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1. Zusammenfassung

Uber streng regulierte entziindungshemmende und -férdernde Kaskaden sind
Mikroglia, als residente Immunzellen des Zentralen Nervensystems (ZNS), an einer
Vielzahl physiologischer und pathologischer Vorgangen beteiligt. lhre Aktivierung
kann in der Folge — in Abhangigkeit etwa von den Umstanden ihrer Aktivierung sowie
dem zeitlichen Verlauf — sowohl Regeneration férdern, aber auch Neurodegeneration
beschleunigen ™. Aus diesem Grund erweist sich die Beeinflussung von Mikroglia
im Rahmen der neurologischen Forschung als ein mogliches therapeutisches
Konzept . Ergebnisse neuer Studien legen nahe, dass verschiedenste Zellentitaten
im Gehirn nicht nur durch etwa Zytokine und Chemokine beeinflusst werden, sondern
auch stark auf mechanische Eigenschaften ihrer Mikroumgebung reagieren 2. Die
Auswirkungen der Elastizitat ihrer Mikroumgebung auf Mikroglia blieben bisher

jedoch unerforscht und sind Gegenstand dieser Arbeit (Blaschke, Demir et al., 2020).

Unter der Hypothese, dass die elastischen Eigenschaften der Mikroumgebung

Merkmale und Funktionen mikroglialer Zellen beeinflussen 8

, wurden primare
Mikroglia aus der Ratte in einem Zellkultursystem auf Basis von Polydimethylsiloxan-
(PDMS-) Elastomeren kultiviert. Auf diese Weise wurden physiologische
Elastizitdtsmodi im Gehirn imitiert und mit supraphysiologischen, demgeman
steiferen, konventionellen Zellkulturbedingungen verglichen. Wir untersuchten die
funktionellen Parameter an Mikroglia unter "Ruhe"-Bedingungen, Mikroglia, die
durch Lipopolysaccharid (LPS) zu einem pro-inflammatorischen Phanotyp aktiviert
wurden sowie Mikroglia, die durch Interleukin-4 (IL4) zu einem anti-

inflammatorischen Phanotyp polarisiert worden waren (Blaschke, Demir et al., 2020).

Die Uberlebensfahigkeit der Mikroglia war auf weichen Substraten nicht
beeintrachtigt. Es wurde dabei auf den weichen Substraten eine auf das Zweifache
erhohte Proliferation der Mikroglia beobachtet. Daruber hinaus forderten weiche
Substrate die Expression des Aktivierungsmarkers Vimentin in Mikroglia. Ferner
wurde auf weicheren Substraten der Marker alternativ aktivierter Mikroglia (M2-
Marker) Cluster of Differentiation 206 (Unterscheidungsgruppe 206, CDZ206)
hochreguliert sowie parallel vermehrt der Insulin-dhnliche Wachstumsfaktor 1

(Insulin-like Growth Factor 1, IGF 1) sezerniert. Die Hochregulation von CD206

11



konnte durch Blockade dehnungsabhangiger Chloridkanédle aufgehoben werden
(Blaschke, Demir et al., 2020)s

Zusammenfassend fordert die Kultivierung von Mikroglia auf Substraten mit
hirnahnlicher Elastizitdt Gber dehnungsabhangige Chloridkandle einen anti-
inflammatorischen Aktivierungszustand. Die Daten heben die allgegenwartigen, aber
meist Ubersehenen, mechanobiologischen Effekte hervor, die auf alle Zellentitaten
des Gehirns wirken, und bilden die Basis, um die komplexen Wechselwirkungen
zwischen Mikroglia, neuralen Stammzellen und Glia in Gesundheit und Krankheit zu
erschlieen (Blaschke, Demir et al., 2020).

12



2. Einleitung

2.1Mikroglia

Neuroglia, eine heterogene Gruppe nicht-neuronaler Zellen, deren Elemente sich in
Abstammung, Morphologie, physiologischer Eigenschaft und Funktion voneinander
unterscheiden °, machen etwa die Halfte aller Zellen des S&ugerhirns aus "', Im
Gegensatz zu den Makroglia als Abkdmmling neuraler Stammzellen (neural stem
cells, NSC) mit Ursprung aus dem Neuroderm, entwickeln sich Mikroglia aus Zellen
des Dottersacks (Yolk Sac, YS) und sind somit mesodermalen Ursprungs '%'°. Mit
einem Anteil von etwa 10% an den zentralen Gliazellen und somit ungefahr 5% an
allen Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS), kommen Mikroglia als residente
Immunzellen ubiquitar vor . Die ordnungsgemaRe Entwicklung und Funktion des

ZNS von Saugetieren hangt von ihrer Anwesenheit und Aktivitat ab *°.

Zunachst als verzweigte, im Gehirn ansassige Phagozyten beschrieben, belegen
mannigfaltige Studien des letzten Jahrhunderts, dass die dynamische Zellpopulation
der Mikroglia eine der vielseitigsten des Korpers darstellt, die die Fahigkeit besitzt,
sich dem standig verandernden intrinsischem Milieu des ZNS in Morphologie und
Funktion anzupassen **. Derweise sichern selbst als ruhend bezeichnete Mikroglia
mit sich in alle Richtung erstreckenden fein verzweigten, verastelten Zellfortsatzen -
als fur diesen Zustand charakteristische Zellform - die zerebrale Homdostase. Als

,Sensoren der Pathologie® "’

sind sie standig auf der Suche nach biochemischen und
-elektrischen Veranderungen ihrer Mikroumgebung, die Storungen in der
Homéostase des ZNS signalisieren und Reaktion erfordern "2, Im fetalen sowie
postnatalen Gehirn sind amdboide Mikroglia an der Eliminierung des anfallenden,
Uberschussigen Zellmaterials, sowie an Wachtumsvorgangen von Neuron und

t 227 Entscheidende Rolle nehmen sie bei der neuronalen

Gliazelle beteilig
Entwicklung und Funktion sowie der funktionellen und strukturellen Plastizitat von

Synapsen ein; nicht nur im ausgereiften, sondern auch im unreifen, sich

19,20,28,29 30,31

entwickelnden Gehirn . Das Konzept der Mikroglia entgegnet der
Diskrepanz zwischen dem Fehlen von Leukozyten im ZNS und der Fahigkeit, sich
gegen Infektionen, Verletzungen und Krankheiten zu verteidigen derweise, dass die
potentiell destruktive Kraft des Immunsystems und die relative Anfalligkeit des ZNS

fur Krankheiten in einem funtionell hybriden Zelltyp mit Eigenschaften eines
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neuroprotektiven Glia-Zelltyps mit Attributen von Makrophagen und Leukozyten

zusammengefiihrt werden >'"%%%,

Insbesondere in den letzten Jahren wird der Zusammenhang zwischen Mikroglia und
verschiedenen Erkrankungen des zentralen und peripheren Nervensystems intensiv
erforscht. Die Beeinflussung lokaler Mikroglia stellt einen vielversprechenden Ansatz
zur Behandlung neuroinflammatorischer, aber auch neurodegenerativer

Erkrankungen dar .

2.1.1 Einordnung in die Gruppe der Neuroglia
2.1.1.1  Uberblick

Mehr als 150 Milliarden Nervenzellen, so Neurone wie auch Neuroglia - Letztere eine
heterogene, nicht-neuronale Klasse von Zellen, die im peripheren, zentralen
enterischen sowie autonomen Nervensystem zu finden ist - bilden in einem

36

begrenzten Volumen von durchschnittlich 1200 bis 1400 cm?® ein komplexes

Netzwerk, das durch 15 bis 20 Billionen chemischer und elektrischer Synapsen

miteinander verbunden ist .

“ 3739 yerstanden, machen Gliazellen

Ursprunglich als nicht-funktionales ,Nervenkitt
einen erheblichen Teil des ZNS von Saugetieren aus *°. So belegen Studien die
Annahme, dass die Gesamtzahl der neuronalen und nicht-neuronalen Zellen im
menschlichen Gehirn, anders als zuvor angenommen, ungefahr gleich groR ist 4'42.
So liegen die Zellzahlen fir jede Klasse im Bereich von etwa 80 bis 100 Milliarden,
sodass der Glia-Neuronen-Quotient, in verschiedenen Hirnregionen stark

divergierend, (iber das gesamte Gehirn gemittelt etwa 1:1 misst “34°.

Die Gesamtpopulation der Gliazellen des ZNS kann im Wesentlichen in vier
Hauptgruppen unterteilt werden; in die der (1) Mikroglia, sowie die als Makroglia
bezeichnete Zellpopulation, bestehend aus (2) Astrozyten und Zellen der
Oligodendrozytenlinie, zu denen neben den (3) Oligodendrozyten auch (4)
oligodendrogliale Progenitorzellen, die NG2-Glia (Neural/Glial Antigen 2)-Glia
gehéren 404¢ |m Gegensatz zu Makroglia als Abkémmling NSC mit Ursprung aus
dem Neuroektoderm, sind Mikroglia als aus dem YS abstammende Zelllinie

mesodermalen Ursprungs '*'°. Gliazellen des peripheren Nervensystems (PNS)

14



umfassen (1) die Schwann-Zellen, (2) Satellitengliazellen, (3) Riechhullenzellen

sowie (4) enterische Glia, die allesamt ektodermalen Ursprungs sind .

Obgleich Neuroglia des ZNS sich in Abstammung, Morphologie und Physiologie
voneinander unterscheiden, basiert ihre Definition auf der gemeinsamen und
grundlegenden Funktion dieser, die in der Aufrechterhaltung der Homdostase und
der Verteidigung des Nervensystems liegt. Bei Versagen dieser Fahigkeiten
verursachen Neuroglia letztlich eine ganze Reihe an Pathologien des

Nervensystems %4,

Die Evolution des Nervensystems spiegelt die bemerkenswerte Rolle der Neuroglia
auf allen Organsisationsebenen des Nervensystems kraft einer Arbeitsteilung unter
den ansassigen Zellen wider. Dieserart bleibt die Informationsverarbeitung und die
elektrische Erregbarkeit auf neuronale Netze, die homdostatische Unterstitzung und

die Verteidigung auf neurogliale Zellen beschrankt 47

So erfullen Neuroglia Aufgaben, die auf

(i) molekularer Ebene der Kontrolle der Homobostase von lonen,
Neurotransmittern, Protonen, reakiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen
Species, ROS) sowie Metaboliten dienen;

(i) auf zellularer Ebene beteiligen Astrozyten sich an der Neurogenese, der
Bildung von Nervenzellen aus Vorlaufer- oder Stammzellen;

(iii) auf Netzwerkebene, sowohl astroglial als auch mikroglial reguliert, an der
Synaptogenese und der synaptischen Reifung und

(iv)  dienen mittels myelinisierender Oligodendroglia und Schwann-Zellen der
Aufrechterhaltung der Ebene des Konnektoms.

(v) Auf Organebene kontrollieren sie die Blut-Hirn-Schranke (Blood Brain
Barrier, BBB), den glymphatischen Fluss und regulieren die funktionelle
Hyperamie,

(vi)  aufsystemischer Ebene treten Gliazellen als zentrale Chemorezeptoren auf
und tragen auf diese Weise zur systemischen Kontrolle von Ventilation,

lonenhomoostase und Energiestoffwechsel bei ™.

Derweise erfordert das reibungslose Funktionieren des Gehirns von Saugetieren

eine dynamische Interaktionen zwischen Neuron und Gliazelle “®. Letztere ist anfallig
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fur morpho-funktionelle Veranderungen bei einer Vielzahl von pathologischen
Zustanden des Gehirns, einschliellich Toxizitdt, neurodegenerativen und
psychiatrischen Stérungen, welche eine gliale homdostatische Reaktion ausldsen.
Diese stellt ein evolutionar konserviertes Programm der Gliazellen dar, das auf die
Verteidigung des Nervengewebes abzielt und sich duBert in reaktiver Astrogliose **-

%, Mikrogliaaktivierung und Wallerscher Degeneration #3578,

21.1.2 Einteilung der Neuroglia

Grundsatzlich werden Neuroglia des Nervensystems von Saugetieren in Glia des

peripheren und die des zentralen Nervensystems unterteilt.

21.1.21 Neuroglia des peripheren Nervensystems

Die Gliazellen des PNS kdnnen im Wesentlichen in vier Subgruppen unterteilt

werden.

(i) Schwann-Zellen
Schwann-Zellen sind mit sensorisch, motorisch, sympathisch und

parasympathischen Axonen assoziiert '°°.

(a) Myelinisierende Schwann-Zellen
Myelinisierende Schwann-Zellen werden uber extrinsische Signale von
Axon und extrazellularer Matrix (Extracellular Matrix, ECM) dazu
veranlasst, myelinisierende Eigenschaften anzunehmen. Die
Myelinisierung reorganisiert das Axon fur seine Rolle bei der Reizleitung
durch die Sicherung einer schnellen Ausbreitung von Aktionspotentialen
durch die saltatorische Erregungsleitung und ist fur seine Integritat

unerlasslich ©°.

(b) Nicht-myelinisierende (Remak-)Schwann-Zellen
Remak-Schwann-Zellen produzieren kein Myelin, sind aber fur die
normale Entwicklung und Funktion des PNS erforderlich und wesentlich

fur die Erhaltung der Axone sowie das Uberleben der Neurone 45991,
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(ii)

(iii)

(iv)

(c) Perisynaptische Schwann-Zellen (auch: terminale Schwann-Zellen)
Perisynaptische Schwann-Zellen umhdllen als Teil der ,Tripartite
Synapse“ (,dreiteilige Synapse®, bestehend aus der pra-, der
postsynaptischen Nervenendigung und der nicht-myelinisierenden

62-66

perisynaptischen Schwann-Zelle) periphere Synapsen und erhalten

die perisynaptische Homdostase ",

Satellitengliazellen

Satellitengliazellen umgeben neuronale Zellkérper in sensorischen,
sympathischen und parasympathischen Ganglien; aufgrund ihrer
einzigartigen Lage vermogen sie die nozizeptive Empfindung stark zu
beeinflussen ¢. Sie kontrollieren die lokale Homdostase und transformieren

auf pathologische Zustande hin reaktiv '458°,

Riechhiillenzellen

Riechhullenzellen sind spezialisierte Gliazellen des Geruchssystems. Als
solche befinden sie sich in der Riechschleimhaut, den Riechnerven und im
Riechkolben und formen feinste Fortsatze, die eine grof’e Anzahl an

Riechaxonen nicht-myelinisierend umschlieRen ™.

Enterische Glia

Enterische Glia stellen die homoostatischen Gliazellen des enterischen
Nervensystems dar und regulieren Uber Vvielfdltige bidirektionale
Wechselwirkungen mit Neuronen und anderen nicht-neuronalen Zelltypen
der Darmwand (Enterozyten, enteroendokrinen Zellen und Immunzellen)

eine Vielzahl gastrointestinaler Funktionen """,

2.1.1.2.2 Neuroglia des zentralen Nervensystems

Aufgrund ihres Entwicklungsursprungs werden die Neuroglia (abgeleitet aus dem

altgriechischen ,yhia“/ glia“ far ,Leim* 73) des ZNS in Makro- und Mikroglia

klassifiziert '44°.

Die Makroglia werden weiter unterteilt in folgende Subgruppen:
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(i)

Astroglia (auch: Astrozyten)

Astrozyten (aus dem Griechischen ,doTpov‘/“astron” fur ,Stern“ " und
KUTOG ,/“kytos® fur ,Zelle*/,Wo6lbung“ ") stellen eine in ihrer Morphologie,
ihrem Entwicklungsursprung, ihrem  Genexpressionsprofil, ihren

physiologischen Eigenschaften, ihrer Funktion und ihrer Reaktion auf
Verletzungen und Krankheiten "® heterogene Population homéostatischer
Glia dar und besiedeln die graue wie die weille Substanz des gesamten
Gehirns und Riickenmarks (RM) *#"77_Die Reifung der Astrozyten in regional
definierte Untergruppen mit einem hohen Grad an funktioneller
Spezialisierung bildet die Basis fur ihre vielfaltigen Aufgaben im
physiologischen wie auch im pathologisch veranderten Nervensystem 7880,
So sind Astrozyten Gliazellen mit adaptiver Plastizitat, die der funktionellen
Aufrechterhaltung des ZNS wahrend der Entwicklung und im Alter durch
engste Integration in neuronale Netzwerke dienen und auf diese Weise auf

allen Organisationsebenen die Homdostase des ZNS kontrollieren #4777,

(a) Protoplasmatische Astrozyten
Protoplasmatische Astrozyten erscheinen in der kortikal-grauen Substanz
relativ gleichmaRig verteilt. Mit ihren stark verzweigten Fortsatzen von
etwa 50 pm Lange, mit denen sie die gliale Grenzmembran bildend
BlutgefalRe umhdillen, sichern sie die aullerste Wand der BBB und stehen
in Kontakt mit Neuronen sowie Uber subpiale Endfiiie mit der pialen
Oberflache 83,

(b) Fibrése Astrozyten
Fibrose Astrozyten sind entlang der Bahnen der weilRen Substanz sowie
in der retinalen Nervenfaserschicht von Saugetieren organisiert, in denen
sie in der Ebene der Faserbundel longitudinal ausgerichtet sind. Mit ihren
Fortsatzen, welche bis zu 300 ym messen, sind sie im Vergleich zu
protoplasmatischen Astroglia weniger stark verzweigt und bilden
perivaskulare sowie subpiale Endfli’e; Uber perinodale Fortsatze treten

sie mit Axonen an den Ranvier-Schniirringen in Kontakt 883,
(c) Oberflachenassoziierte Astrozyten

Oberflachenassoziierte Astrozyten sind mit der Oberflache im

posterioren, prafrontalen und amygdaloiden Kortex assoziiert. Die
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(d)

(e)

(7)

(9)

Somata dieser Zellen befinden sich an der kortikalen Oberflache und
senden zwei Fortsatze aus, von denen Einer in die Lamina molecularis

absteigt und der Andere sich bis zur Umgebung der Pialgefalie erstreckt
77,84

Velate Astrozyten

Velate Astrozyten sind lokalisiert in den Teilen des Gehirns, die dicht mit
kleinen Neuronen bepackt sind; so umgeben sie periglomerulare Zellen
im Riechkolben oder umhillen Kérnerzellen im Stratum granulosum der

Kleinhirnrinde 4818385

Radiale Glia

Radiale Glia sind bereits in friihesten Stadien der ZNS-Entwicklung tber
die gesamte Ausdehnung des Neuralrohrs zu finden und galten lange Zeit
als Endprodukte der neuronalen Differenzierung, als spezialisierte
Stutzzellen fur die Zellmigration, deren Ursprung sich von dem der
Neuronen stark unterscheidet. Jiingsten Studien zufolge dienen radiale
Glia Neuronen sowie Glia in der Entwicklung als primare Vorlauferzellen
oder NSC; dies sowohl wahrend der Entwicklung als auch als Reaktion
auf Verletzungen, zur Steuerung des Wachstums von axonalen und
dendritischen Prozessen und zur Regulierung der synaptischen
Entwicklung und Funktion. Hinzukommend beteiligen sich radiale Glia an
einer umfangreichen SignalUbertragung sowohl mit Neuronen als auch

untereinander '477:86-89

Radiale Astrozyten (auch: adulte radiale Glia, radiale gliadhnliche Zellen)
Das Vorkommen echter primarer radialer Gliazellen beschrankt sich auf
das sich entwickelnde Gehirn. Zu den radialen Astrozyten zahlen die
Bergmann-Glia im Kleinhirn, Mdaller-Glia der Netzhaut, radiale
gliaghnliche NSC der neurogenen Nischen, Tanyzyten des
Hypothalamus, der Hypophyse und des Raphe-Teils des RMs, und die

14,81

Pituizyten der Neurohypophyse
Gomori-Astrozyten

Gomori-Astrozyten sind Glia des Hypothalamus und Hippocampus; sie

weisen einen hohen Eisengehalt mit positiver Gomori-Chrom-Alaun-
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Hamatoxylin-Farbung auf. Vermutungen zufolge sind sie beteiligt an der

Ham-Versorgung von Neuronen fur die Synthese hamhaltiger Enzyme
14,77,90

(h) Perivaskuldre und marginale Astrozyten

(i)

()

Perivaskulare Astrozyten befinden sich in der Nahe zur Pia Mater, wo sie
mit Blutgefalien Endfulle bilden. Sie stellen in der Regel keine Kontakte
zu Neuronen her; ihre Hauptfunktion besteht darin, piale und

perivaskulare Glia limitans-Schranken zu errichten 47791,

Ependymozyten, Zellen des Plexus choroideus und retinale
Pigmentepithelzellen

Ependymozyten (aus dem Griechischen ,£mévdupa“/“epénduma” fir
,Oberkleid“ °?) kleiden das Ventrikelsystem des Gehirns und den
zentralen Kanal des RMs aus. Mit ihren Mikrovilli und Kinozilien erzeugen
sie durch rhythmische Bewegungen einen Strom durch Zellen des Plexus
choroideus produzierter Zerebrospinalfliissigkeit 7%, Sie spielen eine
entscheidende Rolle bei der Homoostase der Zerebrospinalflissigkeit
und der Beseitigung von Abfallstoffen aus dem ZNS ™77, Retinale

Pigmentepithelzellen sdumen den subretinalen Raum 8%,

Spezialisierte Astrozyten

Daruber hinaus enthalt das Gehirn hoherer Primaten diverse Subklassen
spezialisierter Astrozyten, zu denen neben den interlaminaren
Astrozyten, welche obere kortikale Schichten besiedeln und lange
Fortsatze in tiefere Schichten des Kortex senden ""%° auch die
polarisierten  Astrozyten, dessen Somata sich in den tiefen
Kortikalschichten in unmittelbarer Nahe der weilden Substanz befinden

7.9 sowie

und Fortsatze in die oberflachlichen Kortexschichten senden
die varikdsen Projektionsastrozyten, welche sich durch sehr lange
unverzweigte mit Varikositaten besetzten Fortsatzen in alle Richtungen
durch die tiefen Kortikalschichten erstrecken, gehoren 7”6, Die Funktion

dieser hominoiden Astrozyten ist weitesgehend unbekannt '#778297,
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(i)

Oligodendroglia (auch: Oligodendrozyten)

Oligodendroglia bilden die isolierende Myelinscheide, die eine schnelle
elektrische Leitung axonaler Aktionspotentiale ermoglicht. Anders als ihr
peripheres Pendant, die Schwann-Zelle, kann ein einziger Oligodendrozyt
mehrere Myelinabschnitte auf mehreren Axonen bilden. Oligodendrozyten
uben entscheidende Funktionen fur die zellulare Ilonen- und
Wasserhomoostase sowie den Stoffwechsel aus, die fur die
Aufrechterhaltung von Myelin- und Axonintegritat unerlasslich sind. So sind
die Funktion der Oligodendrozyten und die Myelinisierung nicht nur fur eine
schnelle axonale Leitung von wesentlicher Bedeutung, sondern auch fur das

Lernen und die langfristige Integritat von Axon und Neuron 9149899

(a) Oligodendrozyten vom Typ |
Diese besetzen mit ihren kleinen Somata und feinen Verzweigungen,
welche Axone mit kleinem Durchmesser in unterschiedlichen
Ausrichtungen myelinisieren, die Hirnrinde sowie graue Substanz des

RMs 9,14,100

(b) Oligodendrozyten vom Typ Il
Diese Subgruppe ahnelt den Oligodendrozyten des Typ |; myelinisierte
Segmente verlaufen jedoch parallel zueinander. Sie myelinisieren
Internodien mittlerer Lange und finden sich vorrangig in der weil3en

Substanz 41,

(c) Oligodendrozyten vom Typ Il
Diese haben groRere, unregelmalige Zellkérper mit dicken
Primarfortsdtzen, die eine kleine Anzahl von Axonen mit gro3em
Durchmesser myelinisieren. Sie sind im Kleinhirn, in der Medulla

oblongata und in den Funiculi des RMs zu finden 1%

(d) Oligodendrozyten des Typs IV
Typ IV-Oligodendozyten ahneln den Schwann-Zellen sehr stark. Sie sind
mit Axonen groRen Durchmessers assoziiert, bilden eine einzelne lange
internodale Myelinscheide und sind zu finden in der Nahe des Eintritts

und Austritts von Nervenwurzeln in das ZNS 419,
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(iii) NG2-Glia (auch: Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, Oligodendrocyte
Progenitor Cells (OPCs))
NG2-Glia stellen eine heterogene Population dar und besitzen das Potential
in  verschiedenen Hirnregionen, Entwicklungsstadien und unter
pathologischen sowie physiologischen Bedingungen, neben

Oligodendrozyten auch Astrozyten als Vorlaufer dienen zu kdnnen 101193

oder als selbsterneuernde NG2-Glia bestehen zu bleiben '%'%  Ein
funktionell relevantes Charakteristikum der NG2-Glia ist ihr Vorkommen in
sowohl in der grauen als auch der weilRen Substanz wahrend der gesamten
postnatalen Entwicklung und bis in das Erwachsenenalter '%. NG2-Glia
stellen im postnatalen und adulten Gehirn die gréte Population endogen-
ansassiger Vorlauferzellen dar, als solche sie in der Lage sind, auf multiple
Arten von Verletzung mit dem Potential, I1dsionsgeschadigte Bereiche des
ZNS neu zu besiedeln, zu reagieren '%%194106-108 Finjge Studien beschrieben

auch Mikroglia-dhnliche Eigenschaften von NG2-Glia ',

Die Mikroglia bilden die letzte Hauptgruppe der Gliazellen des ZNS. Sie entstehen
aus fotalen Makrophagen, die schon sehr friih in der Embryonalentwicklung in das
Neuralrohr einwandern; so sind sie wohl die ersten parenchymatésen Glia, die das

1214 Sje haben zahlreiche

Nervengewebe in der Entwicklung besiedeln
physiologische Funktionen, darunter die Gestaltung der neuronalen synaptischen
Konnektivitat, die Beseitigung von uberflussigen oder apoptotischen Neuronen in der
Entwicklung und die Regulierung der synaptischen Ubertragung 2'"%""" Mikroglia
bilden das Hauptabwehrsystem des ZNS durch ein evolutionar konserviertes
Aktivierungsprogramm, das zahlreiche neuroprotektive und neurotoxische

11,19,32-35,112,113

Phanotypen hervorbringen kann . Eine weitere Charakterisierung

mikroglialer Zellen erfolgt in den nachfolgenden Kapiteln.

