllinie
5.2.1 Regulation der CD74 Expression von BV2 Zellen durch TGF-§

[ 1 Kontrolle I LPS
B TGF-B1 [ TGF-p1/LPS
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Abbildung 7: Eine durch TGF-f1 vermittelte Hemmung der durch LPS induzierten Expression
von CD74 in BV2

Relative RNA-Menge von CD74 in BV2 Zellen nach der Behandlung. Die Behandlung
erfolgte in Monokultur und serumfreiem Medium fiir 6 (n = 4), 12 (n = 4) und 24 (n = 6)
Stunden. Die Quantifizierung gibt den Mittelwert + SEM an. Die statistische Analyse
erfolgte mit einer One-Way ANOVA und dem Tukey’s Multiple Comparison Test. *p < .05,
**p <.01.

Es wurden die Expression von Cd74 durch BV2 Zellen im aktivierten Zustand und die
Regulation der Expression von Cd74 durch TGF-f1 untersucht. Dafur wurden die BV2 Zellen
kultiviert und in serumfreiem Medium mit TGF-B1 (5 ng/ml) und LPS (1 ng/ml) behandelt.
Danach erfolgte die Analyse der Expression mittels RT-qPCR.
Nach der Behandlung mit TGF-1 (5 ng/ml) zeigte sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe
eine statistisch signifikante Verminderung der Cd74-RNA in den BV2 Zellen auf 65.20 % *
4.98 nach 6 Stunden, 42.00 % * 6.25 nach 12 Stunden und 62.20 % + 4.60 nach 24 Stunden.
Nach der Behandlung mit LPS konnte eine statistisch signifikante Erhéhung der
Expression von Cd74 festgestellt werden. Im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle
ergaben sich dabei die folgenden Werte: 186.56 % + 10.07 nach 6 Stunden, 147.17 % + 11.86
nach 12 Stunden und 169.51 % £ 14.77 nach 24 Stunden Behandlungsdauer.
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Bei einer simultanen Behandlung mit TGF-1 und LPS konnte im Vergleich mit der nur mit
LPS behandelten Gruppe eine signifikante Reduktion der Menge von Cd74-RNA festgestellt
werden. Nach 6 Stunden Behandlungsdauer sank die Cd74 Expression im Vergleich mit der
mit LPS behandelten Gruppe jeweils signifikant um 81.89 % + 15.72 auf 104.70 % + 20.44,
nach 12 Stunden um 70.74 % * 16.68 auf 76.43 % + 10.39 und nach 24 Stunden um 76.13 %
+9.08 auf 93.38 + 10.97.

Es konnte also nachgewiesen werden, dass TGF-1 die Cd74 Expression von BV2
Zellen hemmt. AuRerdem induziert LPS eine verstarkte Expression von Cd74, die durch TGF-
B1 inhibiert wird.
Zur Bestatigung der Ergebnisse auf der Ebene des CD74 Proteins wurde im folgenden Teil

nach dem gleichen Schema auch die Proteinmenge von CD74 in BV2 Zellen untersucht.
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5.2.2 Die durch TGF-f1 vermittelte Reduktion der durch LPS induzierten CD74-
Synthese in BV2 Zellen
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Abbildung 8: Reduktion der durch LPS induzierten CD74 Synthese durch TGF-31 in BV2 Zellen
A: Quantifizierung nach einer densitometrischen Auswertung der Western Blots. Die
Normalisierung erfolgte gegeniiber 3-Actin. In den Graphen werden die Mittelwerte + SEM
dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit einer One-Way ANOVA und dem Tukey’s
Multiple Comparison Test durchgefiihrt. *p < .05, **p < .01, ***p < .001. 6 Stunden n = 5,
12 Stunden n = 5, 24 Stunden n = 5. B: Reprdsentative Resultate des Western Blots.

Die im vorherigen Teil dargestellte Beeinflussung der Expression von Cd74 durch LPS und
TGF-B1 in BV2 Zellen wurde in dieser Versuchsreihe auf die Untersuchung der Proteinebene
erweitert. Dabei wurde mit einem Western Blot die relative CD74 Proteinsynthese von BV2
Zellen nach der Behandlung mit TGF-1 (5 ng/ml) und LPS (1 ng/ml) in serumfreiem Medium
ermittelt.

Nach der Behandlung der BV2 Zellen mit TGF-B1 konnte eine verringerte Menge von
CD74 in den BV2 Zellen nachgewiesen werden. Sie lag gegeniber der Kontrolle bei 81,68 %
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+ 18,38 nach 6 Stunden, 64,78 % + 7,02 nach 12 Stunden und 29,56 % % 5,14 nach 24
Stunden. Die Behandlung mit LPS erhohte die Menge von CD74 in den BV2 Zellen gegenulber
der Kontrolle auf 120,70 % + 10,08 nach 6 Stunden, 164,60 % + 10,61 nach 12 Stunden und
135,59 % + 8,23 nach 24 Stunden Behandlung.

In der simultan mit TGF-B1 und LPS behandelten Gruppe zeigte sich eine signifikante
Abnahme der CD74 Menge im Vergleich mit der ausschlieRlich mit LPS behandelten Gruppe.
Die Menge von CD74 lag bei 99,79 % + 16,66 nach 6 Stunden, 84.47 % + 20.13 nach 12
Stunden und 82.30 % % 9.49 nach 24 Stunden.

Die durch die qPCR in den BV2 Zellen ermittelten Ergebnisse konnten auch auf
Proteinebene bestatigt werden. Das TGF-f3 reduzierte die Synthese von CD74 in Mikroglia,
wahrend LPS die Synthese von CD74 in Mikroglia verstarkte, was wiederum durch TGF-$
inhibiert wird.

Im folgenden Teil wurde diese Untersuchung physiologischen Bedingungen angenahert und

nach dem gleichen Vorgehen an primaren Mikrogliazellen durchgefihrt.
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5.3 Primare Mikroglia
5.3.1 Die durch TGF-1 vermittelte Hemmung der durch LPS induzierten CD74

Expression in primaren Mikrogliazellen
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Abbildung 9: Reduktion der durch LPS induzierten CD74 Expression in primaren Mikroglia durch
TGF-p1

Die Behandlung erfolgte mit TGF-$1 (5 ng/ml) und LPS (1 ng/ml) fiir 6 und 24 Stunden.
Die Graphen stellen die Mittelwerte + SEM dar. Die statistische Analyse wurde mit einer
One-Way ANOVA und dem Tukey’s Multiple Comparison Test durchgefiihrt. n = 4. *p <
.05, **p < .01.

Nach den gewonnenen Erkenntnissen zur Expression von CD74 in BV2 Zellen wurde die
Expression in primaren Mikroglia untersucht. Die primaren Mikroglia in Monokultur wurden vor
der Behandlung fur 2 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert. Danach erfolgte die
Behandlung wie bei den vorherigen Untersuchungen mit TGF-31 (5 ng/ml) und LPS (1 ng/ml).
Aufgrund der geringeren Menge des Zellmaterials wurde die Untersuchung auf die Zeitrdume
6 und 24 Stunden beschrankt.

Nach der Behandlung mit TGF-31 sank die relative Menge von Cd74-RNA gegenuber
der Kontrolle statistisch signifikant auf 74.45 % £ 5.31 nach 6 Stunden und auf 60.39 % + 7.89
nach 24 Stunden.

Nach der Behandlung mit LPS zeigte sich eine statistisch signifikant erhdhte
Expression von Cd74 gegenuber der Kontrolle von 175.04 % + 10.20 nach 6 Stunden und
208.21 % + 16.02 nach 24 Stunden.
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Eine gleichzeitige Behandlung mit TGF-$1 und LPS fuhrte zu einer statistisch
signifikanten Senkung der Expression gegenuber der nur mit LPS behandelten Gruppe um
70.34 % £ 11.48% auf 104.7% £ 8.24 nach 6 Stunden und um 138.00 % + 22.62 auf 70.2% %
8.25 nach 24 Stunden.

Es konnte nachgewiesen werden, dass TGF-B1 auch in primaren Mikroglia die Expression von
Cd74 senkt. AuRerdem konnte die durch LPS verstarkte Expression von Cd74 in Mikroglia
durch TGF-B1 inhibiert werden. Die ermittelten Ergebnisse decken sich mit den

Beobachtungen, die bei den BV2 Zellen gemacht werden konnten.
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5.3.2 Regulation der CD74-Synthese in primaren Mikrogliazellen durch TGF-$1

p=0,3735 p=0,5073 * *
A 3004 o085 1 1 - 1 |
[ ]
[ ]

— 250 -
<@
©
| -
€ 200 -
o
X
L .
(] 150 4
© [ ]
=,
< 100 pe
P~ )
8 [ N ]

50 -

6 Stunden 24 Stunden
B-Actin

(42 kDa) ~ * “ “

C 100 *k *k D

[ Kontrolle
I TGF-p1

T LPS

I TGF-p1/LPS

p41 [% des CD74]

0

Abbildung 10: Reduktion der durch LPS induzierten CD74-Synthese durch TGF-B1 in primaren
Mikrogliazellen

A Quantifizierung der CD74 Menge nach einer densitometrischen Analyse des Western
Blots. Die Normalisierung wurde gegeniiber p-Actin durchgefiihrt. Behandlung der
Gruppen fir 6 (n = 3) und 24 (n = 4) Stunden. B Reprédsentative Resultate des Western
Blots. C Quantifizierung nach der densitometrischen Analyse des Western Blots.
Verglichen wurde pro Gruppe der Anteil von p41-CD74 gegeniiber dem gesamten CD74
(p31 + p41). Die Graphen stellen die Mittelwerte + SEM dar. Die statistische Analyse
wurde mit einer One-Way ANOVA und dem Tukey’s Multiple Comparison Test
durchgefiihrt. *p < 0.05 **p < 0.01.
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In diesem Teil wurde die Expression von CD74 von primaren Mikroglia nach einer Aktivierung
und zusatzlichen Behandlung mit TGF-B1 untersucht. Wie bei der Untersuchung der BV2
Zellen wurden die primaren Mikroglia mit TGF-p1 (5 ng/ml) und LPS (1 ng/ml) fir 6 und 24
Stunden in serumfreiem Medium behandelt und danach mittels Western Blot untersucht.