Die zahlenmalig gréRte Gliapopulation stellt die Oligodendrozytenlinie mit einem
Anteil von 40 bis 60 % dar. Astrozyten machen etwa 20 bis 40 % und Mikroglia etwa
10 % der Neuroglia-Population aus. Zu beachten ist, dass es eine betrachtliche

Variabilitdt zwischen den Hirnregionen, Entwicklungsstadien und Spezies gibt
10,11,14,43,44,114,115_
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21.2 Einordnung in die Gruppe des Mononuklearen Phagozyten-
Systems

1908 erhielten der russische Immunologe llja lljitsch Metschnikow und der deutsche
Mediziner Paul Ehrlich den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin fur ihre Arbeiten

zur Phagozytose (aus dem Griechischen ,@ayeiv'/“phagein® fur ,essen® '

und
KUTOC ,/“kytos® fiir ,Zelle*/,Wdlbung® ™) 7. Metschnikow und Ehrlich unterteilten
phagozytierende Zellen in (1) die Mikrophagen, kleine Zellen mit polymorphem Kern,
die wir heute als Granulozyten bezeichnen, und (2) die Makrophagen, die grof3en
Phagozyten, und verwiesen bereits auf ihre Bedeutung bei der Abwehr von Keimen.
Schliellich fasste Meschnikow phagozytierende Zellen des Knochenmarks, der Milz

und des Bindegewebes unter dem Begriff ,Makrophagen-System* zusammen "8

Durch den deutschen Pathologen Karl Albrecht Ludwig Asschoff erweitert zum
,Retikulo-endothelialen System® und daraufhin zum ,Retikulo-histozytarem System®,
umfasste dieses historisch neben retikularen Zellen der Milz und der Lymphknoten
auch endotheliale Zellen, Monozyten und Histiozyten als mobile Makrophagen.
Aschoff schloss alle Zellen ein, die sich mit einem Farbstoff, von dem man
vermutete, dass er die phagozytische Aktivitat misst, farben lieRen; einige Zellen mit
geringer Phagozytoseaktivitat, wie z. B. Endothelzellen, liel3en sich jedoch aufgrund
ihrer Fahigkeit zur Pinozytose ebenfalls positiv farben und wurden daher falsch

kategorisiert '°.

Aus diesem Grund wurde 1969 eine neue Kilassifikation eingefuhrt, die nur
hochgradig phagozytisch-aktive Zellen sowie ihre Vorlaufer einschloss und heute
noch als ,Mononukledres Phagozyten-System* (MPS) bezeichnet wird 212! Die
Gruppe des MPS umfasst heute eine breite Gruppe mononukledrer Zellen; so
zirkulierende Monozyten im Blutstrom, dendritische Zellen in sekundar-
lymphatischen Organen und Gewebsmakrophagen '?°, als solche sie ansassig sind
in lymphoiden und nicht-lymphoiden Geweben, so als Mikroglia und ZNS-
assoziierten Makrophagen und im Gehirn, als Kupffer-Zellen in der Leber, als
Langerhans-Zellen in der Haut, als Alveolarmakrophagen in der Lunge, als
Ostoklasten im Knochen sowie als Nierenmakrophage in der Niere '2>'2°_ Als an der
Homobostase des Gewebes beteiligte Zellen beseitigen Makrophagen apoptotische
Zellen und produzieren Wachstumsfaktoren. Daher sind Makrophagen mit einer

breiten Palette von Rezeptoren zur Erkennung von Krankheitserregern ausgestattet,
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die sie zur Phagozytose befahigen und die Produktion von entziindlichen Zytokinen
anregen %% Die gemeinsamen Vorlaufer stammen aus der myeloischen Reihe
der Knochenmarkszellen: Aus einer gemeinsamen Stammzelle, dem Myeloblasten,
heute als Koloniebildende Einheit - Granulozyten-Monozyten (,colony forming unit -
granulocyte-monocyte®) bezeichnet, entwickeln sich sowohl Granulozyten als auch
127,128

die mononukledren Phagozyten
3.1.3. - ,Herkunft und Abstammung®).

, hicht hingegen die Mikroglia (Siehe Kapitel

Fur das ZNS wurde lange Zeit ein Immunprivileg angenommen, basierend auf dem
Fehlen eines Lymphabflussystems nach Beispiel der Peripherie und der Uberlegung,
dass die Kapazitaten zur Antigenprasentation im ZNS der der Peripherie unterlegen
seien '?°. Tatsé&chlich verfiigt das ZNS (iber eine immunologische Kapazitat, die sich
von den meisten peripheren Geweben unterscheidet, weily man inzwischen doch,
dass das Gewebe des ZNS durchaus bei Bedarf Immunreaktionen auslésen kann.
So besitzt das ZNS zwei groRRe, zueinander inkongruente ansassige Populationen
aus der Gruppe des MPS; auf der einen Seite die Mikroglia, auf der anderen Seite
die ZNS-assoziierten Makrophagen (CNS-Associated Macrophages, CAMs; auch:
Grenzenassoziierte Makrophagen, Border-Associated Macrophages) '?*'?*, welche
an den nicht-parenchymalen ZNS-Grenzflachen wie dem perivaskularen Raum, den
Hirnhauten und dem Plexus chroideus lokalisiert sind und aus der Peripherie in das
ZNS einwandern %32 Zwei bemerkenswerte Eigenschaften, die Mikroglia und
CAMs gemeinsam haben, sind ihre Zugehorigkeit zum MPS sowie ihre
Langlebigkeit. In der Tat hat sich fur Mikroglia gezeigt, dass sie viele Merkmale in
Expressionsmuster und Funktion mit klassich-myeloischen Zellen im Korper teilen
133.134. vor allem bewachen sie als Teil des MPS ihr Territorium, phagozytieren
Krankheitserreger und produzieren eine Reihe von entziindungsférdernden und -
hemmenden Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Das Expressionmuster hangt
jeweils von dem Reiz ab, der zu ihrer Aktivierung gefuhrt hat, weist aber auch
spezifische ontogenetische, molekulare, funktionelle  Unterschiede und
Besonderheiten im Vergleich zu myeloischen, peripheren Makrophagen auf, so dass
Mikroglia folglich nicht uneingeschrankt als Kongruent zu Zellpopulationen des MPS
zu sehen sind **'3_ Jiingste Studien erlauben eine klare Unterscheidung zwischen
Mikroglia und CAM durch ihren unterschiedlichen transkriptomischen Charakter,
wobei fur jeden Zelltyp molekulare Marker festgelegt wurden, was auf distinkte
Zellpopulationen mit zueinander differenten Transkriptionsprofilen und potenziell

unterschiedlichen Funktionen in (Patho-)Physiologie hinweist ''°.
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2.1.3 Herkunft und Abstammung

Die Besiedlung des ZNS durch Mikrogliazellen findet noch vor der Bildung der aus
dem Neuroektoderm stammenden Gliazelltypen statt "33 ynd ist evolutionar
Uber alle Wirbeltierarten hinweg konserviert. So sind Schlisselmerkmale der
Mikroglia-Ontogenese bei Vetrebraten erhalten geblieben und bei Mensch, Maus,
Ratte, Huhn recht @hnlich """14%'43_|n multiplen Studien, in denen Instrumente des
genetischen Fate Mapping eingesetzt wurden, zeigte sich, dass Mikroglia
hauptsachlich aus primitiven Makrophagen aus dem YS hervorgehen 0131557136
lebenslang im Gehirn verbleiben und ihre Anzahl durch einen Prozess der
Selbsterneuerung aufrechterhalten ''"#4'%°  Die mikrogliale Mitose im normalen
ZNS erfolgt bei einem sehr geringen Umsatz und einer langen Lebensdauer der
Zellen '**; die menschliche Mikroglia-Population erneuert sich mit einer Rate von

t 146

etwa 28 % pro Jahr, wonach eine Mikrogliazelle etwa 4,2 Jahre alt ist "*°, obgleich

einige Zellen ein Alter tiber 20 Jahre erreichen kénnen .

Zellen, die am treffendsten als "fetale Makrophagen" '*® beschrieben werden kdnnen,
besiedeln das sich entwickelnde Neuroektoderm bei Nagetieren bereits acht Tage
nach der Konzeption (days post conceptionem, dpc); beim Menschen spat im ersten
Trimester 215149 Bereits vor der Vaskularisierung '*° und vor der Entstehung der
hamatopoetischen Stammzellen um zehneinhalb dpc aus den ventralen aortalen
hamatogenen Endothelzellen im Aorten-Gonaden-Mesonephros '°"'%2 kdnnen
fetale Makrophagen im primitiven Neuroektoderm nachgewiesen werden, was die
Moglichkeit ausschlie3t, dass hamatopoetische Stammzellen aus der Leber oder
dem Knochenmark als direkte Mikroglia-Vorlaufer dienen '25'4%1%3 \Wahrscheinlich
hingegen scheint, dass die aus dem YS stammenden fetalen Makrophagen direkte
Vorlaufer der Mikroglia sind, wahrend die peripheren Blutmonozyten aus dem
Knochenmark stammen '**. Von den im Mausembryo an achteinhalb dpc nur in sehr
weniger Anzahl vorhandenen fetalen Makrophagen, befinden sich die meisten dieser
im Mesenchym des Kopfes und des Halses. Es wird angenommen, dass diese
Mikrogliazellen durch die Basalmembran der pialen Oberflache der Hirnhaut in das
Mesenchym eindringen und anschlieBend vom Mesenchym durch die
Basalmembran des Neuroepithels in Richtung Ventrikel wandern. Im Neuroepithel
angekommen, proliferieren sie schnell und kolonisieren das Gehirn von dorsal nach

ventral und von rostral nach kaudal '*?. Innerhalb der folgenden Stunden dringen die
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Mikroglia tiefer in das sich entwickelnde Parenchym ein und beginnen sich zu
differenzieren und zu verzweigen. Schlie3lich exprimieren sie Marker reifer Mikroglia,

141 Im

wodurch sie Merkmale der wunreifen Makrophagen verlieren
Embryonalstadium dreizehneinhalb dpc kdnnen mikrogliale Vorlaufer in signifikanter
Anzahl in der Ventrikelauskleidung des zu diesem Zeitpunkt bestehenden funften
Ventrikels nachgewiesen werden '*. Obwohl Mikroglia tiberall im Gehirn zu finden
sind, sind sie wahrend der Entwicklung nicht gleichmaRig verteilt, sondern neigen
dazu, sich bevorzugt an bestimmten Stellen aufzuhalten; sie finden sich daher
bevorzugt (1) in Bereichen mit erhdhter neuronaler Apoptose, (2) in der Nahe
sprossender Gefalle, (3) in enger Beziehung zu radialen Glia und schlief3lich (4) in

der Randschicht, die sich entwickelnde Axonbiindel enthalt 55157,

Im perinatalen Stadium durchlaufen fetale Makrophagen, ebenso wie die neuronalen
Zellreihen, die Zellreifung und -differenzierung. Sie verlassen den rundlich-
amoboiden Zellhabitus und nehmen ein Zwischenstadium der Differenzierung ein,
welche charakterisiert ist durch noch nicht zu vollstandig verzweigter Morphologie

110,125

gereifter Mikroglia

Im postnatalen ZNS durchlaufen diese Mikroglia innerhalb prominenter
supraventrikularer Cluster, sogenannter "Mikroglia-Fontanen" (,Fountains of

Microglia“) die Mitose ''°

. Die in den ersten beiden postnatalen Wochen
persistierenden Mikroglia-Vorlauferzellen wandern in die tberliegende GroRhirnrinde
ein und differenzieren zu vollstandig verzweigten, reifen Mikroglia. Nach der dritten
postnatalen Woche sind Vorlauferzellen nicht mehr nachweisbar; zu diesem
Zeitpunkt ist die Differenzierung der amoboiden Zellen in verzweigte Mikroglia

125

abgeschlossen <. Nach der Reifung bieten exogene Quellen, wie etwa das

Knochenmark, ein allenfalls sparliches Reservoir fiir den Ersatz von Mikroglia '%®.

2.1.4 Historische Betrachtung

3 des

Das Konzept der Neuroglia als bindegewebige ,Zwischenmasse®
Nervensystems entstand im neunzehnten Jahrhundert '°'®° und wurde zunachst
durch den deutschen Arzt und pathologischen Anatom, Rudolf Virchow, formalisiert,
der den Begriff ,Glia“ in seinem eigenen Kommentar zu seiner friheren Arbeit ,,Ueber

das granuli(e)rte Ansehen der Wandungen der Gehirnventrikel" 1856 pragt *. In
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diesem beschreibt er Neuroglia als die ,,Bindesubstanz®, welche ,in dem Gehirn, dem
Richkenmark und den héheren Sinnesnerven eine Art von Kitt (Neuroglia), in welche
die nervdsen Elemente eingesenkt sind...“ bildeten *°, erkennt er doch ,,...dass sie
in ihrer ganzen Erscheinung eine von den udbrigen Bindegewebsbildungen
verschiedene Masse reprasenti(e)rt...”“ in ,Die Cellularpathologie in ihrer Begriindung
auf physiologische und pathologische Gewebelehre* *, der Veroffentlichung von
nahezu unbearbeiteter Stenographien seiner 20 Vorlesungen an der Charité in
Berlin, welche zu den einflussreichsten pathophysiologischen Abhandlungen des 19.
Jahrhunderts gehdrt. Auf dieser fulen im spaten neunzehnten Jahrhundert die
intensive Auseinandersetzung mit der Charakterisierung der Glia unter Beachtung
ihrer zellularen Natur mit zahlreichen Theorien zur ihrer funktionellen Rolle im
physiologischen Gehirn, so etwa bei der Homdostase, der Nahrungsversorgung, der
Regulierung des Blutflusses, des Schlafs und Bewusstseins sowie ihrer

neuropathologischen Bedeutung 9%159161-164

Angeregt durch den ungarisch-dsterreichischen Anatom, Mihaly von Lenhossék,
fuhrte die Bezeichnung einer Unterpopulation der parenchymatésen Glia als
Astrozyten in der Folge zu einer weiteren Unterteilung dieser in den Astrocytus
protoplasmaticus (auch protoplasmatischer Astrozyt oder zytoplasmareicher
-Kurzstrahler) mit Vorkommen Uberwiegend in der grauen und den Astrocytus
fibrosus (auch Faserglia, fibroser Astrozyt oder nach ihren langen Fibrillen benannt

auch ,Langstrahler®) in der weien Substanz 9165167,

Myelinisierende Zellen des ZNS, erstmals beobachtet und zeichnerisch dokumentiert

durch den schottischen Pathologen William Ford Robertson 68170

, wurden spater
durch Pio del Rio-Hortega, dessen Beitrdge, nach der Formulierung der ,Neuron
Doctrine* (,Neuronenlehre“ oder “Neuronendoktrin“) 1888 durch Ramoén y Cajal ',
malgeblich zu unserem Verstandnis der mikroskopischen Anatomie des
Nervensystems beitrug, als Oligodendrozyten bezeichnet und ihnen ihre
myelinisierende Eigenschaft zugewiesen '">'3. Deren Progenitorzellen, die NG2-
Glia, wurden schlieBlich 1981 durch William Stallcup, Joel Levine und Akiko
Nishiyama entdeckt, nachdem diese einen Antikdrper gegen ein Chondroitinsulfat-
Proteoglykan, ein Marker fir verschiedene Arten von unvollstandig

ausdifferenzierten Vorlauferzellen, mit der Bezeichnung NG2 entwickelt hatten 4617,
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In den ersten Jahrzehnten des zwanzigsten Jahrhunderts war Nicolas Achucarro,
Schuler Ramén y Cajals, einer der ersten Forscher, der die Gehirnzellen, die wir
heute als Mikroglia kennen, sichtbar machte. Spater konnte wiederum sein Schduler,
Pio del Rio-Hortega, Modifikationen von Achucarros Methoden zur Beobachtung

75178 Dje Erkenntnisse

morphologischer Feinheiten der Mikroglia einsetzen
widersprachen Cajals Ansichten Uber Zellen, die er der gleichen Klasse wie die
Oligodendroglia zuordnete, dem ,el tercer elemento“ (,das dritte Element®; nach

175,179-181

Neuronen und Astrozyten) , was zu einer lang anhaltenden Debatte fuhrte

78 Erst 1924, und damit 75 Jahre nach Formalisierung der Neuroglia durch Virchow
37.38 setzten sich die Beobachtungen von Rio-Hortega weltweit durch, so dass die
Mikroglia, sich dinstinkt von Oligodendrozyten unterscheidend, als eigener Zelltyp
anerkannt wurden 7882 So war es Del Rio-Hortega, der eine erste systematische
Untersuchung der Mikroglia lieferte, die zu den Annahmen fihrten, dass mikrogliale
Zellen nicht-neuroektodermalen Ursprungs sind, als amdéboide Zellen wahrend der
frihen Entwicklung unter Nutzung von Leitstrukturen, wie Gefaflen und Bahnen der
weilden Substanz, in das Gehirn einwandern, um sich im reifen Gehirn in ramifizierte,
ruhende Mikroglia zu verwandeln und als solche das gesamte zentrale
Nervensystem besiedelten, wobei jede Zelle ein definiertes Areal besetzt. Er
erkannte, dass diese als Verteidigunsgelement des ZNS auf pathologische
Ereignisse mit einer Transformation zu Zellen amdboider Morphologie reagierten, mit
dem Potential zur Migration, Proliferation und Phagozytose '"*'"®. Auch der deutsche
Histologe und Anatom, Carl Frommann, beschrieb die Wandlung der
Zellmorphologie im Prozess der Transformation in ,Untersuchungen uber die
Gewebsveranderung bei der Multiplen Sklerose des Gehirns und Ruckenmarks®
1878 ' und dokumentierte, dass die Zellsomata transformierter Mikroglia an GroRe
gewannen, ihre Zellfortsatze sich verkirzten und weniger zahlreich wurden, diese

gleichzeitig in den ,Epizentren von Lasionen '8, in der sogenannten

,Heerdsubstanz* 110.183

, an Dichte gewannen und einige der Gliazellen in diesen
Epizentren granulierte Somata mit Einschliissen aufwiesen ''°. Trotz komparativ
begrenzter Mikroskopietechniken gelang es Del Rio-Hortega, Achucarro sowie
Frommann, aus der Beobachtung fixierter Gewebe wichtige Postulate Uber die Natur,
die strukturelle Plastizitat sowie Motilitdt der Mikroglia und uber ihr Potential zur

Phagozytose neuronaler Trummer zu publizieren, die auch heute noch gultig sind
110,178
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2.1.5 Funktion

Daten aus Transkriptions- und Epigenomstudien zufolge, kébnnen Mikroglia in drei
Stadien mit unterschiedlichen Genexpressions- und Funktionsprofilen eingeteilt
werden: (1) friih, (2) pra-adult und (3) adult '®. Im adulten, reifen ZNS wiederum
konnen Mikroglia mindestens vier zueinander abgrenzbare Zustande einnehmen. (1)
.Ruhende®, ramifizierte Mikroglia lassen sich durch ubiquitdres Vorkommen im
physiologischen ZNS charakterisieren. Wie auch (2) phagozytare Mikroglia, die als
abgerundetet Hirnmakrophagen imponieren, sind (3) akivierte (auch ,reaktive®)
Mikroglia, in pathologischem Geschehen anzutreffen, aber nicht obligat phagozytar

aktiv. Von diesen sind die (4) dystrophen, seneszenten Mikroglia abzugrenzen 2'8%

187

Da Mikroglia vom embryonalen Gehirn bis ins Erwachsenenalter fortbestehen,
treffen sie im Laufe ihres Lebens wahrscheinlich auf sehr unterschiedliche
Umgebungen und sind mit unterschiedlichen funktionellen Anforderungen
konfrontiert, mit einem sich entwickelnden gegenliber einem erwachsenen

"ruhenden" Gewebe 24188

21.5.1 Aufrechterhaltung der Homoostase

Eine Beobachtung der Position mikroglialer Somata in-vivo belegt, das die Zellkorper
in der Regel stationar verbleiben, nur etwa 5% aller mikroglialen Zellen andern ihre
Soma-Position minimal um ein bis zwei Mikrometer pro Stunde *'®. Im Gegensatz
zu den Somata erscheinen mikrogliale Prozesse jedoch durch Wachstum und
Retraktion der Zellfortsdtze sowie den filopodienartigen Membranaustilpungen
entlang der Prozesse, sich auf einer Zeitskala von Minuten ereignend, beweglich.
Obwohl die morphologischen Veranderungen aleatorisch erscheinen, ist die
Gesamtbeweglichkeit so rapide und fortwahrend, dass jeder Punkt im Umfeld einer
einzelnen Mikrogliazelle etwa drei- bis viermal wahrend eines Tages abgetastet wird
ohne die jeweils benachbarten Grenzzonen zu liberschreiten ?°. Die auf dieser Weise
agierenden, residenten Mikroglia des gesunden, ungestdrten Gehirns werden als
"ruhend" bezeichnet, sind sie doch die dynamischsten Zellen des ZNS und erfiillen
durch die rege, anhaltende Motilitat Housekeeping-Funktionen wie die Beseitigung

von Zelltriummern oder toxischen Stoffwechselprodukten. Ausgestattet mit
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zahlreichen Transmittern, Wachstumsfaktor- und Zytokinrezeptoren sind
Mikrogliazellen befahigt, die Aktivitaten benachbarter Zellen kontinuierlich zu

Uberwachen und die Mikroumgebung effektiv zu kontrollieren *2.

Ferner sind Mikroglia als phagozytisch-aktive Zellentitat in der Lage, das Parenchym
durch Aufnahme von akkumulierten Stoffwechselprodukten und geschadigten
Gewebebestandteilen in ihre Membranausstilpungen, die im mikroglialen Zellkdrper
weiterverarbeitet werden, zu bereinigen '®°. Studien belegen, dass das Eintreffen der
Mikroglia im Gehirn wahrend der Entwicklung mit dem Vorhandensein apoptotischer
Zellen korreliert "% So scheint eine Assoziation zu bestehen zwischen Mikroglia
und Neuronen, die den Entwicklungstod - gemeint ist der Zelltod im Rahmen der
Entwicklung des ZNS - in verschiedenen Hirnregionen, wie dem Hippocampus 994,
dem Kleinhirn '®, dem RM "53157:1% der Retina '°7:'%® durchlaufen. Etwa 50% aller
unreifen Neuronen unterliegen dem Entwicklungstod wahrend der Gehirnreifung,
fuhrend durch den programmierten Zelltod. Das Ausmal} des Zelltods erfordert ein
aktiv-agiles und effizientes Reinigungssystem, um die entstehenden Zelltrimmer zu
entfernen, dem responsiv mikrogliale Zellen nachkommen. Interessanterweise kann
die phagozytische  Aktivierung von  Mikroglia erfolgen ohne eine
Entziindungsreaktion auszuldsen 2419199200 Qpgleich der Grund fiir den
umfangreichen programmierten Zelltod noch nicht vollstandig geklart ist, ist
anzunehmen, dass der Uberschuss an durch fehlerhafte Differenzierung und
Migration resultierend funktionell insuffizienter Neuronen sowie solcher, die keine
zweckmalig adaquaten neuronalen Schaltkreise bilden oder nur voribergehende
Funktionen erflllen, beseitigt werden muss. So folgt die mikrogliale Aufgabe der
Beseitigung entstandener Zelltrimmer der Einleitung des neuronalen Zelltodes
durch neuronal ausgesandte oder durch zelleigene, mikrogliale Faktoren, wie bereits
im embryonalen Kiken sowie fur Zellen der Retina, des neonatalen Kleinhirns und
Hippocampus der Maus belegt ist. Derweise kdnnen nicht nur Neurone, sondern
durchaus auch neuronale Vorlauferzellen durch die Produktion von
Nervenwachstumsfaktor oder die Induktion eines oxidativen Bursts zur Apoptose
angeleitet werden, wie zuletzt an reifenden Gehirnen von Nagetieren gezeigt werden

193,195,196,201,202  Djege Aktivitdten erstrecken sich nachweislich auch auf

konnte
Entwicklungsprozesse im jungen reifen Gehirn der Maus, wo Mikroglia apoptotische,
iberzahlige Neuronen im Hippocampus der Maus beseitigen 2. Folglich kénnen
Mikroglia nicht als passive und akzessorische Zellen mit ausschlieRlich reaktiver

Beteiligung am neuronalen Zelltod, sondern zumindest in bestimmten Hirnregionen
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als vielmehr aktive Promotoren dieses Prozesses angesehen werden. Diese
phagozytische Aktivitat ist nicht nurim sich entwickelnden ZNS wichtig, sondern auch
fur die Aufrechterhaltung gesunder neuronaler Netzwerke im erwachsenen, reifen

Gehirn entscheidend 24193.195,196,201,202

2.1.5.2 Synaptogenese: Stripping und Pruning

Seit dem Aufkommen der Intravitalmikroskopie und der hochauflésenden

Elektronenmikroskopie >182°

sind die Interaktionen der Mikroglia mit Synapsen als
Kernelement neuraler Schaltkreise, insbesondere in den ersten zwei Wochen der
postnatalen Entwicklung, weit erforscht. Kraft des Umstandes der Beeinflussung
gebildeter Kontakte durch neuronale Aktivitat wurde vermutet, dass Mikroglia nebst
der Entfernung nicht-funktionaler Synapsen eine aktive Rolle bei der Umgestaltung
synaptischer Schaltkreise spielen kénnten 2°2%, So werden Mikroglia durchweg in
enger Assoziation mit den sich entwickelnden Axonfaszikeln gefunden und
beeinflussen den Aufbau von Axonbahnen, den Axon-Umbau und die
Synaptogenese #. Im Rahmen der synaptischen Plastizitat wahrend und aulerhalb
der frihen Entwicklung des ZNS tragen Mikroglia zur Bildung von Synapsen bei und
bestimmen deren Effizienz. So erlauben neue ultrastrukturelle Beobachtungen die
Definition von Mikroglia, nebst den Astrozyten, als ein zweites gliales Element mit

bedeutsamem Einfluss auf Synaptogenese und Neurotransmission 2%4.

Neben interneuronaler Mechanismen sind Mikroglia bei der Beseitigung
insuffizienter, stérender oder dysfunktioneller Synapsen entscheidend; im gesunden,
sich entwickelnden Gehirn spuren sie in Abhangigkeit von der neuronalen Aktivitat
pra- und postsynaptische Elemente auf und phagozytieren diese auf entscheidenden
Reiz hin. Dieser Prozess wurde erstmals im Modell der Nervus-Fazialis-Verletzung

erkannt und als ,synaptisches Stripping* bezeichnet 2*°

- erst viele Jahre spater
wurde der direkte Beweis erbracht, dass das "synaptische Pruning" durch Mikroglia
fir eine normale Gehirnentwicklung notwendig ist %. Wahrend der postnatalen
Entwicklung wiesen Paolicelli und Kollegen die Aufnahme spezifischer Proteine aus
prasynaptischen und postsynaptischen Elementen innerhalb mikroglialer Prozesse
nach synaptischem Kontakt nach 2. Folglich fiihren eine Fehlfunktion 2% oder ein
Mangel an Mikroglia 2* wahrend der Neuroentwicklung zu Beeintrachtigungen der

Synaptogenese und des synaptischen Pruning und folgend zu kognitiven Stérungen
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208 Unabhangig vom Mechanismus zeigen sich in solch einem Fall Anzahl,

Morphologie und Funktion der synaptischen Kontakte im sich entwickelnden Gehirn

tiefgreifend verandert 2%°.

Von bedeutender Erkenntnis ist, dass das synaptische Pruning bis ins Jugend- und
Erwachsenenalter andauert; beispielsweise kann im Erwachsenenalter die
mikrogliale Synapsenverfeinerung zur Eliminierung schwacher Synapsen wahrend
der Schlafphase beitragen. Die aktivitdtsabh&ngige Reduzierung von Derselben wird
als Erklarung fur die positiven Auswirkungen des Schlafs auf den Erwerb, die

Konsolidierung und die Integration von Gedéchtnisinhalten angesehen 2°.

21.5.3 Neurogenese

Nebst der Bildung, Verstarkung und Verlagerung von Synapsen, spielen Mikroglia
eine entscheidende Rolle bei der fundamentalen Form der strukturellen Plastizitat,
namlich der Bildung neuer Neuronen, der Neurogenese ?'". Die adulte Neurogenese
ist ein komplexes Phanomen, das in praktisch allen taxonomischen Gruppen
vorkommt #'2. Das Hinzufiigen neuer Neuronen zu den Schaltkreisen ist ein
langdauernder und komplexer Prozess, der die Generierung, Migration,
Differenzierung und Reifung dieser Zellen umfasst 2'3. Zweifelsfrei liegt die
funktionelle Bedeutung der adulten Neurogenese in der Beeinflussung der
Gehirnfunktion, vor allem der kognitiven Funktion und der Gedéachtnisprozesse '.

215 Und

Bei Nagetieren wird die adulte Neurogenese durch Bewegung
Umweltanreicherung (,Environmental Enrichment) #'® hochreguliert und durch
Alterung und Krankheit herunterreguliert '8, Demzufolge lenken Bedingungen, die

sich auf die adulte Neurogenese auswirken, kognitive Prozesse in dieselbe Richtung
219

Die Betrachtung neuroglialer Zellen im Kontext der Neurogenese fiihrte jingst nebst
der Beschreibung der Rolle astrozytarer Glia *° zu Untersuchungen zur Beteiligung
mikroglialer Zellen. So konnte eine in-vitro-Studie zur Untersuchung der Rolle von
Mikroglia bei der Neurogenese Erwachsener belegen, dass die Depletion von
Mikroglia mit dem Verlust der induzierbaren Neurogenese korreliert und dass die von
den Mikroglia freigesetzten Ibslichen Faktoren diese wiederherstellen kann.

Interessanterweise war ein direkter Mikroglia-Kontakt fir die Beeinflussung der
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Neurogenese nicht unbedingt erforderlich. Die Verwendung von Mikroglia-
konditioniertem Medium reichte aus, um die Neurogenese wiederherzustellen, was

auf die Bedeutung der von Mikroglia freigesetzten I8slichen Faktoren hinweist 22",

21.54 Myelinogenese

Neben ihrer Interaktion mit Nervenzellen unterstutzen Mikroglia nachweislich auch
andere Zellen des ZNS, so insbesondere die Oligodendrozytenlinie mit den
Oligodendroglia sowie ihre Vorlauferzellen, die OPC. Es hat sich gezeigt, dass
Mikroglia-Cluster in der sich entwickelnden weillen Substanz fur eine normale
Myelinogenese von entscheidender Bedeutung sind (Hagemeyer et al., 2017,
Wilodarczyk et al., 2017). Ferner wurde ein Crosstalk der Mikroglia mit OPC in der
frihen postnatalen Phase (Hagemeyer et al, 2017) sowie fur De- und
Remyelinisierungsreaktionen im Zusammenhang mit Pathologien berichtet (Arnett et
al., 2001; Lloyd et al., 2019).

21.5.5 Angiogenese

Jungste in-vivo-Studien zeigen, dass Mikroglia die Fusion von endothelialen Tip
Cells erleichtern und damit eine GefaRanastomose induzieren 2222 Die Kontrolle
der Neovaskularisierung durch Mikroglia, offenbar in chaperon-dhnlicher Weise,
wurde in der Netzhaut von Zebrafischen und der Maus nachgewiesen. Insbesondere
scheinen die Zellen eine noch zu definierende, vaskulare endotheliale
Wachstumsfaktor alpha- (Vascular Endothelial Growth Factor alpha, VEGFa-)
unabhangige Aktivitdt zur Foérderung der Gefalfusion wahrend der

Entwicklungsangiogenese zu bieten %2,

2.1.5.6 Schutz vor Exzitotoxizitat

Exzitotoxizitat ist eine Folge Ubermafliger Neurotransmitterfreisetzung mit einem
potentiell neurodestruktiven Ergebnis. So konnte an organotypischen Hippocampus-
Scheibenkulturen gezeigt werden, dass Mikroglia fur den Schutz vor N-Methy-D-

Asparatat- (ein Glutamat-Agonist) induzierter Toxizitat entscheidend sind 2%,
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Mikroglia sind in der Lage, Signale geschadigter Neuronen (ber
Oberflachenrezeptoren wahrzunehmen und die N-Methy-D-Asparatat-induzierte
Toxizitat abzuschwachen. Ferner kann Uber die  Aktivierung von
Oberflachenrezeptoren auf Mikroglia das Wachstum von Mikrogliafortsatzen
geférdert werden; diese umschlingen geschwollenen Axone, induzieren eine
Membranrepolarisierung und verhindern derweise die fur das ZNS schadliche

Exzitotoxizitat 1922°.

2.1.6 Aktivierung

Die reaktive Transformation als Antwort auf die pathologische Reize im ZNS 2 ist
eines der charakteristischen Merkmale mikroglialer Zellen, das bereits in den
frhsten Studien durch Pio Del Rio-Hortega beschrieben wurde. Auch gegenwartig
wird die Bedeutung der Mikorglia in Physiologie und Pathologie unweigerlich mit dem
Prozess der Aktivierung verknlpft. Selbst der Begriff "Aktivierung" spiegelt
moglicherweise nicht angemessen die Veranderungen wider, die sich zwischen dem
Zustand im gesunden ZNS und dem Verhalten bei einem Insult zutragen, weil er
Nichtaktivitat unter normalen Bedingungen impliziert und die Vielfalt der reaktiven
Phanotypen nicht anerkennt, ist die mikrogliale Aktivierung jedoch hinsichtlich ihrer

Stimuli, des Verlaufs und der Folgen sehr komplex '7:81:110:226-233

Als erste Verteidigungslinie stellt die Aktivierung von Mikroglia die Hauptkomponente
der Neuroinflammation im ZNS dar **%3, Als die residenten Immunzellen des ZNS
reagieren Mikroglia somit auf nahezu jede Art von pathologischem Ereignis 2*°.
Mikroorganismen, tote Zellen, Proteinaggregate und andere I6sliche oder partikulare
Antigene, die potenziell schadlich fir das ZNS sind, sind in der Lage Mikroglia zu
aktivieren und somit Neuroinflammation anzuregen, zu modulieren und zu regulieren
. Eine streng kontrollierte Regulierung sowohl der Initierung als auch der
Beendigung der mikroglialen Aktivierung ist fur eine gesunde Entwicklung und
Homéostase des ZNS von entscheidender Bedeutung 2*®. Kommt es im Rahmen des
pathologischen Geschehens jedoch zu einer unkontrollierten Initiierung oder
insuffizienten Beendigung der Immunantwort, treten neurodestruktive Folgen ein, die
in hohem Male mit dem Zellverlust oder der Zelldysfunktion im Rahmen der
Entziindungsprozesse zusammenhangt 2’. So kann die Neuroinflammation als

zweischneidiges Schwert betrachtet werden, das sowohl destruktive als auch
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protektive Auswirkungen auf die Neuronen haben kann 23*. Neben der potentiell
neurotoxischen, wohlmoglich fehlterminierten Natur der Mikroglia, bietet die
Neuroinflammation den Boden fir Stimulation der Reparatur des Myelins, die
Entfernung toxischer, aggregierter Proteine und Zelltrummer aus dem ZNS sowie die

Sezernierung neurotropher Faktoren, um neuronale Schaden zu verhindern 11932

35,112,113

Vor dem Aufkommen immunologischer und molekularer Techniken galt die
morphologische Veranderung der Mikroglia als primares Merkmal ihrer Aktivierung
124 Inzwischen ist anerkannt, dass diese Transformation mit Zwischenstufen, die
Veranderungen der Genexpression, der Morphologie, der Motilitat, der Migration,
des Stoffwechsels, des Sensoms, der Phagozytose, der Proliferation und des Todes
beinhalten, als Kontinuum erfolgt '?*?2, So umfasst der Aktivierungsprozess einen
Umbau des Zytoskeletts sowie der Membranorganisation, die Induktion von
Gensatzen und die Freisetzung direkter und indirekter Genprodukte sowie die
Entfaltung von Funktionsportfolios, die von Migration und Phagozytose bis zur
Kommunikation mit der adaptiven Immunitat reichen 2*3. Derweil ist das Konzept der

reaktiven Phanotypvielfalt akzeptiert und Studienansatze weiter verfeinert worden
228,238

Fur phagozytare sowie reaktive Mikroglia wurde, dem Konzept folgend, eine erste
Kategorisierung parallel zur Unterteilung der Aktivierungszustande von
Makrophagen in peripheren Organen in einen pro-inflammatorischen M1- und einen

rt 2" mit Ubergangszustanden

anti-inflammatorischen M2- Phanotyp propagie
dazwischen 2%, In den letzten Jahren wurde das M1/M2-Paradigma der Mikroglia-
Aktivitdt zunehmend untersucht, um die Mechanismen der Immunpathogenese
aufzudecken 2%’ In letzter Zeit wird das Konzept der Dichotomisierung zunehmend
in Frage gestellt beziehungsweise wieder verlassen, da diese simple Einteilung unter
anderem die Realitat von Mikroglia-Aktivierung als Kontinuum 2% nur unzureichend
darstellt 19239240 |m Folgenden soll das dichotome M1/M2-Paradigma dennoch als
wesentlicher historischer und fur das heutige Verstandnis relevanter Zwischenschritt

naher beleuchtet werden.
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2.1.6.1 Das M1/M2-Paradigma

Einen globalen Einfluss auf das Verstandnis der Mikroglia-Funktionen hatte die
Erforschung der Makrophagen-Phénotypen 8241243 Eg ist belegt, dass die Art und
Natur des aktivierenden Reizes von entscheidender Bedeutung und letztlich
verantwortlich fur die unterschiedliche Aktivierung der Mikroglia ist. Dies ermoglichte
in Folge die Unterscheidung zwischen dem klassischen M1-Phanotyp, der
hauptsachlich durch Pathogene und pro-inflammatorische Faktoren aktiviert wird und
die angeborene Immunreaktion zur Unterstitzung der adaptiven Immunantwort vom
Typ 1 T-Helferzellen (Helper T Cells, Th) darstellt, und dem alternativen M2-
Phanotypen. Letzter wird aktiviert durch pro-inflammatorische Faktoren 2*4 und stellt
ein eher entzindungshemmendes und -auflésendes Profil dar, das endozytotische,
parasitenabtotende und gewebereparierende Funktion aufweist und die Th2-

Immunantwort fordert 123243,

Die Benennung der mikroglialen Phanotypen entstanden in Analogie zu den Zellen
des peripheren Immunsystems, deren Polarisationsphanotypen als Th bezeichnet
wurden (klassischer Th1- und alternativer Th2-Phanotyp) %', Fiur Zellen der
peripheren Monozyten-Makrophagen-Linie konnte gezeigt werden, dass sie unter
denselben Bedingungen eine Polarisierung in die Phanotypen M1 und M2

246

durchlaufen Letztlich wurde das Phanotypisierungssystem mitsamt ihren

Aktivierungswegen auch an Mikroglia angewandt 24724,

Bei entsprechender Stimulierung dienen klassisch aktivierte, pro-inflammatorische
Mikroglia der ersten Verteidigungslinie des angeborenen Immunsystems, die oft
innerhalb der ersten Stunden und Tage auftritt — behalten die im verletzten Gewebe
existierenden Mikroglia verschiedenster Aktivierungszustande doch
bemerkenswerterweise ihre Fahigkeit bei, ihren funktionellen Phanotyp wahrend der
Entziindungsreaktion noch zu verdndern und anzupassen 24%2°_ So polarisieren
Mikroglia sowie die aus der Zirkulation infiltrierenden Makrophagen auf einen M1-
Reiz hin in einen pro-inflammatorischen Phanotypen und produzieren in Folge
entzindungsfordernde Zytokine, prasentieren Antigene und exprimieren hohe
Mengen an ROS ''®%5' mit dem Ziel der Abtétung des fremden Erregers, der Th-
Zellpolarisation und der Einleitung der adaptiven Immunantwort. Wahrend im
experimentiellen Setting zur Untersuchung klassisch-polarisierter Mikroglia M1-

Stimuli bakterieller Produkte, wie dem Lipopolysaccharid (LPS) oder mit Infektion
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verbundenen Signalen wie Interferon-Gamma (IFNy), gearbeitet wird, kann es bei
Abwesenheit von Mikroorganismen hingegen zu ahnlichen, aber sterilen
Entzindungreaktionen, oft posttraumatisch, bei Schadigungen im Rahmen der

Reperfusion nach ischamischem Insult oder bei chemischer Belastung, kommen
252,253

Das Konzept der alternativen Makrophagenaktivierung wurde indes in den fruhen
1990er Jahren vor allem auf der Grundlage von Arbeiten entwickelt, die eine Rolle
anti-inflammatorischer ~ Faktoren bei der Induktion eines alternativen
Aktivierungszustands zeigten 2**. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
Umstellung des Aktivierungsphanotyps auf den alternativen Typus einen Silencing-
Effekt hat, der zur Wiederherstellung der 6kologischen Homdéostase fuhrt und die
Genesung fordert 24*28, Die alternative Aktivierung der Mikroglia hat die Freisetzung
von entzindungshemmenden Zytokinen, Wachstumsfaktoren, neurotrophen

Faktoren und dem Pro-Survival-Faktor Progranulin zufolge .

Der M1-Phanotyp kann, exaggeriert betrachtet, als dem M2-Phanotypen direkt
entgegengesetzt gewertet werden. Eine solche strikte Klassifizierung nach dem
Konzept des M1/M2-Paradigmas kann auf in-vitro-Bedingungen mit ausgewahlter
Stimulation angewandt werden, ist aber in der in-vivo-Gewebeumgebung — wie oben
bereits ausgefiihrt — nicht (mehr) als solches Grundkonzept zu vertreten 2*'. Der
Entzindungsprozess als streng regulierte Kaskade, beginnend mit der robusten
Aktivierung und endend mit seiner Auflésung und der Gewebereparatur, bietet daher
Subtypen des Mikroglia-Phanotyps, die nahtlos ineinander Ubergehen und vielmehr

einen Gradienten von Phanotypen im Gewebe bilden 23?2, im Gewebe existieren

derweise viele Zwischenzustande 2%,

21.6.2 Mechanismus der Aktivierung

Das Zusammentreffen multipler Signale unter physiologischen wie auch
pathologischen Zustanden im ZNS geht mit einer Reihe von Faktoren einher, die
dariber entscheiden, ob Mikroglia grundsatzlich reaktiv transformieren und welche
Merkmale dabei zum Ausdruck kommen 23, Mikroglia kénnen durch verschiedene
Faktoren aktiviert werden, die in ihrer Umgebung vorhanden sind und wahrend des

Uberwachungsprozesses aufgespiirt werden. Bei diesen kann es sich um exogene
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Faktoren handeln, exemplarisch den pathogenassoziierten molekularen Mustern
(Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPs) wie bakteriellem LPS, oder
genetischem Material von Pathogenen oder jedoch Signale endogener Natur, die
von gestressten umgebenden Zellen prasentiert werden, Dbeispielweise
gefadhrdungsassoziierte molekulare Muster (Damage-associated Molecular Patterns)
wie Adenosintriphosphat und Proteinaggregate wie Amyloid B (AB) sowie senile
Plaques (Kreutzberg, 1996; Stence et al., 2001).

2.1.6.2.1 Stimuli der klassischen Aktivierung

Die pro-inflammatorischen (,M1-artigen“) Stimuli werden nach ihrer Fahigkeit
gruppiert, prototypische Entziindungsreaktionen auszulésen, aber ihre Quelle, Rolle,
Rezeptoren und Signalwege unterscheiden sich erheblich . Im Folgenden werden
beispielhaft drei der wichtigsten heute bekannten pro-inflammatorischen Stimuli

vorgestellt.

(i) IFNy ist ein Zytokin, das mit der M1-Aktivierung in Verbindung gebracht wird,
und ein Produkt der Th1-Zellen ist. Die Ketten IFNy-Rezeptor 1 und 2 bilden
den IFNy-Rezeptor. IFNy steuert Uber Janus-Kinase (JAK)-1- und -2-
Adaptoren, welche intrazellulare Tyrosinkinasen sind, die
Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription 1 (STAT-1;
Transkriptionsfaktoren mit Einfluss auf Immunologie, Proliferation und
Zellwachstum) und Interferon-regulatorische Faktoren (IRF; Regulatoren der

8, 255

Transkription von Interferonen) wie IRF1 und IRF welche spezifische

Genexpressionsprogramme, die Zytokinrezeptoren, Zellaktivierungsmarker

und eine Reihe von -adhasionsmolekiilen aktivieren 231:241:256

(i) LPS, ein Molekul der dufderen Zellmembran gramnegativer Bakterien, ist das
am besten untersuchte M1-Makrophagensignal und wird von
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRs), zu
denen der Toll-dhnlichen Rezeptor (Toll-like Receptors, TLRs)-4 gehort,
erkannt, obwohl neuere Erkenntnisse zeigen, dass LPS auch durch TLR4-
unabhangige Mechanismen erkannt werden kann, die 2zu einer

257,258

Inflammasomaktivierung fuhren . Konventionell induziert die TLR4-

Aktivierung die primare Antwort der myeloischen Differenzierung 88 (MyD88)
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(iii)

und MyD88-ahnlicher Adapter/Toll-Interleukin 1 Rezeptor-Adapter Protein-
abhangige Wege, die uber IRFs, Aktivierungs-Protein 1 (AP1), Nuklearen
Faktor-Kappa-Leichtketten-Enhancer (NF-kB) und STAT-5 zu starken pro-
inflammatorischen Zytokinprofilen, Chemokinen und

Antigenprasentationsmolekiilen fiihren 2312%,

Der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF) bindet den GM-CSF-
Rezeptor dodekamerer Struktur 2*° und rekrutiert JAK-2, was zur Aktivierung
von STAT-5, extrazellularer signalregulierter Kinase (Extracellular-signal
regulated Kinsase, ERK) und Proteinkinase B (V-Akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1) sowie zur Kerntranslokation des NF-kB und IRF5 fuhrt
260

; viele dieser Regulatoren sind ebenfalls Teil der IFNy- und TLR-

Signalwege #*'.

2.1.6.2.2 Stimuli der alternativen Aktivierung

Die Gruppe der anti-inflammatorischen (,M2-artigen®) Stimuli wird hauptsachlich

aufgrund ihrer Fahigkeit, prototypische Entzindungsreaktionen und -marker zu

antagonisieren, gruppiert; wie bei den pro-inflammatorischen Stimuli unterscheiden

sich ihre Quelle, Rolle, Rezeptoren und Signalwege ?*'. Im Folgenden werden die

wichtigsten anti-inflammatorischen Stimuli vorgestellt.