Mit dieser Versuchsreihe sollte dartiber hinaus Uberprift werden, ob die Untereinheiten
des CD74 unterschiedlich reguliert werden. Dafiir wurde jeweils der Anteil von p41 am
gesamten CD74 ermittelt, um dann einen Vergleich zwischen den verschiedenen

Behandlungsgruppen durchzufihren.

Die Behandlung der primaren Mikroglia mit TGF-f1 flhrte nach 6 Stunden zu einer Abnahme
der relativen CD74 Menge auf 95.52 % + 5.56 gegenuber der Kontrolle. Diese Abnahme war
aber statistisch nicht signifikant. Bei einer Behandlungsdauer von 24 Stunden sank die Menge
von CD74 demgegenber statistisch signifikant auf 58.44 % + 8.34.

Bei der Behandlung mit LPS ergab sich bei einer Behandlungsdauer von 6 Stunden ein
Anstieg der relativen Proteinsynthese von CD74 gegenuber der Kontrolle auf 194.31 % %
44.24. Dieser Anstieg war aber statistisch nicht signifikant. Nach 24 Stunden Behandlung stieg
die relative CD74 Menge wiederum statistisch signifikant auf 224.70 % + 18.86 an.

Die gleichzeitige Behandlung mit LPS und TGF-f1 fuhrte nach 6 Stunden Behandlung
zu einer nicht signifikanten Reduktion der CD74 Menge im Vergleich zur alleinigen Behandlung
mit LPS auf 112.40 % + 12.22 erkennen. Nach 24 Stunden Behandlung ergab sich gegenuber
der LPS-Behandlung eine statistisch signifikante Verminderung der CD74-Menge auf 77.50 %
+ 3.43.

Es wurde auch eine Analyse des Anteils der 41 kDa Variante von CD74 am gesamten
CD74 bei den 24 Stunden behandelten primaren Mikroglia durchgefihrt (siehe Abbildung
10C). Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigte einen Anteil der p41 Variante am gesamten
CD74 von 26,13 % = 8,34. Die 24 Stunden mit TGF-1 behandelte Gruppe wies einen Anteil
von 21,14 % % 5.55 auf. Bei der mit nur mit LPS behandelten Gruppe stieg der Anteil der p41
Einheit gegenuber der Kontrolle signifikant auf 75,43 % + 8,79 an. Die simultan mit LPS und
TGF-B1 behandelte Gruppe zeigte einen p41 Anteil von 46,08 % + 10,56, wodurch sie sich
signifikant von der nur mit LPS behandelten Gruppe unterscheidet.

Die Ergebnisse aus der vorherigen Reihe mit BV2 Zellen konnten also bei der Untersuchung
von primaren Mikroglia bestatigt werden. TGF-B1 ist daher in der Lage, die CD74 Expression
von Mikroglia zu hemmen. LPS induziert eine verstarkte Expression von CD74, die wiederum

von TGF-B1 negativ reguliert werden kann. Bei einem Behandlungszeitraum von 24 Stunden
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waren die Ergebnisse signifikant. AuRerdem zeigte sich, dass die veranderte Expression von
CD74 vor allem Uber die p41 Untereinheit vermittelt wird. Wahrend LPS fir eine signifikante
Zunahme des Anteils von p41 am gesamten CD74 sorgt, verringert TGF-1 den Anteil der p41

Variante am gesamten CD74.
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5.3.3 Die durch den TGF-3 R1 Inhibitor und LPS regulierte CD74 Expression und

Proteinsynthese in Mikroglia aus einer Glia-Mischkultur
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Abbildung 11: Induktion der CD74-Synthese durch den TGF- R1 Inhibitor und eine Reduktion
der Cd74-Expression durch LPS in primaren Mikrogliazellen

A, C: Die Behandlung erfolgte mit dem TGF-$ R1 Inhibitor (1 mg/ml) oder LPS (1 ng/ml)
in einer Mischkultur mit Astrozyten in serumhaltigem Mikroglia-Medium (n = 5). In den
Graphen werden die Mittelwerte + SEM dargestelit. Die statistische Analyse wurde mit
einer One-Way ANOVA und dem Tukey’s Multiple Comparison Test durchgefiihrt. *p <
.05, **p < .01, ***p <.001, n = 5. B Reprédsentative Resultate des Western Blots.

Far eine Annaherung an die physiologischen Verhaltnisse wurden Mikroglia aus einer Glia-
Mischkultur untersucht. Entsprechend den vorherigen Versuchen wurden dabei sowohl die
Genexpression von Cd74 als auch die Synthese von CD74 betrachtet, um mdgliche
Regulationsmechanismen zu erschlieen. Daflir wurde in serumhaltigem Medium durch die
Zugabe von TGF-B R1 Inhibitor (1 mMol) der TGF- Signalweg blockiert und in einer weiteren
Gruppe wurde fur 24 Stunden LPS (1 ng/ml) zugegeben.
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Nach der Behandlung mit TGF-B1 zeigte sich eine statistisch signifikant erhohte
Genexpression von Cd74 gegenuber der Kontrolle auf 150.30 % £ 10.39. Die Behandlung mit
LPS fuhrte zu einer signifikant verringerten Menge von Cd74-RNA von 47.97 % + 1.94.

Die Analyse der Proteinlevel fuhrte nach 24 Stunden Behandlung mit dem Inhibitor zu
einer signifikant erhdhten Menge von CD74 von 140.51 % * 7.66. Die relative CD74-Menge
der mit LPS behandelten Gruppe stieg auf 178.67 % + 15.61.

In Abbildung 11C wird der Anteil der p41 Variante von CD74 am gesamten CD74
dargestellt. In der Kontrollgruppe entfielen 18.29 % + 6.442 auf die p41 Variante. Bei der mit
dem TGF-B R1 Inhibitor behandelten Gruppe entsprachen dagegen nur 19.29 % + 9.83 des
gesamten CD74 der p41 Variante. Gegentiber der Kontrolle war bei der mit LPS behandelten
Gruppe der Anteil der p41 Variante signifikant auf 48.61% + 12.00 erhoht.

Es konnte nachgewiesen werden, dass durch die pharmakologische Blockade des TGF-
Rezeptors 1 die Expression von Cd74 ansteigt. Die Behandlung der Zellen mit LPS flhrt zu
einer erh6hten Menge von CD74-Protein, wobei aber interessanterweise die Expression von
RNA signifikant vermindert wird. Mittels Western Blot wurde der Anteil der p41 Variante am
gesamten CD74 bestimmt. Nach der Behandlung mit LPS war der Anteil signifikant erhoht,
sodass TBR1 den Anteil der p41 Variante offensichtlich nicht signifikant verandert.

Um an diese Ergebnisse anzuknipfen, wurde im néachsten Schritt die
Oberflachenprasentation von CD74 durch Mikroglia nach einer Induktion mit LPS und nach

einer pharmakologischen Blockade von TBR1 untersucht.
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5.3.4 Die durch TBRI induzierte und LPS reduzierte Oberflachenprasentation
von CD74 auf primaren Mikrogliazellen
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Abbildung 12: Die durch TBRI induzierte und LPS reduzierte Oberflachenprasentation von CD74

Auswahl der Mikroglia-Population dargestellt in A, danach Auswahl der Einzelzellen (B)
und Auftragen der Ergebnisse in FSC-A gegen FITC-A (C). Dabei konnte durch die
ungeférbte Probe als Referenz der Grenzwert flir die F4/80-Positivitdt ermittelt werden.
Bei Zellen, die diesen Grenzwert liberschritten haben (C, unten), handelte es sich um
Mikroglia. D: Durch die Median Fluorescence Intensity (MFI*PC) wurde die relative Dichte
von CD74 (APC-A geférbt) auf der Zelloberfldche bestimmt (D). E: Quantifizierung der
relativen Fluoreszenzintensitdt (RFl). Die Werte werden als Mittelwerte * SEM

angegeben. Einzelexperimente (3 Tage n = 6, 56 Tage n = 4, 7 Tage n = 4) werden
dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit einer One-Way ANOVA und dem Tukey’s
Multiple Comparison Test durchgefiihrt. *p < .05, ****p < .001.

Wie bei den vorherigen Ergebnissen zur Expression von Cd74 und zur Synthese von CD74 in
der Glia-Mischkultur nach einer Inkubation mit LPS oder TBRI wurde auch der Einfluss auf die
Oberflachenprasentation von CD74 untersucht. Die Zellen wurden dabei nach der in der
Arbeitsgruppe etablierten Technik fir 3, 5 und 7 Tage in der Mischkultur behandelt. Danach
wurde eine Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgeflhrt.