(i)

(i)

Interleukin 4 (IL4) kann durch verschiedenen Rezeptorpaare erkannt werden.
Eine Paarung des IL4-Rezeptor-Alpha 1 mit der gemeinsamen Gamma-Kette
ermoglicht die Bindung von IL4; auch eine Bindung der Interleukin 13-
Rezeptor-Alpha 1-Kette mit der Gamma-Kette erméglicht nebst der Bindung
von IL13 die des IL4. Die Rezeptorbindung von IL4 aktiviert JAK-1 und -3,
welche zur Aktivierung und Translokation von STAT-6 fuhrt und die
Differenzierung von Th2, die Expression von Zelloberflachenmarkern und
den Klassenwechsel von Immunglobulinen moduliert ?'. Die IL13-Signaturen

ahneln denen des IL4, Giberschneiden sich aber nicht vollstandig 232",

Glukokortikoide und IL10 werden als M2-Stimuli aufgenommen, obgleich sie

eine ganzlich differente Art von Stimulus darstellen.
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(iif)

(a) Die von den Nebennieren ausgeschiedenen Glukokortikoidhormone
werden durch zelluldre Enzyme metabolisiert. Als aktive Glukokortikoide
sind sie lipophil und diffundieren durch die Membran, um den
Glukokortikoidrezeptor Alpha zu binden, was zu einer nuklearen
Translokation des Komplexes fahrt. Dieser bindet
Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic Acid, DNA) direkt, um die
Gentranskription beeinflussen, oder indirekt durch Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder AP1. Langfristige Exposition fuhrt
zu verschiedenen Genexpressionsprogrammen, die mit den LPS- und
IFNy-Signalwegen in einer komplexen und nicht ausschlie3lich

antagonistischen Weise interagieren 22,

(b) IL10 bindet an den IL10-Rezeptor, ein Dimer aus IL10-Rezeptor 1 und 2.
Die Autophosphorylierung des Rezeptors fihrt zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT-3, dessen Bindung die Hemmung der
Expression pro-inflammatorischer Zytokine bewirkt. IL10 ist ein Th2-
Produkt und ein starker Inhibitor von Th1-Zellen und wird von praktisch
allen Leukozyten produziert 23'253,

Der koloniestimulierende Faktor 1 (Colony Stimulating Factor 1, CSF1), ein

hamatopoetischer Wachstumsfaktor, ist - GM-CSF gleichend - eine spate

Erganzung der Stimulatoren. Der CSF1-Rezeptor ist ein Tyrosinkinase-

Transmembranrezeptor; die Bindung von CSF1 fuhrt zur Dimerisierung des

Rezeptors, zur Autophosphorylierung, zur Aktivierung von ERK,

Phosphatidylinositol-3-Kinase, Phospholipase C und schlieRlich zur

nukledren Lokalisierung des Transkriptionsfaktors Spezifitdtsprotein 1. Die

transkriptionelle Reaktion auf CSF1 umfasst voribergehende Gencluster mit
einer Uberreprasentation von Zellzyklusgenen und einer Herabregulierung
von Haupthistokompatibilitatskomplex- (Major Histocompatibility Complex,

MHC-; Zelloberflachenproteine zur Antigenprasentation und -erkennung),

Antigenen sowie stabilen Gen-Clustern, darunter TLR7 und von

Komplementuntereinheiten 2241,
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2.1.6.3 Postaktivierte Mikroglia

Von groRter Bedeutung ist, nebst der Initiierung der Immunreaktion, die Terminierung
der Reizantwort. Mikrogliale Zellen betreffend, sind die Wege der Beendigung der
Reizantwort so vielseitig wie die Vielzahl der durch sie exprimierten Rezeptoren und
Oberflachenmolekile. Das unkomplizierteste Terminierungssignal einer Reizantwort
basiert auf dem reinen Verschwinden oder der Beseitigung des die Reaktion
auslosenden Reizes. Weitaus komplexer und nicht vollstandig verstanden sind
Mechanismen, die mit der Desensibilisierung von Signalkaskaden, die haufig auf der

Internalisierung von Rezeptoren beruht 2%

, einhergehen oder die Signalubertragung
durch die Blockierung von Rezeptordomanen unterbrechen, wie es bei G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren der Fall ist. Neben autonomen Mechanismen, wie der
zeitlich abgestimmten Produktion entzindungshemmender Faktoren oder der
Induktion intrazellularer Signalregulatoren, kdnnen Rulckkopplungen von anderen

Zellen eine Deeskalation bewirken 2%,

Gelingt es letztlich nicht, die
Aktivierungskaskade zu terminieren, droht eine Schadigung neuronaler Schaltkreise,
die ein homdostatisch gestértes Milieu nicht lange tolerieren 2°°. Daher muss nicht
nur die Einleitung der Aktivierung, sondern auch ihre Beendigung der Reizantwort

strengen Kontrollen unterliegen 2°.

Postaktivierte Mikrogliazellen, die eine vorubergehende Reaktion gezeigt haben und
deren Reaktion suffizient terminiert wurde, konnen wieder in den naiven Zustand der
Uberwachung (bergehen. Ein alternatives Schicksal jedoch filhrt zu persistierend
veranderten Mikrogliapopulationen, mit - im Vergleich zum naiven Zustand -
divergenter Rezeptorexpression, Signalwirkung oder Transkriptionsregulation, wie

233266 g0 scheinen die

bereits fir extraneurale Makrophagen berichtet wurde
Erfahrungen aus einer vorhergehenden Aktivierung, die vermutlich epigenetisch
festgehalten wird, die Eigenschaften bei einer erneuten Herausforderung zu
beeinflussen. So muss davon ausgegangen werden, dass beispielsweise infektidse
Komplikationen, vor allem in der Entwicklung, nicht nur heranreifende ZNS-
Strukturen akut beschadigen, sondern auch die Mikroglia-Reaktionen im spateren
Leben zu beeinflussen vermdgen %728 In Kombination mit einer angenommenen
lebenslangen Gewebeverweildauer des mikroglialen Zellpools, riickt die Betrachtung
epigenetischer Abdriicke friherer Aktivierungsepisoden auch fir ZNS-

Erkrankungen, die keine offensichtlichen inflammatorischen Assoziationen
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aufweisen, einschlieBlich Hirntumoren, Demenzen oder neuropsychiatrische

Stérungen, in den Fokus neurologischer sowie psychiatrischer Forschung 2%,

2.1.6.4 Aktivierungsassoziierte Marker

Mikroglia bieten die erste Reizantwort zum aktiven Schutz in Situationen, die mit
einer Stérung der Homoostase zusammenhadngen. Diese Zellen sind mit einer
Vielzahl an Werkzeugen ausgestattet, die sowohl fur die Erkennung als auch fur die
Eliminierung von Bedrohungen notwendig sind. Marker der Aktivierung umfassen
neben Antigen-Prasentations-assoziierten Markern auch  Transmembran-,
Oberflachen-, Intrazellular- und Effektorproteine sowie sezernierte Molekule; alle
diese Faktoren konnen als molekulare Marker fur aktivierte Mikroglia verwendet
werden '2. Unter Betrachtung des M1/M2-Paradigmas erlauben Zellmarker eine

gewisse Zuordnung in eine Phanotyp-Klasse.

2.1.6.4.1 Antigen-Prasentations-assoziierte Marker

Mikroglia sind Antigen-prasentierende Zellen (Antigen-Presenting Cells, APC). Als
solche verwenden sie bei Aktivierung MHC-II-Molekule, um Fragmente von
phagozytierten, verdauten Krankheitserregern zu prasentieren, die zur Ausweitung
der Entzindung beitragen. Auch andere fir die Antigenprasentation notwendige

Membranmolekiile werden auf der Zelloberflache hochreguliert 2°°.

2.1.6.4.2 Transmembran- und Oberflachen-Proteine

Die Transmembran- und Oberflachenproteine sind die erste Linie der

Pathogenerkennung; im Folgenden werden die wichtigsten Proteine vorgestellt.

CD11b CD11b (Cluster of Differentiation, Unterscheidungsgruppe) stellt die
Alpha-Untereinheit dar, die zusammen mit CD18 den Integrin-
Komplementrezeptor 3 bildet und an Adhasionsprozessen und der

Aufnahme von komplementbeschichteten Molekulen beteiligt ist. Da
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CD14

CD16

CD45

CD68

CD115

CX3CR1

F4/80

CD11b auch auf leukozytaren Membranen vorhanden ist, stellt es

keinen spezifischen Marker fiir anséssige Mikroglia dar 2/%27",

CD14 ist ein Co-Rezeptor flr den TLR4 und den endosomalen TLR7/9

und prasentiert diesen Antigene 264272,

CD16 ist ein Fc-Rezeptor, der Immunglobulin G-Antikorper erkennt und

an Phagozytoseprozessen beteiligt ist 273,

CD45 ist ein positiver Regulator der T-Zell-Aktivierung ™.

Der CD68-Rezeptor (auch: Macrosialin) ist ein Transmembranprotein,
das in zellularen, lysosomalen und endosomalen Membranen von
Monozyten, Makrophagen sowie Mikroglia lokalisiert ist, wahrend einer
Entzindung stark hochreguliert wird und die Fahigkeit hat, unmittelbar
nach der Stimulation von der Zelloberflache in Endosomen zu
internalisieren (Holness und Simmons, 1993; Kurushima et al., 2000;
Fadini et al., 2013).

CD115 (auch: Koloniestimulierender Faktor 1-Rezeptor) gehort zur
Familie der Zelloberflachen-Rezeptor-Tyrosinkinasen. CD115 erkennt
entziindungsférdernde Liganden wie 1L34 oder CSF1. Dieser Rezeptor
ist an der Reaktion auf die angeborene Immunitat und an der
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt, was zur Veranderung
des Phanotyps und zur Infiltration entziindeter Regionen beitragt. In
Studien konnte geziegt werden, dass die Depletion oder Hemmung von
CD115 zum Absterben der Mikroglia fiihrt 275277

Das Protein C-X3-C Chemokin Rezeptor 1 (CX3CR1) ist ein
transmembraner, G-gekoppelter C-X3-C Ligand 1 (CX3CL1, auch
Fraktalkin)-Rezeptor, der seine Funktionen im Zusammenhang mit der
Migration und Adh&sion von Mikroglia vermittelt 278,

Das Zelloberflachen-Glykoprotein F4/80 wird als einer der

spezifischsten Marker von Maus-Makrophagen und -Mikroglia
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beschrieben, wahrend seine Expression beim Menschen bisher nicht

bestatigt werden konnte 44279,

FCER1G High-Affinity Immunglobulin Epsilon Receptor Subunit Gamma
(Hochaffiner Immunglobulin Epsilon Rezeptor Gamma; FCER1G) ist
ein hochaffiner IgE-Rezeptor, der mit dem PRR, dem C-Typ-Lektin-
ahnlichen Rezeptoren (C-Typ-Lektin-Rezeptoren binden spezifische
Kohlenhydrate im Rahmen der PAMP-Erkennung) assoziiert ist.
Dadurch wird eine nachgeschaltete Signalubertragung ausgel6st, die
zur Reifung von APCs fuhrt. Dieses Molekdl ist wahrscheinlich auch an

Alterungs- und neurodegenerativen Prozessen beteiligt 28°-282,

2.1.6.4.3 Intrazellular- und Effektorproteine

Die Aktivierung von Oberflachenrezeptoren und anderen Proteinen [0st die
Mobilisierung intrazellularer Signalwege und Effektorproteine aus, die auch als

Marker fiir die Aktivierung von Mikroglia dienen kénnen 2,

iNOS iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, Inducible Nitric Oxide
Synthase), ist ein Enzym, das NO (Stickstoffmonoxid, Nitric Oxide) aus
L-Arginin produziert. In Mikroglia fordert iNOS Uber die NO-Produktion
die Reaktion auf Tumore und Krankheitserreger. Hohe NO-
Konzentrationen hemmen die mitochondriale Atmungskette reversibel,
indem das NO mit molekularem Sauerstoff in der Cytochrom-c-
Oxidase konkurriert. Bei reduzierter mitochondrialer Atmung wird die
ROS-Produktion in Form von Superoxid-Anionen erhéht und durch
Superoxiddismutase 3 in Wasserstoffperoxid umgewandelt, welches in
Folge in das Zytoplasma diffundiert 2. Bei anhaltender Produktion
kann NO mit molekularem Sauerstoff zu Peroxynitrit reagieren, das die
Elektronentransportkette irreversibel hemmt 2%, Ferner ist NO an der
Hemmung der Pyruvat-Dehydrogenase beteiligt, welche Pyruvat in
Acetyl-Coenzym A umwandelt, bevor es in den Citrat-Zyklus gelangt
285 Funktionell dient NO als Effektormolekiil mit mikrobiozider Aktivitat
und besitzt die Fahigkeit, die Zellproliferation zu hemmen 2%, iNOS

fordert die Synthese von Entzindungsfaktoren und ist mit der
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Iba1

Vimentin

Ferritin

Expression von Transkriptionsfaktoren (wie IRF1 und NF-kB)
assoziiert 27-2°°_ Die INOS-Konzentration in ruhenden Glia ist fast nicht

nachweisbar 2328

Das lonisiertes-Calcium-bindende Adaptermolekil 1 (lonized Calcium-
Binding Adaptor Molecule 1, Iba1, auch: Allograft Inflammatory Factor
1, oder Microglia Response Factor 1) ist ein intrazellulares Protein, das
dank seiner Fahigkeit, Aktinmolekule zu binden an der Reorganisation
des mikroglialen Zytoskeletts und der Unterstitzung des
Phagozytoseprozesses beteiligt ist 2°'. Iba1 ist aufgrund seiner
konservativen Aminosauresequenz und der Stabilitat der antigenen
Epitope bei verschiedenen Spezies, einschliellich des Menschen,
eines der am haufigsten untersuchten Marker in biochemischen

Studien 2%

Vimentin ist ein Intermediarfilament und wird wahrend einer
Entzindung von Calpain (Calpaine sind intrazellulare Calciumion-
abhangige Cysteinproteasen, die in fast allen Eukaryoten und einigen
Bakterien vorkommen und Substrate proteolysieren, um deren
Strukturen und Aktivitdten zu modulieren, weshalb sie auch als
"Modulator-Proteasen” bezeichnet werden 2%%) in kurze Fragmente
gespalten, die Signalmolekiile in den Zellkern transportieren 2. Es
wurde berichtet, dass Vimentin in Mikroglia fur die zellulare Aktivierung

notwendig ist %

. Seine Rolle bei Entziindungen wurde auch bei
Astrozyten beschrieben, so dass es nicht als spezifischer Mikroglia-

Marker verwendet werden kann %2.

Ferritin stellt ein weiteres wichtiges mikrogliales multimeres
Komplexprotein das, das fir die Eisenspeicherung und -homdostase
verantwortlich ist und durch die Aktivierung der Mikroglia

herunterreguliert wird 2%
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2.1.6.4.4 Sezernierte Molekiile

Ebenso wichtig wie die Oberflachenproteine sind diejenigen, die von reaktiven
Mikroglia sezerniert werden. Hierzu gehodren die Zytokine, darunter Interleukine (
IL1B, IL6), Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa), IFNy, Chemokine, Glutamat und NO.
Unter den Enzymen sind Kathepsine, freigesetzte Proteasen, die die von Mikroglia
angetriebene Entziindung unterstiitzen 2" und Matrixmetalloproteinasen (MMP), die
die Bioverfugbarkeit von Zytokinen und Chemokinen bei Entzindungen regulieren
2% _Einige von ihnen, wie MMP9, kénnen als Mikroglia-Marker verwendet werden ',
Sezernierte Faktoren werden in den nachfolgenden Abschnitten ,Marker des pro-
inflammatorischen (M1-) Phanotyps® und ,Marker des anti-inflammatorischen (M2-)

Phanotyps* genauer beleuchtet.

2.1.6.4.5 Marker des pro-inflammatorischen Phanotyps

Die Beziehung zwischen Th1/M1- und Th2/M2-Zellen spiegelt sich auch in den von

247 wie den pro-inflammatorischen Zytokinen,

ihnen freigesetzten Faktoren wider
Redoxmolekilen (Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidase, phagozytare
Oxidase, iINOS), Scavenger Receptoren (Makrophagenrezeptor mit kollagener
Struktur zur Bindung von Lipoproteinen niedriger Dichte), co-stimulatorische Proteine

Und MHC-” 33,229,299-302.
Antigen-Prasentations-assoziierte Marker
MHCII Der MHC-II-Komplex mobilisiert Immunzellen far die
Entzindungsreaktion unter pathologischen Bedingungen.
Siehe Kapitel 3.1.6.4.1.
Transmembran- und Oberflachenmolekiile
CD16 CD16 und CD32 sind Membranrezeptoren fur die Fc-Region

von Immunglobulin  G. Ilhre Aufgabe besteht darin,

CD32 Entziindungssignale zu induzieren ", Siehe Kapitel 3.1.6.4.2.
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CD86

CD40

Die Konzentrationen von CD86, einem membranstandigen Co-
Stimulationsrezeptor, der fir die Proliferation von Immunzellen
und die IL2-Produktion verantwortlich ist sowie von CD40, sind

in klassisch aktivierten Mikroglia hochreguliert 2°.

Intrazellular- und Effektorproteine

iNOS

Das Stoffwechselenzym iNOS tragt zur NO-Synthese bei.
iINOS-Werte sind bei Entziindung stark erhoht *®. Siehe Kapitel
3.1.6.4.3.

Sezernierte Molekiile

Zytokine

Interleukine pro-inflammatorischer Wirksamkeit, hierzu zahlen
vorrangig Interleukine der IL1-Familie, IL6, IL12, IL17, IL18,
IL23 "%,

Tumornekrosefaktoren initiieren die Ausschuttung von Akute-
Phase-Proteinen: TNFa (auch: Kachektin), fuhrt Gber die
Radikalbildung zu oxidativem Stress, zur Steigerung der IFNy-

sowie NF-kB-Synthese 3*.

Interferone: IFNy ist fur die Aufrechterhaltung von

Entziindungen verantwortlich 2453,

Chemokine: Die Rolle der Chemokine besteht darin,

Immunzellen zu rekrutieren 3%,

Extrazellulare Proteine

Matrix-Metallo-

Proteasen

Die MMP9 férdert die pro-inflammatorische IL1B-Reifung 3%.
MMP- (auch: Gelatinase B, eine Kollagenase) baut die

b 3°7 und kann

Kollagene IV und V in ihrer nativen Form a
derweise auch menschliches Myelin-Basisprotein abbauen und

tragt damit direkt zur Schadigung des Myelins bei *¢3"°. MMP9
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wurde als Verstarker von Immunfunktionen bezeichnet, da es
bei der Peripherisierung von Leukozyten als Reaktion auf
Chemokine *'! zu Entziindungsherden hilft und als Schalter und
Katalysator beim Zusammenspiel zwischen dem angeborenen

und dem adaptiven Immunsystem fungiert 3123,

2.1.6.4.6 Marker des anti-inflammatorischen Phanotyps

Die Aufgabe des alternativen, anti-inflammatorischen Mikroglia-Phanotyps besteht

darin, die Entzundung zu stoppen und die Homoostase in der Umgebung

wiederherzustellen

315 Im Gegensatz zum klassischen Aktivierungsweg setzen

alternativ aktivierte Mikroglia entzindungshemmende Faktoren frei und produzieren

Proteine, die die extrazellulare Matrix schutzen oder zur Phagozytose von Trummern

beitragen *'°.

Transmembran- und Oberflachenmolekiile

CD206

CD206 ist ein in zellularen und endosomalen Membranen
lokalisiertes Transmembranglykoprotein in Makrophagen,
Mikroglia und Dendritenzellen und gehoért zu den C-Typ-
Lektinen 3", die fir Endozytoseprozesse uber die Erkennung
von pathogenen Glykoproteinen und Polysaccharidketten
verantwortlich ist 383" Die N-terminale Domane spielt eine
wichtige Rolle bei der Erkennung endstandiger Mannose,
sulfatierten Glykoproteinen sowie Fucoseresten auf Glykanen,
die an Proteine auf der Oberflache multipler Mikroorganismen
gebunden ist, und hilft bei deren Entfernung aus dem
Blutkreislauf *2°. Um sicherzustellen, dass Erreger entfernt
werden, wird CD206 wahrend der Entzindung in geringen und
bei Abklingen der Entziindung in hohen Mengen exprimiert 3.
CD206 initiiert derweise die Phagozytose seines Liganden und
immunsuppressive Signalwege, infolgedessen es zu einer
Verringerung pro-inflammatorischer Zytokine kommt, wahrend
die Expression von entzindungshemmenden Faktoren erhoht

wird 273,322-324_
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CD163

Der Hamoglobin-Scavenger-Rezeptor CD163 ist fur die
Beseitigung von oxidativem Hamoglobin verantwortlich, was zu
einem anschlieBenden Abbau von Ham durch die Ham-
Oxygenase 1 und der Produktion von Eisen-lon,
Kohlenstoffmonoxid und den entzindungshemmenden
Metaboliten fiihrt 3%°.

Interzelluldr- und Effektorproteine

Ym1

FIZz1

ARG1

Die sekretorischen Proteine Ym1 und das Resistin-dhnliche
Molekal 1 (Found in Inflammatory Zone 1, FIZZ1) sind
Faktoren, deren Freisetzung von den Spiegeln der

entzindungshemmenden Zytokine IL4 und IL13 abhangig ist

5,326

Arginase 1 (ARG1) ist ein Enzym, das die Aminosaure Arginin
in Ornithin und Harnstoff umwandelt. Diese wiederum werden
zu Prolin und Polyamiden metabolisiert, die fur den
Gewebeumbau vonnéten sind *932°. Da iNOS und ARG1 um
dasselbe Substrat, namlich Arginin, konkurrieren, sollte das
Verhaltnis des iINOS und ARG1 in aktivierten Mikroglia
verglichen werden; die Uberexpression von ARG1 fiihrt zu
einer Herunterregulierung der NO-Produktion und der iNOS-

Expression .

Sezernierte Molekiile

Zytokine

Zu den |Interleukinen mit anti-inflammatorischer Wirkung
gehdren nebst dem IL1-Rezeptor-Antagonist, IL4, der
transformierende Wachstumsfaktor Beta (Transforming Growth
Factor Beta, TGF) und IL10, sowie der gemeinsame IL4- und

IL13-Rezeptor-Antagonist.
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In ahnlicher Weise haben Chemokine, zu denen CCL2, CCL22,
CCL17, CCL24 gehoren, das Ziel der Terminierung der

laufenden Entziindung ?*°.

Um die Vorherrschaft des pro- bzw. anti-inflammatorischen Mikroglia-Phanotyps
innerhalb des Kontinuums festzustellen, kdnnen die Verhaltnisse der Markermengen

beider Zusténde verglichen werden 33':332,

2.1.6.4.7 Marker der Ubergangs-Mikroglia-Phénotypen

Die Aufweichung des streng dichotomen M1-/M2-Konzepts begann mit der
zusétzlichen Unterteilung bzw. Beschreibung von Ubergangs-Mikroglia-Phanotypen
(in der Literatur als M2a, M2b, M2c, M1 21 oder "intermediare" Mikroglia bezeichnet).
Dies grundete auf der Beobachtung, dass Mikroglia zeitgleich Marker der
klassischen wie der alternativ aktivierten Form exprimieren koénnen, wie
CD86+/CD206+-Mikroglia oder M1-Mikroglia, die spezifische M1-Marker wie MHCII
sowie CD86 exprimieren, die aber das typische M2-Zytokinprofil (IL10high/IL12low)
exprimieren 248333-3% |Insgesamt geht man aber heute zunehmend davon aus, dass
auch die Einteilung in feste intermedidre Mikroglia-Polarisationsphasen nicht
ausreicht, um die dynamischen Aktivierungszustande von Mikroglia umfassend zu

beschreiben 231:247:248

2.2Rheologie des Zentralnervensystems

Faktisch werden alle Zellen durch mechanische Krafte beeinflusst, so etwa vermag
der Einfluss der Mikroumgebung mehr als nur die Morphogenese von Zellen zu
beeinflussen, vielmehr finden grundlegende Prozesse in Zellteilung, der
Genexpression, der Zellmigration, der Zelladhasion, der Flissigkeitshomdostase
sowie der Steuerung von lonenkanalen und den vesikuldren Transport statt 337-3%°,
Im Gehirn verdrehen, biegen, stauchen, dehnen und kriummen sich krafterzeugende
und lasttragende Proteine, mit dem Ziel der neuronalen Signalibertragung sowie der
Vermittlung von Plastizitdt. Obwohl die Funktionen mechanosensitiver Proteine in
klassisch-sensorischen Systemen eingehend untersucht und beschrieben sind,
berlcksichtigen viele Modelle derzeit kaum Prinzipien der Zellmechanik mit ihrer

besonderen Auswirkung auf zelluldre Funktionen. Dabei ist ein Verstandnis der
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grundlegenden zellular-mechanischen Konzepte fir die Integration der
Mechanobiologie in die laufenden Studien zur Struktur und Funktion des Gehirns
unerldsslich 3*°. Hauptmotivation fir mechanobiologische Untersuchungen besteht
darin, Mechanismen aufzudecken, die es den Zellen ermdglichen, Alterationen
mechanischer Eigenschaften ihrer Umgebung als Reiz wahrzunehmen,

weiterzuleiten und darauf zu reagieren 3.