Vor dem Beginn der Versuchsreihen wurde mit einfachen Farbungen von Mikroglia mit
APC und FITC eine Kompensationsmatrix erstellt, die im weiteren Verlauf kontinuierlich fir
eine Bereinigung der spektralen Uberlappungen kontinuierlich eingesetzt wurde. Das Gating

wurde mit FlowJo™ wie in der Abbildung 12 durchgefiihrt und von der ,Core Facility fiir
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Zellsortierung und Zellanalyse® der Universitat Rostock bestatigt. Die Mikroglia wurden als
F4/80* Zellpopulation demarkiert [146]. Die Analyse von CD74 wurde mit einem an APC
gekoppelten CD74 Antikorper durchgefuhrt. Von den Unterschieden der Intensitat zwischen
den Gruppen kann auf die Starke der Bindung der Antikdrper an CD74 auf der Zelloberflache
und damit indirekt auch auf die Prasentation von CD74 auf der Zelloberflache geschlossen
werden, wodurch die Gruppen miteinander verglichen werden konnten [147]. Aus der
ermittelten Median Fluorescence Intensity (MFI*FC, im Folgenden als MFIP™ deklariert) der
Kontrollgruppe gegenuber der MFI der mit TBRI oder LPS behandelten Gruppen konnte die
RFI°P™ (Relative Fluorescence Intensity) ermittelt werden, die als fold change angegeben

wird.
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Nach der Behandlung mit dem TGF-B R1 Inhibitor in 3, 5 oder 7 Tagen zeigten die Mikroglia
eine signifikant erhéhte Dichte von CD74 auf der Zelloberflache. Die héchste Dichte von CD74
auf der Zelloberflache wurde nach einer Behandlung von 7 Tagen ermittelt. Die CD74 Dichte
der Oberflache war nach 3 Tagen auf das 1.19-Fache £ 0.05, nach 5 Tagen auf das 1.16-
Fache = 0,04 und nach 7 Tagen auf das 1.40-Fache * 0.2 angestiegen. Die Zunahme der
CD74-Dichte nach der Behandlung mit dem Inhibitor war zu jedem Zeitraum statistisch
signifikant.
Nach der Behandlung mit LPS zeigten die Mikroglia stets eine verringerte Dichte von CD74
auf der Oberflache. Das Maximum der Abnahme trat nach 5 Tagen Behandlung auf. Nach 3
Tagen konnte eine Abnahme um das 0.58-Fache £ 0.08, nach 5 Tagen auf das 0.38-Fache +
0.15 und nach 7 Tagen auf das 0.88-Fache * 0.07 festgestellt werden. Die Abnahme der
CD74-Dichte nach der LPS-Behandlung war im Vergleich mit der Kontrolle bei der Behandlung
von 3 und 5 Tagen signifikant.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibition des TGF-f
Signalweges bei den Mikroglia in der Glia-Mischkultur zu einer signifikant verstarkten

Prasentation von CD74 auf der Oberflache der primaren Mikroglia fUhrt. Interessanterweise

55



Ergebnisse

fuhrte die Behandlung mit LPS zu einer verminderten Prasentation von CD74 auf der

Oberflache, wobei diese Veranderungen nach 3 und 5 Tagen Behandlung signifikant waren.
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5.3.5 Die altersabhangige Oberflachenprasentation von Mikrogliazellen nach

einer ex-vivo Analyse von p7- und p30-Tieren
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Abbildung 13: Die altersabhidngige CD74-Oberflachenprasentation von Mikroglia im Vergleich
mit Peritonealmakrophagen

A: Der Anteil CD74-positiven Zellen an den F4/80-positiven Zellen. B: Quantifizierung
der MFICP74 von Mikroglia und Peritonealmakrophagen aus 7 oder 30 Tage alten M&usen.
n = 4. C: Vergleich der MFI von ex vivo Mikroglia (siehe B) gegen in vitro kultivierte
Mikroglia (siehe Abbildung 12) In den Graphen werden die Mittelwerte + SEM dargestellt.
Die statistische Analyse wurde mit einer One-Way ANOVA und dem Tukey’s Multiple
Comparison Test durchgeflihrt. *p < 0.05, **p < 0.01.
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Mit ex vivo gewonnenen Zellen wurde untersucht, ob die Oberflachenprasentation von CD74
spezifisch flir Mikroglia ist. Dabei wurde auch ermittelt, ob CD74 mdglicherweise eine Rolle
bei der Entwicklung von Mikroglia spielt. Daflr wurde die Prasentation von CD74 bei unreifen
(p7) und reifen (p30) Mikroglia miteinander verglichen. Au3erdem wurden die Mikroglia aus ex
vivo Tieren mit den Mikroglia aus einer in vitro Kultur verglichen, um den Aktivierungszustand
der in vitro kultivierten Mikroglia einschatzen zu konnen. Die untersuchten Zellen wurden aus
Kortexen und Peritoneen von NMRI Mausen durch eine Gradienten-Auftrennung gewonnen
und mit einem Fluoreszenzantikdrper gefarbt. Das Gatingprotokoll entsprach dabei der
Darstellung in der Abbildung 12.

Sowohl die Peritonealmakrophagen als auch die primaren Mikroglia waren jeweils zu
Uber 99 % positiv fur CD74 (Abbildung 13A). Fur eine weitere Differenzierung wurde die MIF
wie bei den in vitro Versuchen mit Durchflusszytometrie analysiert (siehe 5.3.4). Die
Ergebnisse werden in Abbildung 13B dargestellt. FUr die Mikrogliazellen aus p7 Mausen wurde
eine MFI®®" von 11490 + 1187 ermittelt und fiir die Mikroglia aus p30 Mausen eine MFI von
33212 + 1640. Bei den Peritonealmakrophagen ergab sich bei den p7 Mausen eine MFIP™
von 59501 + 13004 und bei den p30 Mausen eine MFI von 45358 + 4554. Bei den p7 Zellen
zeigte sich eine signifikant hohere MFIC®™* der Peritonealmakrophagen gegeniiber den
Mikroglia.

Die MFI®®™ von p7 Mikroglia war gegeniiber der von p30-Mikroglia signifikant
gesteigert. Die Peritonealmakrophagen aus den p7 Tieren wiesen eine signifikant hohere

MFI°P™ auf als die entsprechenden Mikroglia aus p7 Tieren.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Peritonealmakrophagen als
auch Mikroglia CD74 auf ihrer Oberflache prasentieren, sodass CD74 kein spezifischer Marker
fir Mikroglia ist. Auerdem zeigte sich, dass Peritonealmakrophagen starker CD74
exprimieren als Mikroglia, wobei dieser Unterschied bei den p7 Zellen signifikant war. Dartber
hinaus wurde nachgewiesen, dass in vitro kultivierte Mikroglia CD74 vielfach starker auf ihrer
Oberflache prasentieren.

Beim Vergleich von Mikroglia verschiedener Reifungsstufen wurde deutlich, dass reife

Mikroglia (p30) CD74 starker prasentieren als unreife Mikroglia (p7).
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5.4 Induktion der CD74- und MHC2-Synthese in mgTBR2"-
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Abbildung 14: Induktion der CD74- und MHC2-Synthese in mgTBR2"

A-E: Beispielhafte Aufnahmen von Kortexschnitten (50 um Schichtdicke) von
Méusekortizes. Verglichen wurden Wildtyp (A, D) und TGF-$ R2 defiziente Tiere (B, E).
Die Zellkerne wurden mit DAPI und die Mikroglia mit Iba1 angeférbt. Fdrbung auf CD74
(A, B) oder MHC 2 (D, E) mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern bei 488 nm. C, F:
Quantifizierung der Zellzdhlung. Dargestellt werden die Mittelwerte + SEM. Die
statistische Auswertung wurde mit dem ungepaarten t-test durchgefiihrt. ****p < .0001.
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Um den komplexen Vorgangen im zentralen Nervensystem von Saugetieren moglichst nahe
zu kommen, wurde auch der Einfluss des TGF-f3 Signalweges auf Mikroglia im Mausehirn in
vivo untersucht. Dabei wurden die Mikroglia von Mausen des Wildtyps mit den Mikroglia von
Mausen mit einem konditionellen Knockout des TGF-§ Rezeptors 2 verglichen. Aulerdem
wurde an diesen Mikrogliazellen die Synthese von MHC2 untersucht, um Hinweise auf eine
moglicherweise immunologische Aktivierung der Mikroglia zu erhalten.

Dafur wurden jeweils drei Schnitte von drei Tieren des Wildtyps und von drei Tieren mit
einer erfolgreichen Deletion des TGF- Rezeptors 2 durch eine MHC2- und CD74-Farbung
analysiert. Pro Schnitt wurden drei Gesichtsfelder im Mikroskop von jeweils 45000 pm? als Z-

Stack aufgenommen und ausgezahlt.

In den Hirnschnitten der Wildtypmause waren 3.93 % + 0.40 der Mikroglia positiv auf CD74. In
den Schnitten der TGF-f R2 defizienten Tiere waren 99.18 % + 0.10 der Mikroglia CD74
positiv. Der Unterschied war statistisch stark signifikant.

Bei den Versuchen zur MHC 2 Farbung zeigten sich im Wildtyp 14,67 % + 2.55 der
Mikroglia positiv auf MHC 2. Bei den Schnitten der TGF-B R2 Knockout-Tiere waren 99.08 %
1 0.09 der Mikroglia positiv auf MHC 2.

Dadurch konnte also belegt werden, dass der Knockout von TBR2 in den Mikroglia innerhalb
der ersten beiden postnatalen Wochen zu einer verstarkten Synthese von CD74 und MHC2
fuhrt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den vorherigen in vitro gewonnenen
Erkenntnissen zum Einfluss des TGF- Signalweges auf die Expression von Cd74 und die

Synthese und Prasentation von CD74 in den Mikrogliazellen.
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VI. Diskussion

6.1 Aktivierung und Inhibition des TGF-f Signalweges durch einen
rekombinanten TGF-$1 und TGF-$ Rezeptor Inhibitor

Anhand von ICC konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl die Wirksamkeit des rekombinanten
TGF-p1 als auch des TGF-p Rezeptor Inhibitors (TPRI) bestatigt werden. Aufderdem konnte
gezeigt werden, dass rekombinantes TGF-B1 zu Translokationen von Smad1/2/3 in den
Zellkern fhrt, wodurch der klassische Weg des TGF-f Signals aktiviert wird. Durch die Zugabe
von TBRI konnte diese Translokation verhindert werden, wodurch auch der Inhibitor in seiner
Funktion bestatigt werden konnte. Dabei wurde aber keine vollstandige Inhibition des
Signalweges erreicht. Auch wenn hohe Konzentrationen von TGF-31 eingesetzt wurden, kann
angesichts der erreichten Hemmung der Smad Translokationen von einer guten Wirksamkeit

des TBRI gesprochen werden.

Zusammenfassend konnte mit dieser vorbereitenden Versuchsreihe die Wirksamkeit des
rekombinanten TGF-B1 und des TPRRI in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen vorheriger

Studien bestatigt und fur die folgende Verwendung verifiziert werden [87, 148].

6.2 Eine durch LPS induzierte und TGF-1 regulierte Genexpression von CD74
in BV2 Zellen und primaren Mikroglia

An BV2 Zellen und primaren Mikroglia in Monokultur konnte durch gPCR und Western Blot
gezeigt werden, dass LPS eine verstarkte Genexpression von Cd74 induziert. TGF-1 senkte
demgegenlber die Cd74 Expression. Dartber hinaus wurde durch TGF-B1 die durch LPS
vermittelte und verstarkte Expression von Cd74 inhibiert.

In einer ersten Versuchsreihe wurden BV2 Zellen verwendet, um eine Regulation von CD74
bestatigen zu konnen. BV2 Zellen lassen sich schnell und unkompliziert in groRen Mengen
kultivieren. Sie ermdglichten in der vorliegenden Studie eine orientierende Untersuchung der
CD74 Expression und eine Optimierung der verwendeten Methoden. AuRerdem war bereits
bekannt, dass BV2 Zellen gegenuber primaren Mikrogliazellen in vitro in 90 % und in vivo in
54 % der Falle durch LPS induzierte Expressionsmuster zeigen [149]. Auch der NF-kB
Signalweg, der u. a. an der Genexpression von CD74 beteiligt ist, findet sich in den BV2 Zellen
[138]. Obwohl in verschiedenen Studien eine gute Vergleichbarkeit von Mikroglia in vitro mit
BV2 Zellen nachgewiesen werden konnte, gibt es auch kritische Einschatzungen, die eine
Verwendung von BV2 Zellen als Substituent fir primare Mikroglia nur bedingt fur sinnvoll
halten [150]. Um die Ergebnisse der Versuchsreihe verifizieren zu kénnen, wurden die

Untersuchungen in einer zweiten Versuchsreihe an primaren Mikrogliazellen durchgefuhrt. Sie
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entsprechen wegen der jeweils frischen Praparation aus neugeborenen Mausen (P0/P1) eher
den in vivo Verhaltnissen als den BV2 Zellen. Primare Mikroglia verfligen Uber einen Grolteil
der physiologischen Aktivitat von reaktiven Mikroglia in vivo [150].

Bei den BV2 Zellen ergab sich keine signifikante und zeitabhangige Veranderung der
Genexpression von Cd74. Deshalb und zur Vermeidung einer nicht notwendigen Tétung von
Mauseembryos wurden die primaren Mikrogliazellen nur nach 6 und 24 Stunden untersucht.

Bei der Untersuchung der primaren Mikroglia fiel auf, dass im Vergleich mit den BV2
Zellen bei der Proteinsynthese von CD74 nach einer 6-stlindigen Behandlung keine
signifikanten Veranderungen aufgetreten sind. Dies kdnnte man evtl. mit einem langsameren
Verlauf des komplexeren Stoffwechsels der primaren Mikrogliazellen erklaren. Mdglich ware
allerdings auch eine statistische Fehleinschatzung aufgrund der niedrigen Anzahl von nur drei
Wiederholungen. Methodisch ware es hier sinnvoll, wie bei der Versuchsreihe mit den BV2
Zellen eine hdéhere Anzahl von Wiederholungen einzusetzen, um dadurch die statistische
Aussagekraft zu verbessern. In der vorliegenden Arbeit wurde die Anzahl der Wiederholungen
wegen eines maoglichst verantwortungsvollen Einsatzes von Versuchstieren geringgehalten.

AulRerdem zeigte sich in der vorliegenden Studie bei den primaren Mikrogliazellen eine
starkere Induktion von CD74 durch LPS als bei den BV2 Zellen. Dieses Ergebnis deckt sich
mit den Beobachtungen von Henn et al., dass die Reaktion von primaren Mikrogliazellen auf
LPS im Vergleich mit BV2 Zellen verstarkt ist [138].

Nach der Durchfilhrung der beiden Versuchsreihen konnte nachgewiesen werden,
dass BV2 Zellen und primare Mikroglia bei der Genexpression von Cd74 ahnlich auf LPS und
TGF-B1 reagieren. BV2 Zellen kdnnen daher bei der Untersuchung der Cd74 Expression als
nitzliche Substituenten fiir primare Mikroglia verwendet werden. Die Ahnlichkeit der
Ergebnisse bei BV2 Zellen und primaren Mikrogliazellen stitzt eine hohe pradiktive
Wahrscheinlichkeit flr eine Verwendung als vergleichbare Mikroglia gegentber den Mikroglia
in vivo.

Ein interessantes Ergebnis besteht hier auch darin, dass die Genexpression von Cd74 in BV2
Zellen und primaren Mikroglia, abgesehen von den 6-stlindig behandelten Mikrogliazellen auf
der Proteinebene, nach der Behandlung mit TGF-B1 gegenuber der Kontrolle signifikant
gesunken ist. Mikroglia exprimieren unter normalen Umstanden nur geringe Mengen von
CD74, weshalb keine deutliche Reduktion nach der Behandlung mit TGF-1 zu erwarten war.
Diese Ergebnisse konnen moglicherweise auf eine erhohte basale Genexpression von CD74
in der Kontrollgruppe zurickgefuhrt werden. Im Rahmen einer Pra-Aktivierung durch die
besonderen Umstande in vitro kénnte es zu einer erhdéhten Expression von CD74 als
Aktivierungsmarker von Mikroglia gekommen sein. Die Aktivierung von primaren Mikroglia und

BV2 Zellen in vitro wurde bereits in verschiedenen Studien untersucht. Als ursachlich fir die
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Aktivierung werden verschiedene Mechanismen diskutiert: Die Zellen werden aus ihrem
Verbund mit Astrozyten und Neuronen gelost. Bei der Extraktion treten sowohl bei der
Gewinnung aus den embryonalen Hirnen als auch bei der Gewinnung der Mikroglia aus der
Glia-Mischkultur mechanische Belastungen auf. Darliber hinaus kann auch die Inkubation mit
serumhaltigem Medium aktivierend wirken, weil sie einer Verletzung der Blut-Hirn-Schranke
gleichkommt. SchlieBlich kdnnen Mikroglia bereits bei der Kultivierung apoptotische Zellreste
phagozytieren, was ebenfalls aktivierend wirken kann [2, 138, 151].

Diese Reaktionen und die damit verbundene verstarkte CD74 Expression kénnten
erklaren, dass die Zugabe von TGF-$1 im Vergleich mit der Kontrolle zu einer deutlichen
Abnahme der CD74 Expression und der CD74 Menge flhrt. Ausgehend von der Annahme
einer solchen Voraktivierung konnte gezeigt werden, dass TGF-1 auch eine nicht durch LPS
induzierte und verstarkte Cd74 Expression regulieren kann.

Alternativ konnten eine homoostatische Dysregulation durch eine Inkubation in
serumfreiem Medium und der damit verbundene Entzug von TGF-f ursachlich fur diese
Veranderung sein. Zdller et al. konnten eine homoostatische Dysregulation beim Entzug des
TGF-B Signals nachweisen [89].

Die erhobenen Ergebnisse sind hinsichtlich einer Ubertragbarkeit auf die Verhéltnisse in vivo
methodisch einzuschranken. Denn es ist wahrscheinlich, dass im zentralen Nervensystem
Regulationsmechanismen vorliegen, die einer verstarkten Cd74 Expression entgegenwirken
[149]. In der vorliegenden Studie wurde versucht, die Charakterisierung der Expression von
Cd74 durch die Verwendung einer Glia-Mischkultur und durch die Untersuchungen von

Mikroglia ex vivo und in vivo zunehmend den tatsachlichen Vorgangen im ZNS anzunahern.

6.3 Die durch TGF-B regulierte Cd74 Expression und die CD74 Prasentation in
der Glia-Mischkultur
Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass sowohl die Genexpression von Cd74 als auch die
Prasentation von CD74 auf der Oberflache von Mikroglia nach der Behandlung mit TBRI in der
Mischkultur signifikant erhdht wurden.