2.2.1 Mechanische Eigenschaften des Gehirns

Der Youngsche Modul oder Elastizitdtsmodul (auch: E-Modul) eines Materials
beschreibt seinen Widerstand als Reaktion auf mechanische Belastung und gewinnt,
mit seinem der elastischen Verformung entgegengesetztem Widerstand, an GréRe.
Daten aus Studien zur Charakterisierung der physikalischen Eigenschaften des
Gehirns weisen darauf hin, dass das ZNS-Gewebe mit E-Modulen zwischen 0,1 und
16 kPa (1 nN/um? = 1.000 Pa) zu den weichsten Geweben des Kdérpers gehort 34'-
%4 Andere Gewebe weisen deutlich hdhere Elastizitadtsmodule auf. So misst das
Youngsche Modul von Bindegewebe und Arterien 0,1 bis 1 MPa, wahrend Knochen
Elastizitdstmodule von etwa 15 bis 30 GPa aufweisen **°. Studien unter Nutzung der
Magnet-Resonanz-Elastographie (MRE), die fur die Charakterisierung und
Kartierung nicht-linearer viskoelastischer Eigenschaften des intakten menschlichen

Gehirns verwendet wurde, 34334

weisen darauf hin, dass die Steifigkeit in
Abhéangigkeit zur untersuchten Hirnregionen substanziell variiert 343346347~ Aych
beschreiben sie eine Alteration der mechanischen Eigenschaften mit dem Alter 3*8

und dem Krankheitszustand 34%3%,

Ursachlich fur die niedrigen Elastizitatsmodule des erwachsenen Gehirns und des
RM ist das weitgehende Fehlen der Art von ECM, die in den meisten anderen
Weichgeweben Geriiste bildet **'3%2, Neurone und Astrozyten sind mit Integrinen und
anderen Transmembranproteinen ausgestattet, die typischerweise mit der Adhasion
von Zellen an eine faserige ECM oder Basalmembran in Verbindung gebracht
werden. Das gesunde Gehirn ist auffallend frei von fibrillaren Kollagenen oder
Fibronektinfibrillen; eine Ausnahme bilden die Hirnhaute, das Gefallsystem und die
BBB %2, Anstelle eines dreidimensionalen Proteingeriists, das aus einer netzartigen
Basalmembran und langen, steifen Fibrillen besteht, die den Raum der meisten

Gewebe durchdringen — sogar den von Fettgewebe mit ebenfalls niedrigen
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Elastizitatsmodulen 3%* — besteht die ECM des erwachsenen Gehirns grofRteilig aus
viel weicheren Elementen, wie den anionischen Kohlenhydratpolymeren Hyaluronan
und anderen Glykosaminoglykanen, dem Integrin-Liganden Tenascin C und einer
groen Anzahl von Proteoglykanen %235, Im Gehirn scheint die ECM weniger eine
strukturelle Stitze zu sein, die dem Gewebe Elastizitat verleiht, als vielmehr ein
trophischer und topographischer Leitfaden wahrend der Entwicklung und des

Umbaus 3%

Die Rheologie des Gehirns ist aus verschiedenen Grinden von bedeutendem
Interesse und daher umfassend untersucht und charakterisiert worden. Die
viskoelastischen Eigenschaften des Gehirns bestimmen die Art seiner Verformung

infolge von Traumata, wie plotzlichen StoRen 3%3%  Erschiitterungen 3%,

359 356,360

Druckwellen durch Projektile oder Explosionen Unabdingbar sind
rheologische Studien ferner fiir die Entwicklung chirurgischer Methoden %" und der
Entwicklung neuraler Implantate 343:346:347.362363 ' njje yngewdhnliche Rheologie des
Gehirns und die Mechanosensorik von Neuronen und Gliazellen lassen vermuten,
dass Veranderungen der Hirnrheologie wahrend der Entwicklung, bei Verletzungen
und Krankheiten einen erheblichen Einfluss auf den pathophysiologischen Zustand
haben. Der Zeitverlauf sowie die Verformungen, die fur diese verschiedenen Aspekte
der Hirnmechanik relevant sind, scheinen sehr unterschiedlich; demnach kénnten
viskoelastische Parameter auf sehr kleinen Zeitskalen, groRen Langenskalen und
grolRen DehnungsgrofRen fur die Untersuchung von ZNS-Traumata am relevantesten
sein, wahrend groRRe Zeitskalen, kleine Langenskalen und kleine Dehnungen
wahrscheinlich fir die Mechanismen bedeutsam sind, mit denen ZNS-Zellen die

mechanischen Eigenschaften ihrer Umgebung wahrnehmen %4,

2.2.2 Elastizitatsmodulierende Faktoren

Heute sind multiple Faktoren bekannt, die die elastischen Eigenschaften des
zerebral-intrinsischen Milieus beeinflussen. Die Gewebeelastizitat verandert sich
beispielsweise wahrend des Alterns **° und im Zusammenhang mit Hirnpathologien

366368 Gliale Vernarbung aufgrund von Hirnverletzungen oder Neuroinflammation

349,367 350,369

, zerebrale Neoplasien *®® sowie neurodegenerative Erkrankungen sind
mit Veranderungen der Gewebeelastizitat verbunden. Aus dieser Betrachtung muss

hervorgehen, dass Veranderungen in der Gewebezusammensetzung und
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Zellarchitektur einen umfassenden und sowohl regional als auch zeitlich

divergierenden Faktor darstellen 3%,

Eine Erweichung des Nervengewebes wird unter anderem beschrieben fur

350,369 \velcher sich

neurodegenerative Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer
durch die Entwicklung pathologischer neuritischer Plaques, intrazellularer
neurofibrillarer Tangles und Neurodegeneration zeigt *’°. Die Abnahme der
Steifigkeit konnte auf eine Reihe von mikrostrukturellen Ereignissen zurlckzufuhren
sein, die die normale zytoarchitektonische Integritat storen, wie zum Beispiel der
Abbau der ECM nach der Ablagerung des hydrophoben Amyloidproteins, die
Stérung des Zytoskeletts nach der Tau-Hyperphosphorylierung und der Verlust der
synaptischen Verbindungsnetze untereinander. Zusatzlich haben Studien mit Hilfe
der MRE eine verringerte Hirnsteifigkeit auch bei neuroimmunologischen
Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose festgestellt 349%%¢3¢7 deren Kennzeichen
fokale Demyelinisierung, Entzindung, Narbenbildung und (sekundar) axonale
Degeneration sind ’". Ahnlich berichteten Streitberger und Kollegen Uber eine
verringerte Steifigkeit bei Patienten mit Normaldruckhydrozephalus *2. Auch
Hirntumoren konnen eine Vielzahl histologischer Merkmale aufweisen, wie
Kernatypien, verstarkte Proliferation, mikrovaskulére Proliferation und Nekrose 7.
Diese Veranderungen der Gewebearchitektur beeinflussen die zugrundeliegenden
biomechanischen Eigenschaften des Hirngewebes und beruhen zusammengefasst
wahrscheinlich auf Veranderungen der ECM, dem Synapsenverlust,

Neurodegeneration oder einer Kombination dieser Prozesse .

2.3Ziele der Dissertationsschrift

Ziel der Dissertationsschrift ist die Charakterisierung primarer Mikroglia unter
Nutzung weicher, viskoelastischer Polydimethylsiloxan- (PDMS-) basierter Boden
bei Subkultivierung, die in Kooperation mit dem ,Institute of Neuroscience and
Medicine“ des ,Department of Cognitive Neuroscience® sowie dem ,Institute of
Biological Information Processing® des ,Department of Mechanobiology“ des
Forschungszentrum Julich, zur Untersuchung des Effektes mechanischer Stimuli in-
vitro generiert wurden. Die Nutzung primarer Mikroglia aus der Ratte stellt dabei ein

etabliertes Kulturmodell dar 228374,
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Unter der Hypothese, dass der allgegenwartige Einfluss der Substratelastizitat die
Funktionen der primaren Mikroglia moduliert und sogar die dynamische Reaktion der
Mikroglia auf nachfolgende (pro- oder anti-inflammatorische) Reize verandern
konnte, erfolgte die Kultivierung primarer Rattenmikroglia auf PDMS-basierten
Elastomersubstraten mit unterschiedlicher Steifigkeit, die dem biophysikalischen
zerebralen Milieu nachempfunden waren. Priméar zielte die vorliegende Studie auf
ein besseres Verstandis der bereits beschriebenen morphogenetischen Anpassung
auf Umweltreize ab; ferner auf einen ersten Einblick auf die funktionelle Anpassung
der Zellen, auf - im Aspekt der rheologischen Eigenschaften - zum ZNS-Milieu
weitgehen kongruent konstruierten Elastomerbdden. Die Studie machte sich zur
Aufgabe, die morphogenetische Transformation der Zellen zu objektivieren, und im
Licht der funktionellen Transformation zu bewerten. Zu diesem Zweck wurden
unstimulierte Zellen auf ihr Uberleben und Proliferationsverhalten untersucht. Auf die
Art der funktionellen Transformation im Sinne des M1/M2-Paradigmas wurde unter
Nutzung etablierter Mikroglia-Marker geschlossen, die nebst Transmembran- und
Oberflachen-Proteinen, Interzellular- und Effektorproteine sowie sezernierte
Molekile umfassten. Festzustellen war, ob Mikroglia andere
Merkmalsauspragungen auf den weichen Substraten aufwiesen als auf den als
Referenz mitgefiihrten konventionellen supraphysiologisch steifen Substratbdden,

entsprechend unserer Hypothese.

Weiter induzierten wir eine Polarisation der Zellen mit etablierten Stimuli der
klassischen Aktivierung, vor dieser die Zellen entweder fur 24 Stunden einem
entzindungshemmend-alternativen  Vorkonditionierungsstimulus oder keinem
Vorkonditionierungsreiz ausgesetzt waren, um die Auswirkung der Substratelastizitat
auf die dynamischen Polarisationseigenschaften postaktivierter mikroglialer Zellen

auf Ribonukleinsaure- (Ribonucleic Acid, RNA-) wie Proteineben zu untersuchen.

Um einen moglichen Mechanismus hinter einigen der durch Elastizitat
hervorgerufenen Wirkungen auf Mikroglia zu erforschen, untersuchten wir ferner
dehnungsabhangige Chloridkanale, die nachweislich die Aktivierung von Mikroglia
vermitteln. Auf diese Weise sollte ein tieferes Verstandnis der komplexen
Regulierung der Mikroglia bei Gesundheit und Krankheit gewonnen werden, zur
besseren Vorhersage der Mikroglia-Reaktion und in der Zukunft mdglicherweise
Entwicklung neuer Mikroglia-basierter Behandlungsstrategien flir neurologische

Erkrankungen.
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3. Publikation

Der vorliegenden Dissertationsschrift liegt die nachfolgend benannte Publikation
»~oubstrate Elasticity Exerts Functional Effects on Primary Microglia® mit dem

folgenden Abstract zugrunde.

Blaschke SJ*, Demir S*, Kbénig A, Abraham J-A, Vay SU, Rabenstein M,
Olschewski DN, Hoffmann C, Hoffmann M, Hersch N, Merkel R, Hoffmann B,
Schroeter M, Fink GR and Rueger MA (2020) Substrate Elasticity Exerts
Functional Effects on Primary Microglia. Front. Cell. Neurosci. 14:590500. doi:
10.3389/fncel.2020.590500.

* Geteilte Erstautorenschaft 7°

Samtliche dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden durch Seda Demir
mit Unterstutzung insbesondere von Herrn Dr. Stefan J. Blaschke durchgefuhrt. Die
mikroskopische und statistische Auswertung wurde gemeinsam mit Herrn Dr. Stefan
J. Blaschke, dem Postdoktoranden der Arbeitsgruppe ,Neurale Stammzellen“ und
gleichberechtigtem Erstautor, durchgefuhrt. Das Manuskript der beiliegenden
Publikation mit dem Titel ,Substrate Elasticity Exerts Functional Effects on Primary
Microglia“ verdffentlicht im Frontiers in Cellular Neuroscience (Blaschke, Demir et al.,
2020), die der vorliegenden Dissertationsschrift zugrunde liegt, wurde gemeinsam
mit Herrn Dr. Stefan J. Blaschke verfasst. Herr Dr. Stefan J. Blaschke, Frau Dr.
Monika Rabenstein, Herr Dr. Bernd Hoffmann, Frau Dr. Sabine U. Vay, Herr
Universitatsprofessor Dr. Michael Schroeter, Herr Universitatsprofessor Dr. G. R.
Fink sowie Frau Professorin Dr. Dr. M. Adele Riger waren an der Planung und
Koordinierung der Studie beteiligt und haben das Manuskript zur Publikation kritisch

Uberarbeitet.

Microglia - the brain's primary immune cells - exert a tightly requlated cascade of pro-
and anti-inflammatory effects upon brain pathology, either promoting regeneration or
neurodegeneration. Therefore, harnessing microglia emerges as a potential
therapeutic concept in neurological research. Recent studies suggest that - besides

being affected by chemokines and cytokines - various cell entities in the brain
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relevantly respond to the mechanical properties of their microenvironment. For
example, we lately reported considerable effects of elasticity on neural stem cells
regarding quiescence and differentiation potential. However, the impact of elasticity

on microglia remains to be explored.

Under the hypothesis that the elasticity of the microenvironment affects vital
characteristics and functions of microglia, we established an in-vitro model of primary
rat microglia grown in a polydimethylsiloxane (PDMS) elastomer-based cell culture
system. This way, we simulated the brain's physiological elasticity range and
compared it to supraphysiological stiffer PDMS controls. We assessed functional
parameters of microglia under "resting" conditions, as well as when polarized towards
a pro-inflammatory phenotype (M1) by lipopolysaccharide (LPS) or an anti-
inflammatory phenotype (M2) by interleukin-4 (IL4).

Microglia viability was unimpaired on soft substrates, but we found various significant
effects with a more than two-fold increase in microglia proliferation on soft substrate
elasticities mimicking the brain (relative to PDMS controls). Furthermore, soft
substrates promoted the expression of the activation marker vimentin in microglia.
Moreover, the M2-marker Cluster of Differentiation 206 (CD206) was upregulated in
parallel to an increase in the secretion of Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1).
Upregulation of CD206 was abolished by blockage of stretch-dependent chloride

channels.

Our data suggest that the cultivation of microglia on substrates of brain-like elasticity
promotes a primary anti-inflammatory activation state. The results highlight the
significance of the omnipresent but mostly overlooked mechanobiological effects
exerted on microglia and contribute to a better understanding of the complex spatial
and temporal interactions between microglia, neural stem cells, and glia in health and

diseas
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Germany, *Department of Mechanobiology, Institute of Biological Information Processing (IBI-2), Research Centre Jdilich,
Julich, Germany

Microglia—the brain’s primary immune cells—exert a tightly regulated cascade of pro-
and anti-inflammatory effects upon brain pathology, either promoting regeneration or
neurodegeneration. Therefore, harnessing microglia emerges as a potential therapeutic
concept in neurological research. Recent studies suggest that—besides being affected
by chemokines and cytokines—various cell entities in the brain relevantly respond to
the mechanical properties of their microenvironment. For example, we lately reported
considerable effects of elasticity on neural stem cells, regarding quiescence and
differentiation potential. However, the effects of elasticity on microglia remain to be
explored.Under the hypothesis that the elasticity of the microenvironment affects
key characteristics and functions of microglia, we established an in vitro model of
primary rat microglia grown in a polydimethylsiloxane (PDMS) elastomer-based cell
culture system. This way, we simulated the brain’s physiological elasticity range and
compared it to supraphysiological stiffer PDMS controls. We assessed functional
parameters of microglia under “resting” conditions, as well as when polarized towards
a pro-inflammatory phenotype (M1) by lipopolysaccharide (LPS), or an anti-inflammatory
phenotype (M2) by interleukin-4 (IL-4). Microglia viability was unimpaired on soft
substrates, but we found various significant effects with a more than two-fold increase in
microglia proliferation on soft substrate elasticities mimicking the brain (relative to PDMS
controls). Furthermore, soft substrates promoted the expression of the activation marker
vimentin in microglia. Moreover, the M2-marker CD206 was upregulated in parallel to
an increase in the secretion of Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1). The upregulation
of CD206 was abolished by blockage of stretch-dependent chloride channels. Our
data suggest that the cultivation of microglia on substrates of brain-like elasticity
promotes a basic anti-infammatory activation state via stretch-dependent chloride

Frontiers in Cellular Neuroscience

www.frontiersin.org 1

November 2020 | Volume 14 | Article 590500
57



Blaschke et al.

Substrate Elasticity Modulates Primary Microglia

channels. The results highlight the significance of the omnipresent but mostly overlooked
mechanobiological effects exerted on microglia and contribute to a better understanding
of the complex spatial and temporal interactions between microglia, neural stem cells,
and glia, in health and disease.

Keywords: neuroinflammation, microglia, elasticity, polarization, vimentin

INTRODUCTION

As primary immune cells of the central nervous system (CNS),
microglia mediate, and regulate neuroinflammation in health
and disease (Ransohoff and El Khoury, 2015). A plethora of
stimuli impact microglia function, both under physiological
as well as under pathological conditions (Stoll et al., 2002;
Hanisch and Kettenmann, 2007). Microglia do not only
exert (neuro)-inflammation and cell phagocytosis but also
possess supportive functions associated with regeneration
such as the induction of synaptic pruning and neuronal
plasticity (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012). A tightly
controlled regulation of both initiation and termination of
microglial activation is vital for healthy development (Lenz
and Nelson, 2018) and homeostasis of the CNS (Walberer
et al, 2014; Yin et al, 2017). Understanding this complex
interplay might expedite microglia-directed therapies in
the future (Kim et al, 2015). In parallel to the subdivision
of activation states of macrophages in other organs, a
pro-inflammatory (M1) and an anti-inflammatory (M2)
phenotype in microglia have been proposed upon activation
(Tang and Le, 2016) with transitional states in between (Vay
et al., 2018). While this concept has been a subject of thorough
investigation, more in-depth knowledge of influencing factors,
transitional states, or state reversibility is needed to develop
novel therapeutic options targeting the microglial response
to pathology.

Thus far, most research has addressed the effect of soluble
factors like chemokines, cytokines, or other means of cell-cell
interaction (Kettenmann et al, 2011; Vay et al, 2018). In
contrast, little is known about mechanobiological effects on
microglia (Goriely et al, 2015). However, mechanical cues
constitute an abundant and regionally as well as temporally
diverging factor, the influence of which is often neglected.
Tissue elasticity, mostly determined by the properties of the
extracellular matrix (ECM), is remarkably different within the
brain as one of the softest tissues of the body (Tyler, 2012),
but changes, e.g., during aging (Arbogast et al., 1997; Arani
et al,, 2015), and in the context of brain pathology (Schregel
et al., 2012; Streitberger et al., 2012; Chauvet et al., 2016). Glial
scarring due to brain injury or neuroinflammation (Wuerfel
etal., 2010; Streitberger et al., 2012), cerebral neoplasia (Chauvet
et al, 2016) as well as neurodegenerative diseases such as
Alzheimer’s (Murphy et al., 2011), are associated with changes
in tissue elasticity. The change of viscoelastic properties of the
CNS is claimed to be a sensitive biomarker of CNS pathology
and, consequently, exploited to assess pathological processes by
innovative MRI techniques (MRI elastography; for review see
Murphy et al., 2019).

We and others have previously shown that a simulation
of mechanical properties on CNS cells in vitro is feasible
and allows analyzing cell functions under more physiological
conditions than provided by regular cell cultures, uncovering
essential aspects and mechanobiological properties of neural
stem cells and neurons (Pathak et al., 2014; Abraham et al., 2019;
Blaschke et al., 2019). Overall, mechanical properties alter the
development and behavior not only of mesenchymal stem cells
(Murphy et al., 2011), hematopoietic stem cells (Kumar et al.,
2013), and cardiomyocytes (Hersch et al., 2013) but also of neural
cells like neurons (Abraham et al., 2019), astrocytes (Moshayedi
et al., 2014), and neural stem cells (Blaschke et al., 2019). While
single reports describe morphological alterations of microglia
dependent on underlying substrate elasticity (Moshayedi et al.,
2014; Bollmann et al., 2015), the impact of elasticity on microglia
at the functional level to date remains elusive.

We previously proposed polydimethylsiloxane (PDMS)-
based substrates as a suitable in vitro model for the investigation
of mechanical influences, given smooth surface topography and
excellent biocompatibility (Schellenberg et al., 2014; Abraham
et al,, 2019; Blaschke et al., 2019). We here hypothesize that the
ubiquitous influence of substrate elasticity modulates primary
microglia functions and might even alter dynamic microglia
reaction upon subsequent stimuli. Accordingly, we here
cultivated primary rat microglia on PDMS-based elastomeric
substrates of varying stiffness to mimic the biophysical cerebral
milieu and analyzed the impact on microglial activation and
polarization in vitro. Thereby, a more in-depth understanding of
the complex regulation of microglia in health and disease states
will be gained, allowing better prediction of microglia response
and, eventually, novel microglia-based treatment strategies.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Elastomeric Silicone

Rubber Substrates

Microglia were seeded on PDMS based substrates with
different elastic moduli obtained through variation in the
composition of the base (vinyl terminated PDMS) and cross-
linkers (methyl-hydro siloxane-dimethylsiloxane) copolymer
of a two-component system (Sylgard 184, Dow Corning,
Wiesbaden, Germany). Mixing ratios of 10:1, 70:1, and 75:1
(base:cross-linker) were used and elastomers were prepared,
as described previously (Hersch et al.,, 2013). Elastomers were
cross-linked at 60°C for 16 h as thick layers in cell culture
dishes (Nunclon Multidishes, 4-Well, flat bottom, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). The calibration of the
elasticity of all cross-linked elastomeric mixtures was controlled
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accurately by indentation, as described before (Ulbricht et al.,
2013), to result in elasticities of 1.2 MPa (10:1), 1 kPa (70:1),
and 0.6 kPa (75:1).

Microglia Isolation and Cultivation

Cortices of neonatal Wistar rats of postnatal day one to
three were used to obtain primary microglial cell cultures
as previously described (Rabenstein et al, 2016). In brief,
pups were decapitated, and meningeal layers, as well as
blood vessels, were removed. The cortices were incubated in
trypsin/EDTA solution (1% trypsin; 0.025% EDTA) for 15 min at
37°C. Afterward, culture medium [Dulbecco’s essential medium
(DMEM) with the addition of 10% fetal bovine serum (FBS)],
1% penicillin/streptomycin, and 2 mM L-glutamine was added
to stop trypsinization. After removal of trypsin, the cortices were
mechanically dissociated, and the cells were resuspended in fresh
DMEM and transferred into culture flasks to grow at 37°C with
5% CO, for 10 days, with a change of medium after 3 days.
Pure microglial cell subcultures were acquired through detaching
microglial cells from the astrocytes co-cultured initially by
shaking the culture flasks for 1 h at 250 rpm in an orbital shaker
at steadily 37°C. The cells were seeded at a density of 5 x 10*
cells per well on various formulations of PDMS-coated plates.
As normalization controls, cells were additionally seeded on
conventional glass coverslips used for cell culture. At least three
independent samples from at least two different preparations
were used, with the exact number of replicates individually
stated below.

Stimulation

To analyze the effect of external stimuli, microglia polarization
was induced by either LPS or IL-4. Two hours after
subcultivation, the cell medium was replaced, and microglia were
stimulated with 50 ng/ml LPS or 100 ng/ml IL-4, compared to
no stimulation. To subsequently assess microglia memory, cells
were treated with IL-4 or no stimulation 24 h before treatment
with LPS, as described above.

Blockage of Stretch-Dependent
Cl~Channels

Primary microglia were seeded on soft PDMS substrates of
0.6 kPa and cultivated for 24 h. Microglia seeded on conventional
glass substrates served as controls. Cells on soft substrates were
either treated with 4,4’-diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic
acid (DIDS), an anion exchange inhibitor previously shown to
block stretch-activated Cl~ currents (Eder et al., 1998; Hines
et al.,, 2009), or its dissolvent, KHCO;3 as a negative control
for 24 h. Afterward, RNA was extracted for further analyses, as
described below.

Immunocytochemistry

After cell fixation with 4% paraformaldehyde for 10 min,
cells were subsequently stained with primary antibodies against
iNOS (mouse mAB ab49999 Abcam, Cambridge, UK), against
vimentin (mouse mAB ab92547 Abcam, Cambridge, UK),
against Iba-1 (rabbit mAB 019-19741, WAKO, Neuss, Germany),
and with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Before staining for BrdU, cells were incubated in 2 N HCl
for 30 min for antigen retrieval. For visualization, fluorescein-
labeled anti-mouse immunoglobin (goat anti-mouse IgG, Alexa
Fluor TM 488, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and anti-rabbit IgG (goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor TM 568,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) were used. Cells
were counted manually using ten randomly selected pictures per
trial (FOV = 730 x 550 pwm), taken with a Keyence BZ-9000
inverted fluorescence microscope (Keyence Osaka, Japan). On
average, 85 cells per image were evaluated.

Using the Image] software (Laboratory of Optical and
Computational Instrumentation; Wisconsin, USA), the cell area
and roundness of microglial cells, chosen as a criterion of
morphology, were measured. Roundness is defined here as
area/(tb?), where b denotes the longer half axis of the ellipse with
equal second central moments as the cell outline.

Cell Viability Assay

To assess cell viability, dead microglia were stained with
propidium iodide (Life Technologies, Darmstadt, Germany) and
counterstained, irrespective of viability, with Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich GmbH; St. Louis, MO, USA) after 24 or
48 h of cultivation. Fluorescence microscopy was performed as
described above. To compare the number of living cells across
conditions, a ratio of propidium negative (vital) cells to all
cells stained by Hoechst 33342 was assessed. In addition to the
live/dead assay, cell death was indirectly assessed measuring
lactate dehydrogenase (LDH) release into the media using a
colorimetric assay (Pierce LDH assay kit, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). The experiment was performed according
to the manufacturer’s protocol. The intensity of the red color
formed in the assay was measured at a wavelength of 490 nm
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Ortenberg, Germany),
being proportional to LDH activity and thus correlating with
the number of damaged cells. Results were normalized to lysed
cells as a positive control, while blank culture media served as a
negative control.