Dabei wurde die Oberflachenprasentation der behandelten Mikroglia an den Tagen 3,
5 und 7 untersucht. Fir die Inkubation Uber einen entsprechend langen Zeitraum wurde ein
serumhaltiges Medium verwendet. Dieses Medium enthalt TGF-1 und dartber hinaus wurde
auch von den Mikroglia Uber den mehrtagigen Zeitraum eine relevante Menge von TGF-j1
produziert. Die Versuchsdurchfihrung wurde deshalb so verandert, dass die Mischkultur mit
dem TGF-B R1 Kinase Inhibitor IV (TBRI) behandelt wurde, um die Signalgebung tGber TGF-
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1 auszuschalten. Dabei wurden eine Gruppe mit einem aktiven TGF- Signal, eine
Vergleichsgruppe mit einer pharmakologischen Inhibition des TGF-3 Signals und eine mit LPS
behandelte Gruppe verwendet. Durch dieses Vorgehen konnte eine regulatorische Funktion
hinsichtlich der Expression von Cd74 und der Oberflachenprasentation von CD74
nachgewiesen werden. Die Inhibition des Signalweges fiuhrte zu einer erhdhten
Genexpression und einer starkeren Prasentation von CD74 auf der Zelloberflache. Der Anstieg
von CD74 als Aktivitatsmarker entspricht den Ergebnissen von publizierten Studien, in denen
eine Dysregulation und Aktivierung von Mikroglia bei einer Blockade des TGF-f1 Signals
beschrieben werden [87, 89].

Allerdings sind auch die Ergebnisse nach der Behandlung der Mischkultur mit LPS interessant.
Nach einer 24-stindigen Behandlung stieg die Proteinsynthese von CD74 gegenulber der
Kontrolle signifikant an, wahrend die RNA-Menge im Vergleich mit der Kontrolle signifikant
verringert wurde. Auch die Oberflachendichte von CD74 sank nach 3 und 5 Tagen Behandlung
mit LPS signifikant ab.
Weil die Menge von CD74 erhoht wurde, liegt es nahe, dass eine erhéhte Genexpression
stattgefunden hat. Die unerwartet geringe Menge von Cd74-RNA und die verringerte
Oberflachenprasentation sind moglicherweise die Folge von Regulationsmechanismen: So
sind etwa Astrozyten in der Lage, aktivierte Mikroglia in einen anti-inflammatorischen Zustand
zu konvertieren, den sogenannten M2-Zustand [152, 153]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit kdnnen nach den Resultaten von Karababa et al. erklart werden, wobei Astrozyten in
der Mischkultur die durch LPS induzierte Expression von Aktivierungsmarkern durch Mikroglia
reduzieren kdnnen. Dabei wurde eine verstarkte Expression von TGF-$ und IL-10 beobachtet,
wodurch die Annahme einer solchen Regulation gestitzt wird [152, 154, 155]. Aullerdem
wurde in vivo gezeigt, dass Astrozyten sowohl aktivierend als auch hemmend auf Mikroglia
wirken kdénnen, was u. a. auf eine Beeinflussung des NF-kB Signalwegs zurlickgefihrt wird
[156—-158]. Solche Prozesse kénnen moglicherweise eine Erklarung fir die verminderte
Transkription und Prasentation von CD74 in der fiir die hier vorliegende Arbeit untersuchten
Kultur herangezogen werden.
Dabei konnte zwar gezeigt werden, dass CD74 in der Mischkultur komplex reguliert wird, aber
die genauen Mechanismen dafiir blieben unklar.

Fir weitere Forschungsvorhaben koénnte es daher interessant sein, die
Proteinsynthese in den behandelten Mikroglia tber einen Zeitraum von 3, 5 und 7 Tagen zu
untersuchen. Dabei ist es fraglich, ob die verminderte Prasentation von CD74 auf der

Zelloberflache durch eine insgesamt verringerte Menge von CD74 hervorgerufen wird oder ob
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Umverteilungsmechanismen hier eine Rolle spielen. Ein Vergleich der Proteinsynthese mit der
Oberflachenprasentation kdnnte hier Klarheit ermdglichen.

Nachdem gezeigt wurde, dass die CD74 Expression von Mikroglia in der Mischkultur
anders reguliert wird als in der Monokultur, ware es in weiterflihrenden Studien interessant,
eine Mischkultur aus Neuronen, Astrozyten und Mikroglia zu etablieren. Denn Studien konnten
nachweisen, dass diese Modelle den Verhaltnissen in vivo besser entsprechen als die Glia-
Mischkulturen [159]. Ublicherweise werden solche Kulturen in einem zweischrittigen Verfahren
aus einer fetalen Neuronenkultur und einer separat etablierten embryonalen Glia-Mischkultur
hergestellt. Wegen des hohen Verbrauchs von Versuchstieren und dem damit verbundenen
ethischen Konflikt wurde diese Methodik nicht eingesetzt. In neueren Studien wurde allerdings
auch die bemerkenswerte Mdoglichkeit einer einschritigen und neuralen Tri-Kultur
beschrieben, fir die kein zusatzlicher Bedarf an Versuchstieren besteht [159]. Eine Etablierung
dieser Methode koénnte in Zukunft dabei helfen, dass die in vivo vorliegenden

Regulationsmechanismen gezielter erforscht werden kénnen.

6.4 Eine durch LPS induzierte und TGF-1 regulierte Erhohung des Anteils der
p41 Untereinheit am gesamten CD74

Es konnte nachgewiesen werden, dass die primaren Mikroglia in der Mono- und Mischkultur
nach einer Behandlung mit LPS einen hoheren Anteil von p41-CD74 produzieren. Eine solche
erhdhte Expression der p41 Variante wurde bereits bei M1-aktivierten Makrophagen
beobachtet [160]. In der Monokultur inhibiert TGF-B1 die durch LPS induzierte und anteilig
erhdhte Bildung von p41. In der Mischkultur ergab sich nach der Inhibition des TGF-f3
Rezeptors mit TBRI eine erhohte CD74-Menge, wobei allerdings der Anteil von p41-CD74 nicht
angestiegen ist. Dies konnte man damit erklaren, dass eine Inhibition des TGF-f Signals und
eine Behandlung mit LPS unterschiedliche Regulationsmechanismen hinsichtlich von CD74
anstolden.

Die Rolle der p41-Variante von CD74 in Mikroglia wurde bisher wenig erforscht. Die Studien
zu den Mechanismen und Funktionen von p41-CD74 bezogen sich vor allem auf Makrophagen
oder andere antigenprasentierende Zellen auRerhalb des ZNS. Die Ergebnisse sind daher nur
begrenzt auf Mikroglia Ubertragbar, sie kdnnen aber einen Einblick in die Bedeutung von p41-
CD74 fir Mikroglia vermitteln [161]. In Makrophagen und APZ verstarkt p41 die
Antigenprasentation und kann dabei auch die Antigensignatur beeinflussen [162—164]. Von
besonderer Relevanz ist die Fahigkeit zur Inhibition von Cathepsinen und zwar vor allem von
Cathepsin L und S [100, 110, 164, 165]. Die dadurch verminderte endosomale Degradierung

von Antigenen wurde mit einer verstarkten Antigenprasentation in Zusammenhang gebracht
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[164]. Aulderdem verlangsamt die Inhibition von Cathepsinen sowohl die Prozessierung von
Antigenen als auch die Prozessierung der invarianten Kette und den damit verknipften
Austausch des an MHC 2 gebundenen CLIPs gegen Antigene [100, 110]. Dartber hinaus wird
auch die Reifung von Endosomen verlangsamt [166]. Durch diese Modulation von
proteolytischen Prozessen wirkt sich p41 auf die Selektion und Produktion von Antigenen aus
[100]. Die Antigenprasentation erfolgt unter dem Einfluss von p41-CD74 durch eine Uber einen
Rezeptor vermittelte Aufnahme von Antigenen [110]. AulRerdem wurde p41 als Chaperon fir
Cathepsin L beschrieben [160, 167]. Extrazellulares Cathepsin L wird dadurch vor
Degradierung geschutzt und behalt seine Aktivitat trotz eines sonst inhibierend wirkenden
neutralen pH-Werts bei. Funktionell erscheinen hier eine Degradierung der extrazellularen
Matrix und eine damit verbundene provozierte Migration von Immunzellen als wahrscheinlich
[167, 168].

Andere Studien konnten auch eine anti-inflammatorische Wirkung von p41
nachweisen. Durch LPS stimulierte BV2 Zellen, in denen experimentell Cathepsin L inhibiert
wurde, zeigten eine verminderte inflammatorische Reaktion Uber Caspase 8 und NF-kB [169,
170].

Zusammenfassend weisen die Studien auf eine regulatorische Funktion von p41 hin,
die mit einer verstarkten und verbesserten Antigenprasentation, einer Provokation von
Immunzellmigration und einer gleichzeitigen Hemmung von Inflammation verbunden ist. In den
beschriebenen Studien wird die These einer regulatorischen Funktion von p41 auf die
Mikroglia-Aktivierung im Rahmen einer Entzindung zurtckgefuhrt. Der Kontakt mit LPS als
einem Bestandteil von pathogenen Keimen flhrte in der vorliegenden Studie zu einer
verstarkten Produktion von p41-CD74 in den Mikroglia. Die beschriebenen regulatorischen
und durch p41 ausgelésten Mechanismen kdnnten deshalb eine Rolle bei der Abwehr von
Pathogenen spielen.

Die ausbleibende Zunahme des Anteiles von p41 am gesamten CD74 bei der
Behandlung mit TBRI zeigte, dass die erhohte Expression von CD74 bei der Inhibition des
TGF- Signalweges einem anderen Mechanismus folgt als die Expression durch eine
Stimulation mit Pathogenen. Interessanterweise hemmt TGF-p1 effektiv den durch LPS
verursachten Shift in die Richtung von p41. Ob und wie TGF-B1 Einfluss auf die Expression
von p41 nimmt und Uber welche genauen Mechanismen diese Variante in den Mikroglia ihre

Wirkung entfaltet, sollte durch weitere Studien geklart werden.
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6.5 Eine altersabhangige Oberflachenprasentation von CD74 auf ex vivo
isolierten Mikroglia und Peritonealmakrophagen

Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Mikroglia als auch Peritonealmakrophagen
CD74 auf ihrer Oberflache prasentieren. Aus p7 Tieren isolierte Mikroglia prasentierten
signifikant weniger CD74 auf ihrer Oberflaiche als die entsprechenden
Peritonealmakrophagen. Bei den aus p30 isolierten Zellen ergab sich kein signifikanter
Unterschied.

Mikroglia und Peritonealmakrophagen sind myeloische Zellen und prasentieren
typischerweise CD74 [97]. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte CD74 nicht
als spezifischer Marker fur Mikroglia identifiziert werden, was durch die Beutner et al. gestitzt
wird, die eine in Knochenmarksmakrophagen im Vergleich mit Mikroglia eine deutlich starkere
CD74-Expression nachweisen konnten [13]. In neueren Studien wurde CD74 allerdings in
Einzelzellanalysen auch daflir verwendet, um eine bestimmte Subpopulation von Mikroglia bei
Patienten mit Alzheimererkrankung abzugrenzen [171]. Dabei sollte kritisch hinterfragt
werden, ob CD74 ein Alleinstellungsmerkmal dieser Subpopulation oder ob eine
Verwechslung mit anderen myeloischen Zellen méglich war. Die bisherigen Studienergebnisse
und auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie verweisen darauf, dass CD74 kein
spezifischer Marker fur Mikroglia ist. Allerdings bietet CD74 in Krankheitsmodellen die
Méoglichkeit, eine bestimmte Subpopulation von Mikroglia gegenuber anderen

Subpopulationen abzugrenzen.

In der vorliegenden Studie konnte eine signifikante und altersabhangige Veranderung der
Oberflachenexpression von CD74 auf ex vivo gewonnenen Mikroglia nachgewiesen werden.
Mikroglia durchlaufen postnatal einen Wandel ihres Phanotyps. Ab dem 14. postnatalen Tag
(p14) beginnen sie, immunologische Funktionen zu Gbernehmen, und um den 28. postnatalen
Tag (p28) sind sie ausgereift [13, 14]. Diese Erkenntnis und auch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit stitzen die These, dass CD74 als Oberflachenrezeptor einen Beitrag zur
immunologischen Funktion von Mikroglia leistet. Eine Beteiligung von CD74 als Rezeptor an
der Entwicklung von Mikroglia erscheint dagegen als unwahrscheinlich, weil eine verstarkte
Prasentation erst bei einer Ausreifung der Mikroglia zu beobachten ist. Dabei sollte beachtet
werden, dass in der vorliegenden Arbeit die Gesamtmenge von CD74 nicht beurteilt wurde, da
daflir eine zusatzliche Untersuchung mittels Western Blot erforderlich gewesen ware. Denn
wegen der geringen Menge von ex vivo gewonnenen Zellen wurde die Untersuchung vor allem
mit der Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

Interessant war auch der Vergleich der Oberflachenprasentation von in vitro kultivierten

Mikroglia mit ex vivo extrahierten Mikroglia. Dabei wurde CD74 von den kultivierten Mikroglia
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in einem deutlich hdheren Umfang auf der Oberflache prasentiert. Im Abschnitt 6.2 wurde die
Aktivierung von Mikroglia durch die Bedingungen in der in vitro Kultur bereits diskutiert. In der
vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass CD74 als Aktivierungsmarker fur

Mikroglia verwendet werden kann.

6.6 Der in vivo Nachweis einer verstarkten CD74 Synthese durch Mikroglia in
transgenen und TGF-3 Rezeptor 2 defizienten Mausen

Anhand des TGF- Rezeptor 2 Knockout Modells konnte gezeigt werden, dass Mikroglia in
mgTgfpr2”-Tieren am postnatalen Tag 14 (p14) signifikant mehr CD74 und MHC2 exprimieren
als Mikroglia des Wildtyps. Zdller et al. konnten nachweisen, dass ein gestdrtes TGF-j Signal
zu einer Dysregulation der Homobostase und einer Aktivierung von Mikroglia mit einer
verstarkten Expression von CD74 flihrt [89]. Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden
Arbeit auf der Ebene einer verstarkten Proteinsynthese bestatigt werden. AulRerdem konnte
eine erhohte Menge von MHC2 festgestellt werden. Eine verstarkte Expression dieser beiden
Marker verweist auf eine immunologische Aktivierung der Mikroglia, was auch bei einer
gleichzeitig verminderten Expression von TGF-B in DAMs im Modell der MS und AD
beobachtet werden konnte [18, 133].

TGF-p ist ein wichtiger Faktor fur die Homoostase von Mikroglia. Es blieb allerdings
unklar, welche anderen Faktoren an diesem Gleichgewicht beteiligt sind und welche Faktoren
die Aktivierung von Mikroglia bei einem gestérten TGF-B Signal begilnstigen. In der
vorliegenden Arbeit konnte in vivo nachgewiesen werden, dass der TGF-3 Signalweg sowohl
an der Regulation von CD74 als auch an der immunologischen Modulation von Mikroglia

beteiligt ist.

6.7 Limitationen
In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit aufgetretenen Limitation zusammengefasst:

1. Die BV2 Zellen sind nur teilweise mit primaren Mikroglia zu vergleichen [149], [138],
[150]. Deshalb wurden fir eine Bestatigung der Beobachtungen sowohl BV2 Zellen als
auch primare Mikrogliazellen verwendet.

2. Sowohl BV2 Zellen als auch primare Mikrogliazellen weisen in vitro einen pra-
aktivierten Zustand auf. Dies sollte berticksichtigt werden, da an der beobachteten
Regulation unter Umstanden verschiedene aktivierte Reaktionswege beteiligt sein
konnten.

3. Wegen einer ethischen Bewertung der notwendigen Tétung von Mauseembryos fur die

Gewinnung von primaren Mikrogliazellen musste die Wiederholungszahl fir die
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Experimente teilweise sehr sparsam angesetzt werden. Dabei wurde in der
vorliegenden Studie ein Mittelweg zwischen einem ethisch gebotenen sparsamen
Einsatz von Versuchstieren und dem Erreichen einer statistischen Relevanz gewahlt.

4. Bei den Versuchen in vitro wurden die voraktivierten Zellen mit Einzelfaktoren
behandelt (TGF-B1, TGF-B Rezeptor Inhibitor, LPS). Durch diesen Ansatz wurde eine
isolierte Betrachtung der Auswirkungen dieser Faktoren ermdglicht, wodurch allerdings
die Komplexitat der realen Verhaltnisse in vivo vernachlassigt wurde. Deshalb wurden
in der vorliegenden Studie auch Versuche in vivo durchgefiihrt.

5. Obwohl in der vorliegenden Studie komplexe Untersuchungen in vivo mit transgenen
Tieren durchgefuhrt wurden, ergeben sich dabei dennoch gewisse Limitationen. Der
CX3CR1-Rezeptor, der das Ziel fir den Knockout des TGF-f3 Rezeptors 2 bildet, wird
auch von verschiedenen anderen myeloiden Zellen exprimiert, die im Unterschied zu
den Mikrogliazellen im Verlauf durch intakte und erneuerte Zellen ersetzt werden.
Dennoch kénnten eine Beeinflussung von anderen myeloischen Zelltypen und dabei
auch peripheren Zelltypen und mdgliche systemische Reaktionen zu einer
Veranderung des Expressionsmusters von CD74 durch Mikroglia fuhren. In der
vorliegenden Studie wurden aber nur die Mikroglia in den Hirnschnitten der Knockout-
Tiere untersucht. Eine reaktive Veranderung des Organismus oder der anderen
myeloischen Zelltypen und eine damit verbundene verstarkte Expression von CD74
durch Mikroglia kénnen insofern nicht ausgeschlossen werden. Deshalb ware es
moglich, dass die verstarkte CD74 Expression nicht durch den fehlenden TGF-$
Rezeptor an den Mikroglia verursacht wurde. Seit der Durchfihrung dieser
Versuchsreihe wurden neue transgene Mauslinien entwickelt, wie zum Beispiel die
Tmem119-Cre oder Hexb-CreERT2 Linien [172, 173]. Mit diesen Tieren kann ein
konditioneller und fur die Mikroglia spezifischer TGF-§ R2 Knockout erreicht werden,

wodurch die Aussagekraft des Modells erhéht werden konnte.
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6.8 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Studie wurde die Expression von CD74 durch Mikroglia in vitro und in vivo
charakterisiert. TGF-B1 senkte die Genexpression von CD74 im Vergleich mit der
Kontrollgruppe und konnte auch die durch LPS induzierte Expression von CD74 inhibieren.
Durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie wird insofern die Rolle von TGF-B1 als einen
potenten Faktor fur die Regulation und Immunmodulation der Mikroglia-Aktivierung bestatigt
[40, 87]. Dabei ist es allerdings unklar, ob diese Wirkung auf eine direkte Beeinflussung der
CD74-Expression oder eine Hemmung von inflammatorischen Signalwegen zurickzufuhren
ist. In diesem Zusammenhang ware etwa eine Interaktion zwischen dem TGF-§3- und dem NF-
KB Signalweg moglich [174].