BrdU Assay

To assess the ratio of proliferating cells, 10 puM
bromodeoxyuridine (BrdU; Sigma-Aldrich GmbH; St. Louis,
MO, USA) was added to the cells 6 h before fixation with
4% paraformaldehyde (PFA; Electron Microscopy Sciences;
Hatfield, PA, USA). After immunocytochemical staining,
fluorescence microscopy was performed as described above.
To compare proliferating cells across conditions, a ratio of
BrdU positive proliferating cells to all cells stained by Hoechst
33342 was assessed. Ten random images per sample were taken
as described above.

Real-Time Quantitative PCR (RT-qPCR)

RNA was extracted from cultivated cells using the GeneUP
total RNA mini Kit (Biotechrabbit; Henningsdorf, Germany),
following the manufacturer’s recommendations, while respecting
the stimulation protocol. The total RNA concentration and
purity were evaluated photometrically. Total RNA was converted
to cDNA using the QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen;
Hilden, Germany) following the manufacturer’s protocol.
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TABLE 1 | Primer sequences and parameters used for real-time quantitative
PCR (RT-gPCR).

Sequences forward/ Temp. (C°) Duration (s)

RNA backward 5'-3' Step 1/2/3 Step 1/2/3

iINOS GCTTGTCTCTGGGTCCTCTG/ 95/59/72 15/15/45
CTCACTGGGACAGCACAGAA

CD206 AACAAGAATGGTGGGCAGTC/ 95/56/72 15/15/45
CCTTTCAGTCCTTTGCAAGC

Kie7 TCTTGGCACTCACAGTCCAG/ 95/58/72 15/15/45
GCTGGAAGCAAGTGAAGTCC

Vimentin GCAGCCTCTATTCCTCGTCC/ 95/60/72 15/15/45
TAGTTGGCGAAGCGGTCATT

IL-6 CCCAACTTCCAATGCTCTCCT/ 95/57.3/72 15/15/45
AGCACACTAGGTTTGCCGAG

CD68 GGACACTTCGGGCCATGCTT/ 95/60/72 15/15/45
CCTACAGAGTGGACTGGAGC

RPL13a TCCAGGAGCTGTTCAAGCG/
CAACACCTTGAGGCGTTCCA

All primers were obtained from Biolegio (Nijmegen, The
Netherlands) and were enlisted, along with the thermal cycler
conditions (Table 1). Sample amplification and quantification
were executed in the CFX Connect™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). The integrity of the
PCR products was evaluated by melting point analysis and
agarose gel electrophoresis. Each sample was normalized to
ribosomal protein L13a (RPL13a; ACq) as a reference gene and
the experimental control condition (A ACq). Mean fold changes
were expressed as 2(7AACD

Griess Assay

NO release was quantified using a Griess reagent kit (Biotium;
Hayward, CA, USA). Accordingly, the supernatant was
incubated with Griess reagent, and the NO concentration was
evaluated under the manufacturer’s protocol by measuring the
optical density (OD) of each sample at 548 nm in a plate reader
(FLUOstar Omega: BMG LABTECH; Ortenberg, Germany).
Results were normalized to standardized measurements.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
(ELISA)

The concentrations of pro- (IL-1b) and anti-inflammatory
proteins (IGF-1) within the culturing media were measured
24 or 48 h after sub-cultivation. Using the mouse/rat IGF-1
Quantikine ELISA Kit or Rat IL-18/IL-1F2 Quantikine ELISA Kit
(#MG100 or #RLB00; R&D Systems; Minneapolis, MN, Canada),
the concentration was measured following the manufacturer’s
protocol. OD measurements were performed in the plate reader
(FLUOstar Omega: BMG LABTECH; Ortenberg, Germany) at
450 nm wavelength with additional measurements at 540 nm
to exclude unspecific signals. Results were normalized to
standardized measurements.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed with IBM SPSS Statistics
(Version 25, International Business Machines Corporation IBM,
Armonk, NY, USA). Group differences were assessed by one-way
analysis of variance (ANOVA) in case of a normal distribution as
verified by inspection of data distribution and Shapiro-Wilk test.

Additionally, post hoc Tukey’s HSD—in case of equal variances
across groups—or Games-Howell test in heteroscedasticity were
performed to control for multiple comparisons. Otherwise, a
Kruskal-Wallis test with post hoc Bonferroni correction was
conducted. Furthermore, to assess the additional effect of LPS
stimulation across the elasticity range, a two-way ANOVA was
conducted with elasticity and LPS stimulation as independent
variables on vimentin expression in microglia.

Additionally, to further assess within-group differences,
simple effects analysis with post hoc Bonferroni correction was
performed. Statistical significance was assumed at p < 5%.
Besides the descriptive statistic given by the mean (M) and
standard deviations (SD), effect sizes are reported as omega
squared (92) or the correlation coefficient r in case of
nonparametric tests. Results were displayed as boxplots showing
the median, quartiles, and extreme values, with outliers exceeding
the quartile by 1.5-fold of the interquartile range displayed
as dots.

RESULTS

Soft Substrates Do Not Impair Microglial
Viability but Affect Their Morphology

First, the viability of primary microglia grown for 24 h on
soft PDMS-based substrates (1 kPa, < 1 kPa) was assessed in
comparison to substrates of higher stiffness (1.2 MPa). There was
no evidence of impaired cell viability as assessed by propidium
iodide positive dead cells (Figure 1A) or overall cell number
(Figure 1B), suggesting the PDMS substrates to be a suitable
culture system for in vitro characterization of microglia. The
purity of cultures was assessed by Iba-1 staining, yielding more
than 90% Iba-1 positive microglial cells irrespective of substrate
condition (Figures 1C,D). Furthermore, cell morphology of
resting microglia was altered when cultured on softer substrates,
predominantly displaying an elongated shape (Figure 1D). This
was quantified as a significant decrease in cell roundness over
the stiffness gradient (Fo27) = 48.8, p < 0.001, w? = 0.88;
Figure 1E) with significant differences between both softer
substrates compared to the stiffer PDMS-control, as well as
even between the softest conditions (1 vs. < 1 kPa; Figure 1E).
Stainings confirmed that morphologically different microglia still
expressed both the characteristic constitutive microglial marker
CD11b as well as Iba-1 as a marker for activated microglia,
while they did not express GFAP, indicating that there was
no contamination with astrocytes (Supplementary Figure 1).
Additionally, the mean cell spread area was significantly
altered by substrate elasticity (H, = 6.9, p < 0.05), with a
significant increase by about 29% on the softest substrates
(M = 1,260 wm?, SD = 90 um?) compared to stiffer controls of
12 MPa (M = 900 um?, SD = 110 pm?, p < 0.05,
r = 0.83; Figure 1F).

Increased Microglia Proliferation on Soft

Substrates Under Resting Conditions
As a next step, the proliferative capacity of microglia was assessed
when cultured on substrates of varying stiffness. Proliferative
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FIGURE 1 | Soft substrates do not impair microglial viability, but affect their morphology. (A) When cultivated for 24 h, microglia showed no signs of increased cell
death on PDMS substrates of any elasticity compared to a conventional glass surface, as monitored by the live-dead assay (n = 5). (B) Microglia numbers were not
affected by the elasticity of PDMS substrates (n = 5). (C) Representative immunocytochemical images show microglia stained for “ionized calcium-binding adapter
molecule 1” (Iba-1; red) and counterstained for nuclear marker Hoechst 33342 (blue) on conventional glass substrates and (D) PDMS-substrates of 1 kPa, mimicking
the elasticity level of the living brain (scale bar = 100 um). (E) Roundness (see “Materials and Methods” section for definition) of primary microglia decreased with the
softness of the substrate (**p < 0.001 as compared to 1.2 MPa; *p < 0.05 as compared with 1 kPa, n = 10). (F) The spread area of microglia expanded on softer
substrates (*p < 0.05 as compared to 1.2 MPa; n = 10).

capacity increased on softer substrates as evaluated by BrdU  p < 0.05, »? = 0.4) with post hoc analyses revealing differences
uptake over 6 h (Figures 2A,B). The increase in proliferation  between substrates of 1 kPa (M = 5.8%, SD = 0.8%; p < 0.05) and
on softer substrates was statistically significant (F(5,12) = 8.8,  the softest condition of <1 kPa (M = 6%, SD = 0.8%; p < 0.05;
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FIGURE 2 | Increased microglia proliferation on soft substrates under resting conditions. (A) Representative images show Iba-1 positive microglia (red)
double-stained for BrdU (green) to detect proliferating cells on substrates of 1.2 MPa, and (B) soft substrates of 0.6 kPa (scale bars = 100 um). (C) Microglia
proliferation measured by bromodeoxyuridine- (BrdU-) incorporation over 6 h increased with substrate elasticity (*o < 0.05 as compared to 1.2 MPa; n = 7). (D) In
parallel, changes in microglia mRNA expression of Ki67 yielded an increasing yet statistically not significant trend on softer substrates (values displayed as fold
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Figure 2C), both compared to stiffer controls (M = 2.3%,
SD = 0.5%). We found a likewise, albeit non-significant, increase
in ki67 mRNA expression on softer substrates (Figure 2D).

Elasticity Affects Microglia Polarization

Under Resting Conditions

Consecutively, we assessed the spontaneous functional alteration
of primary microglia cultured on soft substrates. Representative
markers of pro- or anti-inflammatory microglia polarization
states were assessed on the mRNA—as well as on the protein
level. There was no pro-inflammatory alteration concerning
varying stiffness levels, as assessed neither by iNOS mRNA
expression (Figure 3A) nor by secretion of interleukin-1f
(Figure 3B). Likewise, the secretion of NO into the medium

was not altered on softer substrates (Figure 3C). There was
no evidence of an increase in the phagocytic activity of
microglia as evaluated by CD68 mRNA expression (Figure 3D).
However, there was a significant increase in CD206 mRNA
expression in an elasticity-dependent manner (F15) = 4.9,
p < 0.05, w* = 0.29; Figure 3E). We saw a more than 2-fold
increase in CD206 levels on the softest substrates (M = 5.3,
SD = 0.95) compared to stiffer controls of 1.2 MPa (M = 2.3,
SD = 0.24). In parallel, we found a likewise significant increase
in IGF-1 secretion within the cell medium (H, = 7.6, p = 0.02,
r = 0.78), with post hoc analyses revealing an almost two-fold
increase on the softest substrates (M = 1.6, SD = 0.14,
p = 0.02), compared to substrates of 1.2 MPa (M = 0.8,
SD = 0.2; Figure 3F).
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FIGURE 3 | Elasticity affects microglia polarization under resting conditions.
(A) Microglia RNA expression of the pro-inflammatory marker inducible nitric
oxide synthase (iNOS) was not altered by substrate elasticity, when cultivated
over 24 h (values displayed as fold change normalized to RPL13a and glass
control, n = 9). (B) Correspondingly, the concentration of secreted
pro-inflammatory cytokine interleukin-1p (IL-1 ) in the cell medium was not
altered as quantified by ELISA (values displayed as fold change compared to
glass control, n = 6). (C) Additionally, NO secretion was not altered in the cell
culture medium as quantified by Griess Assay (values display as fold change
compared to glass control, n = 6). (D) CD68 RNA expression revealed no
change in the phagocytic activity of microglia (values displayed as fold
change normalized to RPL13a and glass control; n = 6). (E) By contrast, the
anti-inflammatory marker CD206 was significantly upregulated on RNA level
when cultured on soft substrates (values displayed as fold change normalized
to RPL13a and glass control, *p < 0.05 as compared to 1.2 MPa, n = 8).

(F) In parallel, there was a likewise significant increase in anti-inflammatory
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) secretion within the cell medium (values
displayed as fold change compared to glass control; *p < 0.05 as compared
to 1.2 MPa, n = 6).

Activation Marker Vimentin Is Differentially
Expressed Dependent on Substrate
Elasticity

To further assess the effects of elasticity on microglial activation,
we quantified vimentin expression as a marker of microglial
activation. Vimentin RNA expression was evaluated both under
resting conditions and after stimulation with LPS (as a strong
pro-inflammatory stimulus). Data were fed into a two-way
ANOVA to test for the interaction effect of stimulation

and substrate stiffness, as well as both effects independently
(Figure 4A). As expected, there was a significant effect of LPS
stimulation on vimentin expression (F(21) = 33.6, p < 0.001,
»? = 0.42; Figure 4A). Most interestingly, while we found
no significant interaction effect, there was an additional
effect of substrate stiffness independent of LPS stimulation
(Feoy = 101, p < 0.01, »? = 0.25; Figure 4A). Further
analyses for within-group effects revealed a significant increase
in vimentin expression on LPS treated cells between the softest
substrates (M = 11.5, SD = 2.7) compared to substrates of
1.2 MPa (M = 54, SD = 2.6, p < 0.01), while there was a
likewise non-significant trend between the same groups in the
unstimulated group (Figure 4A). Additionally, microglia were
stained immunocytochemically for vimentin to detect vimentin
on the protein level. Qualitatively—and corresponding to mRNA
data—there was an increase in vimentin expression on softer
substrates, additionally boosted by LPS stimulation, as shown by
vimentin staining of Iba-1 positive microglia (Figures 4B-D).

Dynamic Microglia Polarization Is
Independent of Substrate Elasticity

Next, we investigated the effect of substrate elasticity on
dynamic polarization properties of microglia. To this end,
microglia, seeded on substrates of varying stiffness, were
stimulated with LPS for 24 h to induce a pro-inflammatory
activation phenotype. Before LPS stimulation, microglia received
either an anti-inflammatory preconditioning stimulus (IL-
4) for 24 h, or no preconditioning stimulus, respectively
(Figure 5A). Markers of pro-inflammatory microglia
polarization were subsequently assessed on RNA and protein
level. Anti-inflammatory pre-stimulation led to a significant
reduction of pro-inflammatory markers upon LPS, constituting
a microglia memory (Vay et al, 2018). In detail, a preceding
exposure to IL-4 mitigated the pro-inflammatory response
of microglia in terms of iNOS RNA expression (mean fold
change no pro-conditioning = 1.2, SD = 0.6; mean IL-4 = 0.12,
SD = 0.05; F(1.29) = 46.9, p < 0.001, w? = 0.62; Figure 5B), iNOS
staining (mean fold change no pro-conditioning = 72.5% iNOS
positiv microglia, SD = 6.8%; mean IL-4 = 27.1%, SD = 6.1%;
F(129) = 466.8, p < 0.001, w? = 0.93; Figures 5C-E), IL-1p
secretion (mean fold change no pro-conditioning = 1.3, SD = 0.5;
mean IL-4 = 0.5, SD = 0.3; F(;,17) = 43.2, p < 0.001, ? = 0.75;
Figure 5F), and IL-6 RNA expression (mean fold change no
pro-conditioning = 1.4, SD = 0.9; mean IL-4 = 0.2, SD = 0.12;
Fa,29) = 30.9, p < 0.001, o? = 0.5; Figure 5G). However, there
was no specific effect of elasticity on their activation parameters
in the context of “microglia memory.”

Blockage of Chloride Channels Reverses
Elasticity Dependent Effects

To explore a potential mechanism behind some of the elasticity-
evoked effects on microglia, we blocked stretch-dependent
chloride-channels, previously shown to mediate microglial
activation (Eder et al., 1998; Hines et al., 2009). Primary microglia
were seeded on substrates of 0.6 kPa and treated with DIDS
to block chloride channels. In order to establish a dosing
regime, various concentrations of DIDS ranging from 250 uM
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FIGURE 4 | Activation marker vimentin is differentially expressed dependent on substrate elasticity. (A) Vimentin RNA expression was evaluated under rest (blue)
and after stimulation with 50 mg/ml LPS (beige). Microglia exposed to LPS for 24 h upregulated vimentin compared to unstimulated cells. Additionally, two-way
ANOVA revealed an additional effect of substrate softness independent of LPS, with an increase of vimentin expression on softer substrates (values displayed as fold
change normalized to RPL13a and glass control; (**p < 0.01 as compared to 1.2 MPa, #p < 0.05 as compared to 1 kPa; n = 3). (B) Representative images show
Iba-1 positive microglia (red) co-stained for vimentin (green) and counterstained for nuclear marker Hoechst 33342 (blue) on substrates of 1.2 MPa, (C) soft
substrates of 0.6 kPa, and (D) soft substrates of 0.6 kPa with additional stimulation of 50 mg/ml LPS (scale bar = 100 mm), showing an increase in vimentin

to 1 mM were tested. There were dose-dependent signs of cell
impairment under high concentrations of DIDS, as indicated
by a significant increase in LDH release (H4 = 31, p < 0.001;
Figure 6A), with a significant increase in LDH when treated
with concentrations of 1 mM (M = 56% of positive control,
SD = 7.9%; p < 0.001) and 750 uM (M = 45%, SD = 6.9%;
p < 0.01), compared to negative controls treated with KHCO3
(M = 29%, SD = 7.9%). As a concentration of 500 wM DIDS
did not negatively affect microglia as shown by both LDH release
assay (Figure 6A) and propidium iodide staining (Figures 6B,C),
this concentration was chosen to block chloride channels for
further experiments. After 24 h of cultivation, blockage with
DIDS completely abolished CD206 RNA expression induced in
microglia by soft substrates 0.6kPa (M = 0.8, SD = 0.4) compared
to control (M = 4.9, SD = 4.1; t(g) = —2.5, p < 0.05, d = 0.89;
Figure 6D). Furthermore, we saw a likewise, yet non-significant,
trend on vimentin expression (control: M = 3.3, SD = 1.3; DIDS:
M = 0.45, SD = 0.14; t(11) = 4.2, p = 0.07; Figure 6E), while no
difference was observed on iNOS expression (control: M = 2.1,
SD =2.5; DIDS = 1.7; SD = 1.2; t(11) = 0.1, p = 0.7; Figure 6F).

DISCUSSION

While previously shown to affect various cell entities, like
cardiomyocytes, neural stem cells, and neurons, the effects
of elasticity of the microenvironment on microglia function
remain elusive. As relevant viscoelastic alteration of neural
tissue is induced by chronic inflammation (Streitberger et al.,
2012; Millward et al., 2015), stroke (Freimann et al., 2013),
or aging (Arbogast et al., 1997; Arani et al, 2015), further
knowledge about elasticity-dependent microglia function will
help to understand microglia action in disease better and possibly
support directed therapeutic strategies.

To this end, we present evidence that substrate elasticity alters
microglia morphology and substantially influences functional
properties and activation markers of primary microglia in vitro.
Importantly, the soft substrates resemble much more the
elasticity of brain tissue than glass or plastic plates commonly
used to culture microglia. Hence, the use of soft substrates may
help to establish a more physiological environment in microglia
culture experiments.
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FIGURE 5 | Dynamic microglia polarization is independent of substrate elasticity. (A) Microglia, seeded on substrates of varying stiffness, were exposed to LPS for
24 h, while either receiving an anti-inflammatory preconditioning stimulus (IL-4) for 24 h (beige) or no preconditioning (blue). (B) While IL-4 preconditioning exerted a
robust inhibitory effect, there was no significant effect of substrate elasticity, as assessed by INOS mRNA expression (n = 5). (C) Representative immunocytochemical
images show Iba-1 positive microglia (red) counterstained for inducible nitric oxide synthase (iINOS; green), with nuclei stained blue on substrates of 0.6 kPa without
preconditioning, and (D) IL-4 preconditioned cells (scale bar = 100 mm). (E) Expression of iNOS on protein level assessed immunocytochemically (n = 3) yielded the
same results as on the mRNA level. (F) Parallel to INOS, the concentration of secreted pro-inflammatory cytokine interleukin-1b (IL-1b) within the cell medium was
not affected by substrate stiffness but was downregulated significantly by the anti-inflammatory stimulus, ELISA (n = 6). (G) Likewise, IL-6 RNA expression was
significantly downregulated under an anti-inflammatory preconditioning stimulus without elasticity specific changes (*p < 0.05; **p < 0.01, **p < 0.001; n = 6).

Our results indicate that microglia are converted to
CD206 expressing microglia—one of the markers associated
with M2-like microglia—when cultured on soft substrates

mimicking the brain’s elasticity. Additionally, these changes are
accompanied by a significant increase in proliferative activity,
while overall microglial activation is enhanced as indicated
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FIGURE 6 | Blockage of chloride channels reverses elasticity dependent
effects. (A) Microglia cultured on soft substrates of 0.6 kPa were treated with
4,4’ -diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic acid (DIDS), to block
stretch-activated CI~ channels, for 24 h. Dependent on dosage, treatment
with DIDS exerted toxic effects on microglia, as shown by LDH concentration
normalized to the maximal LDH release of lysed cells as a positive control. A
concentration of 500 M DIDS revealed no increase in LDH release and was
chosen for all further experiments. Media of cells treated with the solvent
KHCOS served as a negative control (values displayed as the mean
percentage of LDH concentration relative to lysed; **p < 0.01 and

***p < 0.001 compared to negative control, n = 6). (B) Representative
images of microglia stained for propidium iodide (red) counterstained with
Hoechst 33342 (blue) show no increase in cell death in microglia treated with
500 wM of DIDS. (C) compared to KHCOg3 controls. (D) After 24 h of
exposure, blockage with DIDS showed a significant reversal of CD206 RNA
expression on substrates of 0.6 kPa compared to controls treated with the
solvent KHCO3 (*p < 0.05 compared to control, n = 5). (E) On the same
note, blockage with DIDS revealed a non-significant trend in a reversal of
vimentin RNA expression on substrates of 0.6 kPa (n = 4), (F) while the
expression of INOS RNA was not altered (n = 4).

by vimentin expression. In line with our results, Bollmann
et al. (2015) reported that microglial morphology is affected by
the microenvironment’s stiffness. Using polyacrylamide (PAA)
substrates, they described a more complex microglia morphology
displaying predominantly elongated shapes on softer substrates

(Bollmann et al., 2015). While we here used cell roundness as a
more general metric to quantify cell complexity, we found similar
changes within the upper range of brain elasticity around 1 kPa.
As known from the classical descriptions, microglial activation
goes along with changes in cell morphology (Streit et al.,
1988; Stoll et al., 1998). A highly arborized shape is associated
with a resting microglia state while rounded stellate or even
amoeboid shapes characterize activated microglia (Kreutzberg,
1996). Altogether, we suggest that microglia on soft substrates
display essential properties of de-activated or resting microglia,
more than microglia on hard substrates.

At the functional level, a previous report by Moshayedi
et al. (2014) describes an increase in inflammatory microglia
markers when cultured on stiffer substrates, as assessed by
DNA microarray. Alike, we here observed an increase in
anti-inflammatory markers on softer substrates, while we did not
detect an alteration in pro-inflammatory markers. Additionally,
converging with previous studies connecting anti-inflammatory
states with microglial proliferation (Pepe et al, 2017; Vay
et al, 2018), we found soft substrates to increase cell
proliferation significantly.

Moreover, we observed a robust increase in vimentin
expression by microglia cultured on softer substrates. Previous
reports suggested an indispensable role of vimentin for initiating
microglial activation (Jiang et al, 2012), as a marker of cell
activation after axotomy (Graeber et al., 1988) or spinal cord
injury (Noristani et al,, 2017). Based on the importance of
vimentin for microglial activation, the current data suggest a
relevant impact of substrate elasticity on microglial activation,
besides the predicted increase in vimentin expression upon
LPS stimulation.

To sum up the functional aspects, we suggest that microglia
on soft substrates are primarily resting, but more in a ready-to
respond state than glass-plated microglia, as indicated by
the increased proliferation capacity, mannose receptor
expression (CD206), and vimentin expression. Within health
and disease, microglia exert both pro-inflammatory (rather
neurotoxic) or anti-inflammatory (rather neuroprotective)
properties dependent on the given state of activation and
polarization, all within a continuous and dynamically changing
spectrum (Vay et al, 2018). Accordingly, microglia exhibit
overlapping characteristic =~ pro-inflammatory  (“M1-like”)
or anti-inflammatory (“M2-like”) markers, while “resting”
microglia appear to display a more M2-like phenotype (Franco
and Ferndndez-Sudrez, 2015; Vay et al, 2018), which is in
line with our findings. Moreover, tight temporal regulation
and termination of microglia activation are vital, to ensure
an adequate disease-state specific microglia reaction, i.e., after
stroke (Hu et al., 2012; Walter et al., 2015), traumatic brain
injury (Ramlackhansingh et al, 2011) or neurodegenerative
disease (Hickman et al., 2018).

In the aging and diseased CNS, the stiffness of CNS tissue
often decreases (Hiscox et al., 2018). Our results are compatible
with the notion that those changes of mechanobiological
properties may contribute to an altered functional and activation
state of microglia, including a chronically activated phenotype,
and a failure to shut down activation as known from
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neurodegenerative disorders (for recent reviews see Sabogal-
Guaqueta et al., 2020; Webers et al., 2020).