Eine genauere Klarung der verminderten Expression von CD74 durch TGF-1 kdnnte
in der Zukunft Moglichkeiten flr eine pharmakologische Intervention in pathologisch
veranderte Signalwege eroffnen.

Bei weitere Forschungsvorhaben ware etwa eine Untersuchung der Proteinsynthese in
den Uber einen Zeitraum von 3, 5 und 7 Tagen mit TGF-B1 Inhibitor und LPS behandelten
Mikroglia interessant. In der vorliegenden Studie blieb offen, ob die verminderte Prasentation
von CD74 auf der Zelloberfliche nach einer Behandlung mit LPS auf eine insgesamt
verringerte Menge von CD74 oder auch auf mdogliche Umverteilungsmechanismen
zurlickzufiihren ist. Ein Vergleich der Proteinsynthese mit der Oberflachenprasentation konnte
hier Klarheit schaffen. Die Identifizierung von Umverteilungsmechanismen, die etwa zu einer
verstarkten Internalisierung des CD74 Rezeptors fiihren kdnnten, kdnnte zur Entwicklung
verschiedener flr den Rezeptor spezifischer Interventionstechniken beitragen. Denkbar waren
dabei z. B. mit Chemotherapeutika gekoppelte Antikérper, die nach einer Internalisierung von
CD74 den Zellzyklus von UbermaRig aktivierten Mikroglia stéren kénnten. Dadurch kdnnten
bei verschiedenen Krankheitsbildern gezielt die stark aktiven und moglicherweise schadlichen

Subpopulationen von Mikroglia deaktiviert werden.

AuRerdem wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die pharmakologische Inhibition des
TGF-B Rezeptors in vitro zu einer erhdhten Bildung und Prasentation von CD74 fihrt. In vivo
konnte nachgewiesen werden, dass Mikroglia von mgTgfpr2”-Tieren gegeniiber dem Wildtyp
verstarkt CD74 bilden. Eine verstarkte CD74-Expression und -Prasentation durch Mikroglia mit
einem gestdrten TGF- Signal konnten bestatigt werden. Die von Zdller et al. durch eine RNA
Sequenzierung erhobenen Ergebnisse hinsichtlich einer verstarkten CD74 Expression in

mgTgfpr2”-Tieren konnten dadurch verifiziert und erweitert werden [89].
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Neben den Beobachtungen von Zdller et al. konnte eine verstarkte Genexpression von
CD74 in Mikroglia auch bei pathologischen Zustanden des zentralen Nervensystems
nachgewiesen werden [66, 68, 175]. Fir verschiedene Pathologien des ZNS konnte in
verschiedenen Studien ein konserviertes Programm zur Steuerung der Genexpression in
Mikroglia gezeigt werden. Dieses Programm wird durch den Alterungsprozess, durch eine
gestorte Homodostase oder pathologische Vorgange in murinen Modellen fir die Alzheimer-
und Parkinson-Erkrankung (AD / PD), die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und eine schwere
Neurodegeneration induziert. Dadurch kommt es generalisiert oder in Subpopulationen von
Mikroglia zur Herausbildung der fir DAMs typischen Expressionssignatur [56, 57, 68, 130,
133, 171, 176]. Diese DAMs exprimieren verstarkt Gene, die mit der Phagozytose,
Zellproliferation und dem Gewebeschutz in Verbindung stehen. Die Mikroglia scheinen dabei
einen Zustand anzunehmen, in dem sie auf neuroinflammatorische und neurodegenerative
Herausforderungen reagieren kdnnen [176].

Ein weiteres interessantes Ergebnis besteht darin, dass sich die Signatur von DAMs
mit der Signatur der Mikroglia von mgTgffr2”-Tieren Uiberschneidet [89]. Diese Beobachtung
verweist darauf, dass TGF-3 eine Rolle bei der Regulation aktivierter Mikroglia spielt. CD74 ist
ein verstarkt exprimierter Marker der DAMs, der als kritisch fur den Empfang von aktivierenden
Stimuli und das Auslésen einer verstarkten Aktivitat der Mikroglia identifiziert wurde [177]. Im
alternden Hirn erfolgt die Stimulation durch den Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF),
der von Neuronen ausgeschuttet wird. Als eine Folge davon steuern die aktivierten Mikroglia
die weitere Rekrutierung und Aktivierung von Mikroglia und peripheren Immunzellen [66]. Uber
CD74 werden der ERK, MAPK und NF-kB Signalweg aktiviert, wodurch pro-inflammatorische
Zytokine ausgeschuttet und immunologische Reaktionen der Mikroglia ausgelost werden
[117]. Die Aktivierung von NF-kB in den Mikroglia ist typisch fir DAMs und ein Kennzeichen
der Neuroinflammation [178]. NF-kB steuert immunologische Reaktionen und metabolische
Vorgange und wirkt dabei anti-apoptotisch. Eine verstarkte oder verlangerte Aktivierung von
NF-kB fuhrt dagegen zu einer Mikroglia-Aktivierung, Neuroinflammation und einem verstarkten
Zelltod [178]. AulRerdem verstarkt die Aktivierung von NF-kB die Genexpression von CD74
[179].

CD74 wird im murinen Alzheimermodell und im ZNS von Alzheimerpatienten u. a. von
Mikroglia verstarkt exprimiert [135, 180, 181], wobei es etwa die Produktion von -Amyloid
Plagues hemmen kann [182]. Olah et al. beschrieben zuletzt eine CD74 reiche Subpopulation
von Mikroglia, die verstarkt Gene exprimiert, die bei Patienten mit AD und einer AD-Demenz
vermindert auftreten. Gewebeuntersuchungen konnten nachweisen, dass diese
Subpopulation bei Patientinnen mit AD seltener vorkommt [171]. CD74 hemmt zu Beginn der

Erkrankung die Produktion von B-Amyloid Plaques [132], wahrend in spaten Stadien der AD
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die CD74-Expression stark ansteigt [132], wodurch mdglicherweise die neurodegenerativen
Vorgange in den spaten Stadien der AD gefoérdert werden. Studien zur Multiplen Sklerose (MS)
konnten eine erhdhte CD74-Expression sowohl in praaktiven als auch in remyelinisierenden
Lasionen nachweisen [60, 133].

Diese Beobachtungen bei AD und MS deuten darauf hin, dass CD74 bei Krankheitsverlaufen
sowohl férderlich als auch schadlich wirken kann. Die jeweilige Wirkung hangt dabei vom
Krankheitsbild und der Phase der Krankheitsentwicklung ab. Neuartige Cre-Mauslinien mit
einem fur die Mikroglia spezifischen konditionellen Knockout, wie zum Beispiel die Tmem119-
Cre oder Hexb-CreERT2 Linien, kénnen eine Ablation des TGF-f3 Rezeptors oder von CD74
in den Mikroglia erméglichen und koénnten daher vielversprechende Ansatze fir die
Erforschung der Rolle von CD74 in den Mikroglia und bei verschiedenen Krankheitsbildern
ermdglichen [172, 173]. Hinsichtlich der Mikroglia und der Pathologien des ZNS allgemein
kommt diesen Mauslinien das Potential zu, dass sie auch unabhangig von TGF-3 und CD74

einen grofden Beitrag zum Verstandnis verschiedener Erkrankungen des ZNS leisten kénnten.

Die genaue Ermittlung der Beteiligung von CD74 an den Stadien verschiedener
Krankheitsbilder kénnte in der Zukunft hilfreich fur die Entwicklung von pharmakologischen
Therapieansatzen sein. Entsprechende Therapeutika werden bereits eingesetzt, wie der
CD74-Antikérper Milatazumab, der schon in klinischen Studien fiir die Therapie der CLL
genutzt wurde [183]. In vitro Versuche konnten nachweisen, dass Milatazumab die
Proliferation, Migration und Adhasion von B-Zellen reduziert. Der Antikérper erwies sich bereits
als vielversprechend fur die Behandlung von Autoimmunerkrankungen [184]. Ein gezielter
Einsatz ware denkbar, etwa intradural bei kritischen Phasen von ZNS-Pathologien mit einer
verstarkten CD74 Expression.

In der vorliegenden Studie konnte in vivo gezeigt werden, dass CD74 durch einen
Knockout des TGF- Rezeptors 2 verstarkt exprimiert wird. Diese verstarkte Exprimierung tritt
dann auf, wenn sich die Mause in keinem pathologischen Setup befinden. Interessant ware
dabei eine in vivo Analyse von transgenen Mausen mit einem TPR2 Knockout bei
verschiedenen Krankheitsmodellen. So kénnten der Einfluss von TGF-$ oder eines TGF-$
Mangels und die damit verbundene verstarkte Expression von CD74 auf verschiedene
Krankheitsbilder, wie MS, Parkinson oder Schlaganfalle, untersucht werden.