Regarding the mechanism through which cells sense
mechanical stimuli, previous studies highlighted the effect of
stretch-dependent chloride channels by blockage with DIDS
(Eder et al., 1998; Hines et al., 2009). In line with these results,
the treatment of microglia on soft substrates with DIDS reversed
the elasticity-induced expression of CD206 as a marker for
M2-like microglia. Overall, while this highlights the robustness
of our findings, the evidence is insufficient to determine
stretch-dependent chloride channels as a causal substrate of all
the observed effects. Moreover, DIDS might have additional
non-specific effects, so future investigations should include
NPPB and Flufenamic acid to make sure that the effects are
indeed stretch-activated Cl~ channel-dependent and not anion-
exchanger dependent (Eder et al., 1998; Schlichter et al., 2011).
Thus, further investigations, i.e., by the usage of alternative
pharmacological or molecular methods, are warranted to
comprehensively clarify the mechanisms underlying elasticity-
dependent effects on microglia. However, the strength of the
current study is to characterize for the first time the effects
of an abundant mechanical cue, i.e., elasticity, on microglia
function, and suggest a potential mechanism as a basis for
future studies.

Besides the static functional properties of microglia, recent
studies highlight the importance of dynamic functional microglia
states (Hamzei Taj et al., 2016; Vay et al., 2018; Rabenstein
et al, 2020). In this respect, preconditioning of microglia,
either pharmacologically or by a pathological stimulus, can
modulate the successive microglia reaction upon further
stimuli. As cultivation on soft substrates primed microglia
towards an anti-inflammatory state under resting conditions,
we hypothesized that this change of the starting position
might also affect the dynamic reaction of microglia, or their
“memory” (Vay et al, 2018). However, using established
models of pro- or anti-inflammatory microglia stimulation,
we found no significant effect of substrate elasticity on this
microglia memory. Technically, our results reproduced previous
reports that anti-inflammatory preconditioning with IL-4 alters
the response upon a successive pro-inflammatory stimulation
with LPS (Michelucci et al., 2009; Vay et al., 2018). Overall,
while the effect of pharmacological stimuli far exceeded the
rather moderate effect of substrate elasticity, we assume that
potential effects on microglia dynamics in this study might
have been obscured and could be provoked with less prominent
pro-inflammatory stimuli.

Altogether, our data highlight that primary microglia is
significantly affected by its microenvironment’s mechanical
properties. Culturing microglia on substrates mimicking the
softness of the living brain alters basal microglial activation
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(A) Representative images of microglia cultivated on soft PDMS substrates of 0.6 kPa
expressing CD11b (red) as well as Ibal (green) as characteristic microglia markers.

(B) Cultivation on soft substrates of 0.6 kPa did not promote contamination with primary
astrocytes as indicated by staining for GFAP (red), but exclusively yielded growth of
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rimary Iba-1 positive (green) microglia
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4. Diskussion

4.1Legitimation fur das Studienkonzept

Bislang befassten sich die meisten Forschungsarbeiten mit den Auswirkungen

I6slicher Faktoren oder anderen Mitteln der Zell-Zell-Interaktion 10228

. Jungste
Studien deuten darauf hin, dass verschiedene Zelleinheiten im Gehirn nicht nur
durch diese beeinflusst werden, sondern auch auf die mechanischen Eigenschaften
ihrer Mikroumgebung reagieren. So berichten einzelne Arbeiten von einer
morphogenetischen Anpassung mikroglialer Zellen an die Elastizitat der Substrate,

auf denen sie kultiviert wurden 832

Jedoch war Uber die Auswirkung
mechanobiologischer Effekte auf Mikroglia auf funktioneller Ebene bisher nur wenig

bekannt 376,

Mechanische Einflisse stellen einen reichhaltigen und sowohl regional als auch
zeitlich divergierenden Faktor dar, welche oft, vor allem in in-vitro Bedingungen,
vernachlassigt werden 3*°. Die elastischen Eigenschaften des Gehirns unterliegen
rheologie-modulierender Veranderungen systemischer Art 433¢° sowie Modulationen
infolge mannigfaltiger Hirnpathologien, etwa neurodegenerativen,
inflammatorischen, onkologischen oder traumatischen Charakters 349:3503€6368 Djg
Veranderung der viskoelastischen Eigenschaften des ZNS gilt als empfindlicher
Biomarker fur ZNS-Pathologien und wird daher zur Bewertung pathologischer

Prozesse genutzt 34334,

Unter der Hypothese, dass die Elastizitit der Mikroumgebung wichtige
Eigenschaften und Funktionen der Mikroglia beeinflusst, beschaftigte sich unsere
Studie mit der Charakterisierung primarer Ratten-Mikroglia unter Verwendung von
Substraten aus PDMS, einem Modell zur Untersuchung des Effektes mechanischer
Stimuli in-vitro. In dieser Studie wiesen wir nach, dass die Elastizitat des Substrats
die Morphologie der Mikroglia verandert und die funktionellen Eigenschaften und
Aktivierungsmarker der primaren Mikroglia in-vitro wesentlich beeinflusste.
Beachtenswert ist, dass weiche Substrate der Elastizitat von Hirngewebe sehr viel
ahnlicher sind als Glas- oder Kunststoffplatten, die Ublicherweise fir die Mikroglia-
Kultur verwendet werden. Daher stellt die Verwendung von Weichsubstraten eine
Mdglichkeit dar, bei Mikroglia-Kulturexperimenten ein physiologischeres Umfeld zu

schaffen.
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Die Daten heben die allgegenwartigen mechanobiologischen Effekte hervor, die auf
multiple Zellentitdten des Gehirns wirken und die die Basis daflr bilden, komplexe
Wechselwirkungen zwischen Mikroglia, neuralen Stammzellen und Glia im gesunden
wie auch im erkrankten Gehirn zu erschlie3en. Insgesamt zeigen die hier erhobenen
Daten, dass primare Mikroglia durch die mechanischen Eigenschaften ihrer
Mikroumgebung in erheblichem Mal3e beeinflusst werden. Die Kultivierung primarer
Mikroglia auf elastischen, das Gehirn imitierenden Substraten verandert das Niveau
der basalen Mikrogliaaktivierung. Die Elastizitat des Substrats scheint fur die A-priori-
Konfiguration der Mikroglia von Bedeutung und konnte im Sinne der translationalen
Forschung wichtig sein. Insgesamt stellen mechanische Faktoren derweise einen
wesentlichen Faktor dar, der sich auf die Interaktion von Mikroglia mit dem ZNS-
Milieu auswirkt und weitere Untersuchungen rechtfertigt (Blaschke, Demir et al.,
2020).

4.2Die Beeinflussung von Morphologie und Funktion

4.21 Verwendung von PDMS-basierten Substraten

In Kooperation mit dem ,Insititute of Cognitive Neuroscience, Institute of
Neuroscience and Medicine” sowie dem ,Institute of Biological Information
Processing® des Forschungszentrums Jdlich wurde unter Verwendung von
Substraten aus Polydimethylsiloxan ein Modell zur Untersuchung der Bedeutung
mechanischer Stimuli in-vitro erschaffen (Blaschke, Demir et al., 2020). Zellen
verschiedenster Entitdten konnten unter Nutzung PDMS-basierter Substrate der
Analyse von Zellfunktionen unter physiologischeren Bedingungen zugefuhrt werden.
Insgesamt verandern mechanische Eigenschaften in Vorarbeiten die Entwicklung

und das Verhalten nicht nur von mesenchymalen Stammzellen 350,

377 378

hamatopoetischen Stammzellen und Kardiomyozyten °’°, sondern auch von

neuralen Zellen wie Neuronen ’°, Astrozyten ® und neuralen Stammzellen 2%,

Auf diese Weise haben sich PDMS-basierte Substrate mit ihrer glatten
oberflichenmorphologie und ihrer ausgezeichneten Biokompatibilitat bereits als
geeignetes in-vitro-Modell fur die Untersuchung mechanischer Einflisse etabliert
2383719380 Mikroglia wurden firr die vorliegende Studie auf PDMS-Substraten mit

unterschiedlichen Elastizitdtsmodulen ausgesat, die durch Variation der
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Zusammensetzung der Basis (vinyl-terminiertes PDMS) und Cross-linkern
(Methylhydrosiloxan-Diyethylsiloxan-Copolymer) erzielt wurden. Substrate mit einem
Elastizitatsmodul von 0,6 und 1 kPa ahmten die Elastizitat des Gehirns nach; derweil
stellten steifere Substrate von 1,2 MPa und sowie herkdommliche Platten mit einem
im Vergleich zu PDMS-Platten erheblich hdherem Elastizitatsmodul von Uber 1 GPa,

die Kontrollgruppe dar (Blaschke, Demir et al., 2020).

Die Lebensfahigkeit von primaren Mikrogliazellen, die 24 Stunden lang auf weichen
PDMS-Substraten gezuchtet wurden, im Vergleich zu Substraten mit hoherer
Steifigkeit untersucht, ergab keine Anzeichen fur eine Beeintrachtigung der
Lebensfahigkeit der Zellen, wie anhand der Propidiumiodid-positiven toten Zellen
und der Gesamtzahl der Zellen festzustellen war. Immunhistochemisch konnte
neben der Reinheit der Kulturen, anhand der Iba-1-Farbung gezeigt werden, dass
der Kultivierungsprozess unabhangig von der Substratelastizitat, durchweg zu mehr
als 90 % Iba1-positiven Mikrogliazellanteilen fuhrte (siehe Abbildung 1A und 1B in
(Blaschke, Demir et al., 2020)). Es gab keine Anzeichen fur eine Zunahme der
phagozytischen Aktivitdat der Mikroglia, wie anhand der CD68-messenger RNA-
(mRNA-)Expression bewertet wurde (siehe Abbildung 3D in (Blaschke, Demir et al.,
2020)). Zusammengenommen deuteten die Ergebnisse so darauf hin, dass die
entwickelten PDMS-Substrate ein geeignetes Kultursystem fur die in-vitro-

Charakterisierung (auch) von Mikroglia darstellen (Blaschke, Demir et al., 2020).

4.2.2 Beeinflussung der Morphologie

Untersuchungen der morphologischen Transformation fuhrten zur Annahme, dass
die mikrogliale Metamorphose reaktiv auf eine funktionellen Anforderung, die die
Zelle adressiert, fuRen konnte "%, Die bemerkenswert schnellen und drastischen
Veranderungen der Zellform deuten darauf hin, dass sie fur funktionelle
Anpassungen erforderlich sein kdnnten. So sind beispielsweise die Ausstllpung von
Filopodien und der dynamische Umbau fur die Motilitdt und die gerichtete Migration
erforderlich. In ahnlicher Weise deutet das Auftreten "schaumiger" Zellen mit lipid-
oder myelinbeladenen Organellen in Hirngewebeschnitten auf phagozytotische
Aktivitat hin, zum Beispiel bei einer Myelinldsion. Auch die Bezeichnung Zellen als
,suhend” und verzweigt impliziert unweigerlich eine enge Assoziation zwischen

38

Morphologie und Funktion **'. Im Transformationsprozess verloren Mikroglia ihre
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morphologischen Eigenschaften, die sie als ruhend auswiesen; sie reduzieren die
Komplexitat ihrer Form, indem sie die Verzweigungen ihrer Fortsatze verkirzten.
Indes lassen sich transformatorische Zwischenstadien differenzieren 232381382 |n-
vitro weisen Mikrogliazellen nicht die verzweigte Struktur auf, die sich im
physiologischen ZNS in-vivo beobachten Iasst, vielmehr zeichnen sie sich durch
morphologische Heterogenitat aus; die mikrogliale Erscheinung bietet buschige oder
bi- und tripolare, spindel- bis stdbchenférmige oder amdboide Versionen mit kurzen
dicken Fortsatzen, die sich als Lamellipodien ausdehnens*®3#_ Die Formen kénnen
sich abwechseln und ineinander ibergehen, wahrend der Ubergang von den
verzweigten Mikrogliazellen zum amaoboiden, makrophagenahnlichen
Erscheinungsbild unabhangig der Versuchsmodalitdten als stereotype Abfolge im
Prozess der Aktivierung angesehen wird *%2. So ist die Morphologie nicht immer ein
zuverlassiger Hinweis auf die funktionelle Ausrichtung der Mikroglia. So wurde fur
die Induktion bestimmter Gensatze berichtet, dass sie ohne offensichtliche
morphologische Transformation ablaufen 3° wahrend verzweigte Formen
experimentell auch unter Bedingungen induziert werden konnen, die eine
Verzweigung nicht unterstiitzen 3¢  Infolgedessen kann der Verlust verzweigter
und der Gewinn amdboider Zellformen kein valider und ausschliel3licher Indikator

des reaktiven Mikroglia-Phanotyps darstellen 388

Unter Hinzunahme des Faktors der Substratelastizitat konnten wir nachweisen, dass
sich die Zellmorphologie ruhender Mikroglia, kultiviert auf weichen PDMS-
Substraten, in Abhangigkeit von der Elastizitdt veranderte, diese quantifiziert als
signifikante Abnahme der Rundheit der Zellen Uber den Steifigkeitsgradienten, mit
signifikanten Unterschieden zwischen den beiden weicheren Substraten im
Vergleich zur steiferen PDMS-Kontrolle und sogar zwischen den weichsten
Bedingungen (siehe Abbildung 1E in (Blaschke, Demir et al., 2020)). Ferner konnte
fur die durch die Elastizitdt des Substrates signifikant veranderte mittlere
Zellausbreitungsflache eine Zunahme um etwa 29 % auf den weichsten Substraten
im Vergleich zu steiferen Kontrollen von 1,2 MPa (Abbildung 1C, 1D und 1F in
(Blaschke, Demir et al., 2020)) beobachtet werden (Blaschke, Demir et al., 2020).

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen, berichtete die Arbeitsgruppe um
Professor Kristian Franze %2, dass die Morphologie primarer Mikroglia durch die
Steifigkeit der Mikroumgebung beeinflusst wird. Unter Verwendung weicher,

elastischer Substrate aus Polyacrylamid (PAA) mit E-Modulen von 100, 300 und
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1000 Pa, die den Bereich der berichteten Steifigkeit des Nervengewebes abdeckten
%4 wiesen Mikroglia auf weicheren Substraten (iberwiegend léngliche Formen auf,
ihre Ausbreitungsflache nahm mit der Substratsteifigkeit signifikant zu. Die Form der
Mikroglia anderte sich, wenn sie auf 1 kPa steifen Substraten oder auf Glas kultiviert
wurden. Die Zellen besalien eine differente Morphologie mit langen, ausgepragten

%2 In unserer

Fortsatzen und lamellipodienartigen Strukturen an ihren Spitzen
Studie beobachteten wir eine ahnliche Veranderungen im oberen Elastizitatsbereich

um 1 kPa (Blaschke, Demir et al., 2020).

Auch fur andere Gliazellen ist solch eine Anpassung der Morphologie beschrieben,
so reagieren diese auf die Steifigkeit ihrer Umgebung auf unterschiedliche Weise.
Astrozyten zum Beispiel vergroRern ihre Ausbreitungsflache, ihre morphologische
Gesamtkomplexitat und ihre F-Aktin-Organisation auf steiferen

Wachstumssubstraten 3893

. In ahnlicher Weise vergroRern Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen ihre Flache und Komplexitat auf steiferen Substraten, zeigen aber
ein Optimum an Uberleben und Proliferation bei mittleren Werten der ZNS-

Gewebesteifigkeit *°'.

4.2.3 Beeinflussung der Funktion

Wahrend bereits gezeigt werden konnte, dass die Elastizitat der Mikroumgebung
verschiedenste Zelleinheiten beeinflusst, sind die Auswirkungen der Elastizitat der
Mikroumgebung auf die Funktion der Mikroglia nach wie vor nicht klar. Unsere
Ergebnisse sind mit der Vorstellung vereinbar, dass Veranderungen der
mechanobiologischen Eigenschaften zu einem veradnderten Funktions- und

Aktivierungszustand der Mikroglia beitragen konnen (Blaschke, Demir et al., 2020).

4.2.3.1 Einfluss der Elastizitat auf die Mikroglia-Polarisierung

Anschlieend untersuchten wir die spontanen funktionellen Veranderungen von
primadren Mikroglia, die auf weichen Substraten kultiviert wurden. Reprasentative
Marker fur pro- und anti-inflammatorische Mikroglia-Polarisationszustdnde wurden
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene untersucht (Blaschke, Demir et al.,
2020).
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Die Arbeitsgruppe um Professor Dr. Jochen Guck analysierte in ihrer
Veréffentlichung , The relationship between glial cell mechanosensitivity and foreign
body reactions in the central nervous system“ ® das Transkriptionsprofil von
Mikrogliazellen und Astrozyten in Abhangigkeit von der Substratnachgiebigkeit
mithilfe von DNA-Mikroarrays. Hierzu kultivierten sie primare Ratten-Mikroglia auf
PAA-basierten Substraten der Steifigkeiten von 100 Pa bis > 10 kPa. Funktionelle
Genexpressionsanalysen ergaben unter anderem eine signifikante Zunahme der
Entzindungsreaktion, des Immunzellverkehrs und des Zellwachstums, der
zellvermittelten Immunreaktion und der Antigenprasentation von Mikroglia, die auf
steifen Substraten gewachsen waren. Zu den einzelnen entzindungsbezogenen
Genen, die in den auf den steiferen Substraten kultivierten Mikroglia signifikant
erhdht waren, gehéren Marker der Mikrogliaaktivierung, Rezeptoren, die die
Mikrogliaaktivierung vermitteln und Rezeptoren, die an Adhasion und Migration

beteiligt sind 8.

Wir konnten Uber verschiedene Systemebenen der Marker fur den pro-
inflammatorischen  Mirkoglia-Phanotypen  keine  Veranderungen fur die
unterschiedlichen Steifigkeitsgrade beobachten. So waren weder eine nachweisbar
erhohte mMRNA-Expression von iNOS (siehe Abbildung 3A in (Blaschke, Demir et al.,
2020)) noch eine Sekretion von IL1B (siehe Abbildung 3B in (Blaschke, Demir et al.,
2020)) festzustellen, wie sie bei einer Polarisierung klassischer Art zu erwarten
gewesen ware. Auch die Sekretion von NO in das Medium zeigte bei Kultivierung auf
weicheren Substraten keine Alternation (siehe Abbildung 3C in (Blaschke, Demir et
al., 2020)). Ferner gab es im Einklang dazu keine Anzeichen fur eine Zunahme der
phagozytischen Aktivitat der Mikroglia, die anhand der CD68-mRNA-Expression
bewertet wurde (siehe Abbildung 3D in (Blaschke, Demir et al., 2020)) (Blaschke,
Demir et al., 2020).

Wahrend wir keine Veranderung entzindungsfordernder Marker uber die
Elastizitatsstufen hinweg nachweisen konnten, beobachteten wir indes einen Anstieg
der entzindungshemmenden Marker auf weicheren Substraten, die eine
Zellpolarisierung im Sinne einer alternativen Aktivierung nahelegte. Derart konnte fur
die weichsten Substrate ein mehr als zweifacher Anstieg der CD206-Spiegel im
Vergleich zu steiferen Kontrollen mit Elastizitaten von 1,2 MPa festgestellt werden.
Passend dazu fanden wir einen ebenfalls signifikanten Anstieg der Insulin-ahnlichen

Wachstumsfaktors 1- (Insulin-like Growth Factor 1, IGF1) Sekretion im Zellmedium,
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wobei wir einen fast zweifachen Anstieg auf den weichsten Substraten im Vergleich
zu Substraten mit Elastizitaten um 1,2 MPa (siehe Abbildung 3F in (Blaschke, Demir
et al., 2020)) beobachteten (Blaschke, Demir et al., 2020). In Ubereinstimmung mit
frheren Studien, die entzindungshemmende Zustande mit mikroglialer Proliferation
in Verbindung brachten (Pepe et al., 2017; Vay et al., 2018), untersuchten wir das
Proliferationspotenzial mikroglialer Zellen unter in ihrer Steifigkeit divergierenden
Kultivierungsbedingungen und beobachteten eine Zunahme der
Proliferationsfahigkeit auf weicheren Substraten. Eine Betrachtung der Aufnahme
von Bromdesoxyuridin (Bromodesoxyuridine, BrdU) in die neu synthetisierte DNA
proliferierender Zellen, ermoglichte eine immunzytochemische Farbung mit einem
primaren  Anti-BrdU-Antikérper, der, durch Nutzung eines sekundéren
fluoreszierenden Antikorpers sichtbar gemacht, zur Quantifizierung der proliferativen
Fahigkeit genutzt wurde *°2. Die Zunahme der Proliferation auf weicheren Substraten
war statistisch signifikant, wobei Unterschiede zwischen Substraten von 1 kPa und
der weichsten Bedingung von <1 kPa (siehe Abbildung 2C in (Blaschke, Demir et al.,
2020)) bestanden, beide im Vergleich zu steiferen Kontrollen (siehe Abbildung 2A,
2B, und 2C in (Blaschke, Demir et al., 2020)). Wir fanden einen ahnlichen, wenn
auch nicht signifikanten Anstieg der Kiel-67 (Ki67)-mRNA-Expression auf weicheren
Substraten (Abbildung 2D). Zusammengenommen kann die Steigerung der
Proliferationsmarker auf RNA-Ebene und in der Immunhistochemie erklart werden
durch die veranderte A-priori Konfiguration, die die PDMS-Bdden ermoglichen, und

stehen somit im Einklang zu einer Aktivierung alternativer Art (M2-Phanotyp) 2223%,

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Mikroglia auf weichen Substraten
wesentliche Eigenschaften von entzindungshemmenden und ,ruhenden® Mikroglia
aufweisen, mehr als Mikroglia auf harten Substraten. So vermuteten bereits Franco
und Fernandez-Suarez, dass sich der ,ruhende” Mikroglia-Phanotyp ahnlich wie M2-
Mikroglia verhalt - wahrscheinlich als abgeschwachter Schutzphanotyp - was mit
unserer Beobachtung Ubereinstimmt, dass unbehandelte primare Mikroglia M2-
Charakterisierungsmarker exprimieren, aber keine Merkmale des M1-Phanotyps

aufweisen 228:3%
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4.2.3.2 Einfluss der Elastizitat auf die dynamische Mikroglia-

Polarisierung

Obwohl die M1- und M2-Kategorien fur die Beschreibung der Mikroglia-Aktivitaten in
vitro hilfreich sind, wird zunehmend anerkannt, dass das M1/M2-Paradigma fir die
Beschreibung der Mikroglia- und Makrophagen-Aktivierung in-vivo unzureichend ist,
da Mikroglia nur selten eine signifikante Tendenz zum M1- oder M2-Phanotyp
aufweisen. Tatsachlich zeigen Transkriptomstudien, dass die Mikrogliaaktivierung
vielfaltig und vom Kontext abhangig ist. Unter physiologsichen ZNS-Bedingungen
weisen Mikroglia ein homdostasesicherndes Transkriptom-Profil auf, das ihren
Uberwachenden Charakter widerspiegelt 2*°3%53%° Dieses Profil kann unter in-vitro
Bedingungen erreicht werden, wie wir unter Zuhilfenahme PDMS-basierter
Kultursubstrate demonstrieren konnten (Blaschke, Demir et al., 2020). Neben den
statischen funktionellen Eigenschaften von Mikroglia weisen neuere Studien auf die
Bedeutung dynamischer funktioneller Mikroglia-Zustande hin. In dieser Hinsicht kann
die Prakonditionierung von Mikroglia, entweder pharmakologisch oder durch einen
pathologischen Stimulus, die anschlieRende Reaktion der Mikroglia auf weitere

Stimuli modulieren 228400401

Da die Kultivierung auf weichen Substraten pharmakologisch unstimulierte Mikroglia
in einen am ehesten entzindungshemmenden Zustand versetzt, stellten wir die
Hypothese auf, dass diese Veranderung der Ausgangsposition auch die dynamische
Reaktion der Mikroglia, also ihr molekulares, epigenetisch vermitteltes Immun-
"Gedé&chtnis", beeinflussen kdnnte 228402404 7 diesem Zweck wurden Mikroglia, die
auf Substraten mit unterschiedlicher Steifigkeit ausgesat worden waren, 24 Stunden
lang mit LPS stimuliert, um einen proinflammatorischen Aktivierungsphanotyp zu
induzieren. Vor der LPS-Stimulation erhielten die Mikroglia entweder einen
entzindungshemmenden Vorkonditionierungsreiz mit IL4 fur 24 Stunden oder
keinen Vorkonditionierungsreiz (siehe Abbildung 5A in (Blaschke, Demir et al.,
2020)). Marker der pro-inflammatorischen Mikroglia-Polarisierung wurden

anschlieflend auf RNA- und Proteinebene bestimmt (Blaschke, Demir et al., 2020).