Weitere Forschung in diesem Gebiet kénnte zu einer Ausweitung der
Anwendungsmaglichkeiten beitragen. Denkbar ware etwa die Modulation des CD74-
Signalweges zur Verminderung einer Ubermalligen Aktivierung von Mikroglia bei

neuroinflammatorischen und neurodegenerativen Erkrankungen wie AD und MS.
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Dieses Potential wurde bereits von Wang et al. gezeigt Die Arbeitsgruppe nutzte das
Konstrukt DRa1-MOG-35-55, um die Aktivierung von CD74 durch MIF zu inhibieren [185]. Das
Konstrukt fuhrt beim murinen Schlaganfallmodell zu einem antientziindlichen Shift der
Mikroglia, wodurch das Volumen der Infarktzone verringert und die Einwanderung von T-Zellen
vermindert wird. Ebenso konnte es die Symptomatik beim murinen Modell der experimentellen
Autoimmunenzephalitis verbessern. Die erfolgreiche therapeutische Blockade von CD74 und
die damit verbundene Verbesserung des Krankheitsbildes bestatigt das grol3e Potential dieses
Ansatzes [185, 186].
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VIl. Zusammenfassung

Einleitung: Mikroglia sind die angestammten Immunzellen des zentralen Nervensystems, die
sowohl an physiologischen als auch an pathologischen Prozessen beteiligt sind. Die
krankheits-assoziierten Mikroglia (DAMs) und die Mikroglia im gealterten ZNS (HAMs) sind an
verschiedenen Erkrankungen des ZNS beteiligt. In den letzten Jahren konnten bei
Untersuchungen von DAMs und HAMs in verschiedenen Erkrankungsmodellen eine verstarkte
Expression und Aktivierung von CD74 und damit verbunden auch eine verminderte Expression
und Aktivierung des TGF- Signalweges nachgewiesen werden.

CD74 spielt als Chaperon von MHC2 eine wichtige Rolle bei der zellularen Prasentation
von Antigenen und ist dartiber hinaus auch ein Rezeptor, der pro-inflammatorische Reaktionen
vermittelt. TGF-B1 ist ein Faktor, der auf den Mikroglia regulatorisch und anti-inflammatorisch
wirkt und maldgeblich an der Erhaltung der Homdostase beteiligt ist. Zoller et al. konnten durch
eine  RNA-Sequenzierung eine verstarkte CD74 Expression in Mikroglia mit einem
dysfunktionalen TGF- Signalweg nachweisen [89]. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Expression und Prasentation von CD74 durch Mikroglia charakterisiert und der Einfluss von
TGF-p auf sie untersucht.

Methoden: Fur die Untersuchungen wurden BV2 Zellen, primare Mikrogliazellen in Mono- und
Mischkultur, ex vivo Mikroglia, Peritonealmakrophagen und in vivo Mikroglia von TGF-p R27-
Tieren verwendet. Die Expression von CD74 wurde durch RT-gPCR, Western Blot und
Immunhistochemie analysiert. Die Prasentation von CD74 auf der Oberflache von Mikroglia
wurde durch durchflusszytometrische Analysen untersucht.

Ergebnisse: Bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) verstarkt die Expression von CD74 in
Mikroglia auf der RNA- und Proteinebene. TGF-B1 vermindert die Expression von CD74 und
inhibiert die durch LPS verstarkte Expression. AulRerdem wurde gezeigt, dass LPS den Anteil
der 41 kDa Splicing-Variante des gesamten CD74 erhoéht, wobei TGF-B1 diesen Effekt
inhibiert. Die pharmakologische Blockade des TGF-$ Rezeptors in vitro flhrt zu einer
verstarkten CD74-Prasentation. In vivo wurde an mgTBR2"-Mausen eine verstarkte
Expression von MHC2 und CD74 durch einen Knockout des TGF- Rezeptors festgestellt. In
der Mischkultur erhohte sich nach der Behandlung mit LPS auch die Menge von CD74. Die
Menge von CD74-RNA und des auf der Zelloberflache prasentierte CD74 verringert sich
dagegen.

Bei der Untersuchung von ex vivo Zellen zeigte sich, dass reife Mikroglia (p30) in einem
héheren Malle CD74 prasentieren als unreife Mikroglia (p7). Peritonealmakrophagen

prasentierten zunachst starker (p7) und spater in der Entwicklung (p30) ahnlich viel CD74 wie
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die Mikroglia. Bei den mit Durchflusszytometrie analysierten Zellen zeigte sich die starkste
Prasentation von CD74 durch in vitro kultivierte Mikroglia.

Diskussion: Mikroglia prasentieren CD74 weniger stark als Peritonealmakrophagen, weshalb
CD74 kein spezifischer Marker fur Mikroglia ist. Eine verstarkte CD74-Prasentation durch reife
Mikroglia gegenilber unreifen Mikroglia konnte ebenfalls nachgewiesen werden, was fiur eine
Beteiligung von CD74 an den immunologischen Vorgangen der ausgereiften Mikrogliazelle
spricht.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass TGF-p die Expression von CD74 durch
Mikroglia hemmt und die durch LPS verstarkte Expression von CD74 durch Mikroglia inhibiert.
AuRerdem fiihrte die Blockade des TGF-B Signals zu einer verstarkten Expression und
Prasentation von CD74. Die immun-modulatorische und anti-inflammatorische Wirkung von
TGF-B1 konnte dadurch bestatigt werden. Diese Feststellung wird durch die zusatzlich
beobachtete Regulation der 41 kDa Variante gestutzt, fir die eine funktionelle Rolle bei der
zellularen Immunreaktion beschrieben wurde.

Die Untersuchung in der Mischkultur zeigte, dass die Expression von CD74 durch Mikroglia

komplex reguliert und durch die Astrozyten beeinflusst wird.

Die Aktivierung von Mikroglia und die verstarkte Expression von CD74 wurden in
verschiedenen Krankheitsmodellen beobachtet. Die Rolle von CD74 konnte bisher nicht
eindeutig geklart werden und ist abhangig vom Krankheitsbild und vom Zeitpunkt der
Krankheitsentwicklung mit protektiven und mit schadlichen Vorgangen korreliert.

CD74 vermittelt seine Wirkung uber verschiedene Signalwege, wozu auch die
Aktivierung von NF-kB gehort. Diese Aktivierung wurde als ein Meilenstein bei
neuroinflammatorischen und neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben und kann
moglicherweise uber die Modifizierung der CD74 Expression beeinflusst werden.

Zukunftig ist eine genauere Charakterisierung der Rolle von CD74 bei verschiedenen
Krankheiten und Krankheitsverlaufen wichtig, um durch Hemmung oder Induktion der CD74

Expression und Aktivitat Therapiestrategien entwickeln zu kdnnen.
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Typisch veranderte Mikroglia sind beteiligt an neuroinflammatorischen und
neurodegenerativen Erkrankungen des zentralen Nervensystems.

Der TGF- Signalweg hat regulatorische und homdostatische Wirkungen in den
Mikroglia. Bei Erkrankungen des zentralen Nervensystems kann dieser Signalweg
vermindert ausgepragt oder aktiviert sein.

CD74 dient als Chaperon fur MHC2 und kann als Rezeptor inflammatorische und
aktivierende Reaktionen auslosen.

Mikroglia in Mono- und Mischkultur produzieren nach einer Aktivierung mit LPS
verstarkt CD74.

TGF-B1 senkt die Expression von CD74 durch Mikroglia und inhibiert die durch LPS
verstarkte Expression von CD74.

Die 41 kDa Variante von CD74 unterstiitzt die immunologische Abwehrreaktion von
Mikrogliazellen. LPS erhoht den Anteil dieser Variante am gesamten CD74. TGF-$1
inhibiert diese Erhohung.

Astrozyten sind an der Regulation der Expression und Prasentation von CD74 durch
Mikroglia beteiligt.

Die Blockade des TGF-p Signalwegs flhrt in vitro und in vivo zu einer verstarkten
Expression von CD74. Die in vivo simultan verstarkte Expression von MHC2 verweist
auf eine Aktivierung im Sinne einer immunologischen Reaktion.

Die verstarkte Prasentation von CD74 durch in vitro pra-aktivierte Mikroglia und die
Induktion der Expression von CD74 durch Mikroglia macht deutlich, dass CD74 ein
Aktivierungsmarker fir Mikroglia ist.

Durch den Vergleich mit Peritonealmakrophagen konnte gezeigt werden, dass CD74

kein spezifischer Mikoglia-Marker ist.

.CD74 wird in reifen Mikroglia starker exprimiert als in unreifen. Eine besondere

Beteiligung von CD74 an der Entwicklung von Mikroglia ist daher unwahrscheinlich.
Der Beitrag zur immunologischen Funktion und Reife von Mikroglia durch CD74 konnte
bestatigt werden.

BV2 Zellen sind geeignete Substituenten fur die Untersuchung von CD74 an primaren
Mikroglia.

Die Charakterisierung der Rolle von CD74 bei Erkrankungen des ZNS kdnnte zukuinftig
neue Therapiekonzepte ermoglichen. In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass
TGF-B1 dabei die Funktion erflllen kann, die CD74 Expression von Mikroglia zu

hemmen.
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14. Zukunftig konnte die Analyse von transgenen Mauselinien in einer Kombination mit
Krankheitsmodellen zu neuen Erkenntnissen zur Rolle von CD74 und zur Rolle der

TGF-p regulierten Cd74 Expression bei verschiedenen Krankheitsbildern flhren.
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