Unter Verwendung etablierter Modelle der pro- oder anti-inflammatorischen
Mikroglia-Stimulation fanden wir jedoch keinen signifikanten Effekt der
Substratelastizitat auf das Mikroglia-Gedachtnis. Eine entzindungshemmende

Vorstimulation jedoch flihrte zu einer signifikanten Verringerung der pro-
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inflammatorischen Marker nach konsekutiver LPS-Stimulation, was eine
Reproduktion der bisherigen Ergebnisse substratunabhangiger Untersuchungen des
Mikroglia-Gedachtnis darstellt (Vay et al., 2018). Im Einzelnen milderte eine
vorausgehende Exposition gegenuber IL4 die pro-inflammatorische Reaktion der
Mikroglia in Bezug auf die INOS-RNA-Expression (siehe Abbildung 5B in (Blaschke,
Demir et al., 2020)), INOS-Farbung (siehe Abbildungen 5C-E in (Blaschke, Demir et
al., 2020)), IL1B-Sekretion (siehe Abbildung 5F in (Blaschke, Demir et al., 2020)) und
IL6-RNA-Expression (siehe Abbildung 5G in (Blaschke, Demir et al., 2020)) ab. Der
Effekt der pharmakologischen Stimulation zugunsten einer alternativen Aktivierung
ubertraf den eher moderaten Effekt der Substratelastizitat deutlich und scheint daher
keinen eigenstandigen Effekt bezuglich einer Prakonditionierung zu bieten
(Blaschke, Demir et al., 2020). Daher bleibt zu diskutieren, in wie weit sich der durch
die rheologische Eigenschaften des Milieus festgelegte Phanotyp mit der durch IL4
alternativ aktivierten Mikroglia-Subpopulation vergleichen lasst. Gleichzeitig erlaubt
diese Bebachtung aber auch, vorhergehende Studien in ihrer Limitation beztglich
der Vernachlassigung rheologischer Umwelteinflisse zu relativieren. Technisch
gesehen reproduzieren unsere Ergebnisse in diesem Fall frGhere Berichte, dass eine
entzindungshemmende Vorkonditionierung mit IL4 die Reaktion auf eine

nachfolgende pro-inflammatorische Stimulation mit LPS verandert 228403,

Unsere Daten stehen mit Einklang mit den Ergebnissen von Micelucci et al. 3, die
sich fur den Phanotyp von Mikrogliazellen, die vor der Oligomere (Oligomer, ol)-AB-
Aktivierung, die ein M1-Stimulus darstellt, mit entzindungshemmenden Zytokinen
vorbehandelt wurden, interessierten. Es ist bekannt, dass Mikroglia auf denselben
Stimulus unterschiedlich reagieren, je nachdem, ob ihm andere Stimuli vorausgehen
oder folgen, was darauf hindeutet, dass das Verhalten der Mikroglia durch einen
erworbenen Phanotyp und nicht stereotyp bestimmt wird %%°. Es hat sich gezeigt,
dass IL10 oder IL4 in der Lage sind, den durch AB induzierten pro-inflammatorischen
Zustand der Mikroglia zu reduzieren #°°4%_\Weitere Daten zeigten, dass Mikroglia,
die selbst mit niedrigen Dosen von IL10 oder IL4 aktiviert wurden, durch diese
Behandlungen auch dann noch beeinflusst werden, wenn sie einer bedrohlichen

Umgebung in Form des stérkeren ol-AB ausgesetzt waren 4%,
Da die normale Alterung des menschlichen Gehirns durch eine Zunahme der

Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen “°” zusammen mit einer Abnahme

von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL10 “°® und IL4 4°*#° gekennzeichnet ist,
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ist zu erwarten, dass seneszente Mikrogliazellen in Gegenwart von neu
synthetisierten ApB-Oligomeren leichter in Richtung eines M1-ahnlichen Phanotyps

403 Unter Hinzunahme der Uberlegung, dass die

polarisieren als junge Zellen
Substratelastizitat, die im fortschreitenden Alter abnimmt 3483 unbeeinflusst durch
die rheologisch bedingte Konditionierung bleibt, bietet die Uberlegung, es bestehe
eine Abnahme anti-inflammatorischer und eine Zunahme pro-inflammatorischer

Zytokine *%, eine Erganzung zu diesen Studienergebnissen.

4.2.3.3 Einfluss der Elastizitat auf die Expression von Vimentin

Vimentin ist Teil des Intermediarfilamentsystems, das aus GFAP, Vimentin, Nestin
und Synemin besteht *'"#'2. Zusammen mit GFAP, Nestin und Synemin spielt
Vimentin wichtige physiologische Rollen, einschlieBlich der Aufrechterhaltung der
Zellform, der Widerstandsfahigkeit gegenliber mechanischem Stress, der
Vermittlung von zytoskelettalen Uberschneidungen und der Organisation von
Signalmolekilen. So spaltet Calpain, eine calciumabhangige Cysteinprotease, bei
axonalen Verletzungen Vimentin in kleinere, I6sliche Fragmente, die wichtige
Signalmolekiile zum Kern des verletzten Nervs transportieren 2443414 Um die Rolle
von Vimentin bei der Mikroglia-Aktivierung in-vitro und in-vivo zu verstehen, isolierte
die Arbeitsgruppe um Herrn Sheng T. Hou Mikroglia aus Gehirnen Vimentin-
defizieter (Vimentin-Knockout-, VIM-/-) und Vimentin-Wildtyp (Vimentin-Wildytype,
VIM+/+)-Mausen, und verglich ihre Reaktionen auf die Behandlung mit LPS. Mit LPS
behandelte VIM+/+ wiesen Marker der klassischen Aktivierung auf und waren
amaoboider Morphologie; LPS-behandelte VIM-/--Mikroglia jedoch

interessanterweise nicht 2%°

. Ferner wurde die Wiederherstellung der Mikroglia-
Aktivierung untersucht, als das funktionelle Vimentin-Gen mit Hilfe eines Tetrazyklin-
regulierten Expressionsplasmids wieder in die VIM-/--Mikroglia eingebracht wurde.
Die Expression von Vimentin wurde durch das Entfernen von Tetracyclin aus dem
Kulturmedium eingeleitet, diese Zellen dann mit LPS behandelt und zeigten eine
VIM+/+-ahnliche Expression der Marker der klassischen Mikrogliaaktivierung.
DarlUber hinaus wurden VIM-/--Mause und VIM+/+-Mause einer vortibergehenden
fokalen zerebralen Ischdmie ausgesetzt. Das Fehlen einer funktionellen Vimentin-
Expression reduzierte die Mikroglia-Aktivierung. Insgesamt zeigte diese Studie, dass
Vimentin eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der Aktivierung von Mikroglia

als Reaktion auf die LPS-Toxizitat spielt 2.
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Um die Auswirkungen der Elastizitat auf die Mikrogliaaktivierung weiter zu bewerten,
quantifizierten wir die Vimentin-Expression als Marker der Mikrogliaaktivierung.
Diese bewerteten wir sowohl unter Ruhebedingungen als auch nach Stimulation mit
LPS und untersuchten den Einfluss von Stimulation zu Substratsteifigkeit sowie die
Interaktionen beider Effekte (siehe Abbildung 4A in (Blaschke, Demir et al., 2020)).
Im Einklang mit Vorstudien zeigte sich ein signifikanter Effekt der Stimulation auf die
Vimentin-Expression. Interessanterweise fanden wir einen zusatzlichen Effekt der
Substratsteifigkeit, der unabhangig von der LPS-Stimulation war. Weitere Analysen
fur gruppeninterne Effekte ergaben einen signifikanten Anstieg der Vimentin-
Expression auf LPS-behandelten Zellen zwischen den weichsten Substraten im
Vergleich zu Substraten hochster Steifigkeit, wahrend es in der nicht stimulierten
Gruppe einen ebenfalls nicht signifikanten Trend zwischen denselben Gruppen gab
(siehe Abbildung 4A in (Blaschke, Demir et al., 2020)). Zusatzlich wurden die
Mikroglia zum Nachweis auf Proteinebene immunzytochemisch auf Vimentin
angefarbt. Qualitativ gesehen und in Ubereinstimmung mit den mRNA-Daten gab es
einen Anstieg der Vimentin-Expression auf weicheren Substraten, der durch die
LPS-Stimulation zusatzlich verstarkt wurde, wie die Vimentin-Farbung von Iba1-
positiven Mikroglia zeigt (siehe Abbildungen 4B-D in (Blaschke, Demir et al., 2020)).
Angesichts der Bedeutung von Vimentin fur die Mikrogliaaktivierung deuten die
aktuellen Daten darauf hin, dass neben dem vorhergesagten Anstieg der
Vimentinexpression bei LPS-Stimulation auch die Elastizitdt des Substrats einen

relevanten Einfluss auf die Mikrogliaaktivierung hat (Blaschke, Demir et al., 2020).

4.2.3.4 Einfluss spannungsaktivierter Chlorid-Kanale

Um einen moglichen Mechanismus hinter einigen der durch Elastizitat
hervorgerufenen Wirkungen auf Mikroglia zu erforschen, blockierten wir
dehnungsabhangige Chloridkanale, die nachweislich die Mikrogliaaktivierung
vermitteln (Eder et al., 1998; Hines et al., 2009). Primare Mikroglia wurden auf
Substraten mit 0,6 kPa ausgesat und mit 4,4-Diisothiocyano-2,2'-
stilbenedisulfonsaure  (4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic ~ Acid, DIDS)
behandelt mit dem Ziel der Blockade spannungsaktivierter Chloridkanale. In einem
Dosierungsschema, welches verschiedene DIDS-Konzentrationen von 250 uM bis 1
mM umfasste, zeigten hohe DIDS-Konzentrationen dosisabhangig Anzeichen flr

eine (toxische) Beeintrachtigung der Zellen. Konzentration von 500 uM DIDS zeigten
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keine negativen Auswirkungen auf die Mikroglia, wie sowoh| der LDH-Assay (siehe
Abbildung 6A in (Blaschke, Demir et al., 2020)) als auch die Propidiumiodid-Farbung
(siehe Abbildungen 6B und C in (Blaschke, Demir et al., 2020)) zeigten (Blaschke,
Demir et al., 2020).

Nach 24 Stunden Kultivierung hob die Blockade mit DIDS die CD206-RNA-
Expression, die in Mikroglia durch weiche Substrate von 0,6 kPa induziert wurde,
vollstéandig auf (siehe Abbildung 6D in (Blaschke, Demir et al., 2020)). AuRerdem
wurde ein ahnlicher Effekt bei der Vimentin-Expression festgestellt (siehe Abbildung
6E in (Blaschke, Demir et al., 2020)), wahrend bei der iINOS-Expression kein
Unterschied festgestellt wurde (siehe Abbildung 6F in (Blaschke, Demir et al., 2020)).
In Bezug auf den Mechanismus, durch den Zellen mechanische Reize wahrnehmen,
haben frihere Studien die Wirkung von dehnungsabhangigen Chloridkanalen nach
Blockierung mit DIDS hervorgehoben (Eder et al., 1998; Hines et al., 2009). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen kehrte die Behandlung von Mikroglia auf
weichen Substraten mit DIDS die elastizitatsinduzierte Expression von CD206 um
(Blaschke, Demir et al., 2020).

Insgesamt unterstreicht dies zwar die Stabilitdt unserer Ergebnisse, aber die
Datenlage reicht nicht aus, um dehnungsabhéngige Chloridkanale als kausales
Substrat fur alle beobachteten Effekte zu bestimmen. Darlber hinaus konnte DIDS
zusatzliche unspezifische Effekte haben, so dass kinftige Untersuchungen 5-Nitro-
2-(phenylpropylamino)-Benzoat und Flufenaminsaure einschlieBen sollten, um
sicherzustellen, dass beobachtete Effekte tatsachlich von dehnungsaktivierten
Chlorid-Kanalen und nicht etwa von Anionenaustauschern abhangig sind (Eder et
al., 1998; Schlichter et al., 2011). Aus diesem Grund sind weitere Untersuchungen,
beispielsweise durch den Einsatz alternativer pharmakologischer oder molekularer
Methoden, erforderlich, um die Mechanismen, die den dehnungsabhangigen
Effekten auf Mikroglia zugrunde liegen, umfassend zu klaren (Blaschke, Demir et al.,
2020).
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4.3 Anwendbarkeit der Studienergebnisse

4.3.1 Vergleichbarkeit von Mikroglia aus Mensch und Nagetier

Das Meiste, was wir Uber die Funktion der Mikroglia wissen, stammt aus Studien an
Nagetieren oder seltener aus postmortalen menschlichen Proben *'°. Die
Problematik der Vergleichbarkeit entsteht auf mehreren Untersuchungsbenen, die
weit Uber die direkte Vergleichbarkeit von Mikroglia aus Mensch und Nagetier
hinausreicht. Vielmehr umfasst sie die im Primarcharakter von Mikroglia begrindete
sensible Reaktivitat, die unter anderem bestimmt wird durch Effektoren, die bekannt,
aber nicht veranderbar oder noch unbekannt sind; ebenso sind neben der hier
vorrangig betrachteten interspezifischen Heterogenitat auch intraspezifische
Divergenz und das (Untersuchungs-)Milieu, mit ultrastruktureller Umgebung,
technischer Methodik und Effektoren im Sinne umgebender Zellsysteme in-vivo und
in-vitro zu beachten. Allen Problemebenen liegt erklarend zugrunde, dass die Anzahl
menschlicher Modellsysteme (noch) nicht als Standard Einzug in die

Mikrogliaforschung gefunden hat.

Primar basiert das Problemfeld unter anderem auf dem Primarcharakter mikroglialer
Zellen. Als reaktive Zellen reagieren diese auf kleinste, durchaus potentiell in Studien
nicht berucksichtigte, Veranderung des Milieus; dieses wird bestimmt durch I6sliche
Faktoren, wie den Zytokinen oder anderen Mitteln der Zell-Zell-Interaktion 10228
sowie - sicherlich nicht abschlieRend - den elastischen Eigenschaften der
umgebenden Substanz, wie in der vorliegenden sowie vorhergehenden Arbeiten
gezeigt werden konnte 3%, So lassen transkriptomisch ermittelte Unterschiede
zwischen murinen und humanen Mikroglia letzlich keine Aussage Uber generelle
Unterschiede zu, sind sie doch als Transkriptionsprofile einzelner Abstufungen einer
sensibel-reaktiven Zellklasse zu bewerten. Es hat sich so gezeigt, dass die
gewebespezifische Umgebung im Gehirn unabhangig ihrer Spezieszugehorigkeit ein
definiertes Transkriptionsprofil hervorruft, das die Identitat der Mikroglia spezifiziert
%7 Inwieweit diese Unterschiede charakteristische dauerhafte lokale
Umweltpragungen oder eher vorlibergehende Aktivierungszustdnde (auch im
Untersuchungssetting)  widerspiegeln, wie es das  Spektrum  der
Mikrogliaverzweigung nahelegen konnte, muss noch gezeigt werden. Fortschritte in
diesem Bereich werden wahrscheinlich von der Definition lokaler Anhaltspunkte
abhangen, die Mikroglia-Identitaten bestimmen, sowie von der Charakterisierung

verschiedener anatomischer Nischen '%44'®_Solche lokale Anhaltspunkte kénnen zur
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erhdhten Vergleichbarkeit innerhalb (Mensch zu Mensch und Nagetier zu Nagetier)
und unter den Spezies (Nagetier zu Mensch und Mensch zu Nagetier) neben
ontologischen Betrachunsgzeitpunkten, Untersuchungsmodellen und -protokollen
nur eine Erweiterung der Untersuchungstechniken, die naher am humanen

Organismus angesiedelt sind, bieten.

Hand in Hand geht diese Uberlegung mit der Beachtung intraspezifischer
Unterschiede, die eine umfassende interspezifische Vergleichbarkeit bereits in
erheblichem Male beeinflussen. So gibt es nur eine begrenzte Anzahl von Studien,
die sich mit der Heterogenitat der Mikroglia im menschlichen ZNS befassen. Unter
Nutzung der innovativen Einzel-Zell-RNA-Sequenzierung (Single-Cell RNA-
Sequencing, scRNA-seq; misst die Verteilung der Expressionsniveaus fur jedes Gen
in einer Zellpopulation und ermdglicht die Untersuchung neuer biologischer
Fragestellungen, bei denen zellspezifische Verdnderungen im Transkriptom wichtig
sind, zum Beispiel Identifizierung von Zelltypen, Heterogenitat von Zellreaktionen,
Stochastizitat der Genexpression, Ruckschlisse auf genregulatorische Netzwerke in
den Zellen *'") konnten verschiedene Transkriptionszustande menschlicher Mikroglia
wahrend der Homdostase identifiziert werden ''*. So zeigt eine junge Studie, die eine
Kombination aus Einzelzell-RNA-Sequenzierung und Cytometry by Time of Flight
(eine Anwendung der Massenzytometrie zur Quantifizierung markierter Ziele auf der
Oberflache und im Inneren einzelner Zellen, wobei die Immunmarkierung zur
Quantifizierung von Proteinen, Kohlenhydraten oder Lipiden in einer Zelle genutzt
wird #'8) an frisch isolierten humanen Mikroglia verwendet, auffallige Unterschiede in
den Transkriptionszusténden in verschiedenen anatomischen Lokalisationen 419429,
auf eine raumliche Vielfalt menschlicher Mikroglia hinweisend. Der Vergleich mit
Studien zur Heterogenitat von Mikrogliaclustern muriner Gehirne zeigte: im
Allgemeinen war zusammengenommen die Vielfalt der Mikroglia in menschlichen
Gehirnen im Sinne einer groReren rdumlichen Heterogenitat sowie parallel mehr
Aktivierungszustanden deutlich groRer als die der Mikroglia von Mausen, die in
hyperhygienischen Einrichtungen gehalten wurden ''*, was auf Umweltfaktoren oder
die langere Lebensspanne des Menschen zuriickzufiihren sein kdnnte ''41153%7,

Hinzukommend zur raumlichen Heterogenitat ist von mindestens ebenso grol3er
Bedeutung ein weiteres von der Funktionsweise der Mikroglia abhangiges
Problemkomplex - das der Abhangigkeit mikroglialer Zellen von den sie umgebenden

Zellen und ihrer Effektoren. Die meisten Studien uber die Wechselwirkungen
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zwischen Neuronen und Glia werden an Nagetieren durchgefihrt, da es (noch) keine
geeigneten menschlichen Modellsysteme gibt, die die Entwicklung von Mikroglia in-
vivo und das Zusammenspiel zwischen Mikroglia, Makroglia und Neuronen in einem
dreidimensionalem Kontext rekapitulieren. Menschliche Modellsysteme sind jedoch
unerlasslich, um zu verstehen, wie sich die Interaktionen zwischen Neuronen und
Glia auf die Entwicklung, Physiologie und Pathologie des menschlichen ZNS
auswirken. So bringt die Mikrogliaforschung neue Lésungsansatze zur Ergriindung
mikroglialen Charakters in Anwesenheit neuronaler Zellen hervor, hierzu gehort die
Entwicklung sogenannter Organoid-Systeme, die eine Bricke zwischen muriner und
humaner Mikrogliaforschung zu schlagen versuchen. Wichtig ist, dass
mikrogliadhnliche Zellen in Organoiden vorhanden sind, was die Moglichkeit eroffnet,
menschliche Mikroglia in einer komplexen Umgebung zu untersuchen, die das
lebende Gehirn rekapituliert “*'. Bemerkenswerterweise, so die Studienergebnisse
der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. R. Jeroen Pasterkamp, kénnen sich Mikroglia von
Natur aus in einem zerebralen Organoidmodell entwickeln und weisen dabei ihre
charakteristische verzweigte Morphologie auf. Das Transkriptom und die Reaktion
auf Entzindungsreaktionen dieser im Organoid gezuchteten Mikroglia ahneln sehr
stark dem Transkriptom und der Reaktion erwachsener Mikroglia, die akut aus
postmortalem menschlichem Hirngewebe isoliert wurden. Insgesamt charakterisiert
die Studie ein Mikroglia-enthaltendes Organoidmodell, das ein wertvolles Instrument
zur Untersuchung des Zusammenspiels zwischen Mikroglia, Makroglia und

Neuronen bei der Entwicklung und Erkrankung des menschlichen Gehirns darstellt
421

Alle LOsungsansatze beschaftigen sich daher mit neuen Methoden, die den
Nachteilen Vorhergehender auszuweichen versuchen; das zeigen neue
Untersuchungsprotokolle, zu denen mit Sicherheit die Modifikationen bereits
bestehender und etablierter Methodik sowie innovative Techniken beisteuern und
weiterhin aufzeigen, worin die Bedeutung muriner Untersuchungen auch heute noch
liegt: Nicht zuletzt in der Grundlage, die sie fur eine Mikrogliaforschung an humanem
Gewebe bildet. Die allmahliche Abkehr von der klassischen Zellkultur zu
Modifikationen dieser, sowie die Etablierung ganzlich neuer Studienmodelle, kann
moglicherweise in Zukunft die Vergleichbarkeit steigern, indem man an dem Zahnrad

der Milieubeeinflussung dreht.
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4.3.2 Vergleichbarkeit von in-vivo- mit in-vitro-Studien

Bei der Praparation primar-gemischter Zellkulturen aus Mikroglia und Astrozyten,
aus denen die Mikroglia isoliert werden, fallen gro3e Mengen an Gewebetrimmern
an. Wahrend bereits die Vorbereitung der Zellkultur in diesem Sinne einen Reiz
bietet, wird dieser zusatzlich potentiert durch den hohen Serumgehalt im
Wachstumsmedium, und fordert die schnelle Umwandlung der Mikrogliazellen in
Hirnmakrophagen. Typischerweise werden Mikroglia in-vitro aktiviert, indem man sie
potenten immunstimulierenden Substanzen, wie LPS oder IFNy, aussetzt. Unter
Zunahme des Kulitivierungsprozesses bedeutet das, dass Zellen, die bereits durch
den Kultivierungsprozess in Hirnmakrophagen transformiert wurden, superaktiviert
werden, wenn man sie LPS aussetzt. Diese in-vitro-Stimulation erzeugt eine andere
Art von aktivierten Mikroglia, als wenn ruhende Mikroglia in-vivo durch neuronale
Verletzungen aktiviert wirden. In-vivo findet eine Transformation der Mikroglia zu
Hirnmakrophagen nur dann statt, wenn Triummer degenerierter Zellen phagozytiert
werden mussen; in Abwesenheit von Zelluntergang werden Mikrogliazellen in-vivo
zwar aktiviert, transformieren aber nicht unbedingt zu zur Phagozytose befahigten
Hirnmakrophagen. Daher ist es wichtig, die Mikrogliaaktivierung in-vitro nicht mit der

Mikrogliaaktivierung in-vivo gleichzusetzen 4%,

Techniken zur Induktion der Mikrogliaverzweigung in-vitro, einschlieBlich der
Verwendung organotypischer oder Slice-Kulturen, der Co-Kultivierung von Mikroglia
mit Astrozyten oder der Exposition gegenuber astrozytenkonditioniertem Medium
oder der Behandlung mit verzweigungsférdernden Substanzen wie Vitamin E und
Thapsigargin konnen es Forschern ermdglichen, verzweigte Mikroglia direkter zu
untersuchen **428_So nutzt unsere Studie, die auf der Charakterisierung kultivierter
Zellen fult, initial Ko-Kulturen, in denen Mikroglia astrozytar begleitet werden. In
einem weiteren Schritt wurden Erstere aus der Mischkultur isoliert und auf
elastischen PDMS-Substraten kultiviert, auf denen keine Anzeichen fur eine
Zunahme der phagozytischen Aktivitdt im Sinne einer Funktionsaufnahme bei
Transformation zu Hirnmakrophagen, die anhand der CD68-mRNA-Expression
bewertet wurde, zu detektieren war (Blaschke, Demir et al., 2020)s. Wenngleich
diese Technik weiterhin zweifelsfrei eine induzierte Reaktion darstellt, verursacht
diese Herangehensweise dennoch weniger als die konventionelle Zellkulturtechnik

eine Superaktivierung.
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Ein Groliteil des Wissens Uber die molekularen und zellularen Prinzipien sowie die
Folgen der mikroglialen Aktivierung wurde aus experimentellen Stimulationen unter

"0 Auch wenn der Verlust des

kontrollierten in-vitro-Bedingungen gewonnen
Gewebekontextes unvermeidliche Einschrankungen mit sich bringt (Fehlen von
Umweltreizen mit aktivitatssteuerndem Einfluss), konnen die Schritte und Merkmale
der Aktivierung durch viele der wichtigsten Rezeptorsysteme im Wesentlichen
rekapituliert werden. Bestimmte Manipulations- und Uberwachungsoptionen sind in-
vivo noch nicht in gleicher Weise zuganglich, so dass die Arbeit mit Zellpraparaten

als ergdnzenden Ansatz wertvoll erscheint 2.

4.4Perspektive - Mikroglia als therapeutisches Target

Als Pio del Rio-Hortega 1919 erstmals Mikroglia anhand von Siliziumcarbonat-
Farbungen von animalen und humanem Hirngewebe charakterisierte, war er
beeindruckt von der morphologischen Plastizitat und der Fahigkeit der Mikroglia zur

175

Phagozytose Ein Jahrhundert spater ermoglichen Fortschritte in der
Molekularbiologie, der Bildgebung und der Einzel-Zell-Analyse faszinierende
Einblicke in die dynamischen Veranderungen der Mikroglia als Reaktion auf das
Altern sowie auf ZNS-Erkrankungen und offenbaren ihr Potential als therapeutisches
Target, das die Hoffnungen auf zukUnftige kontextabhangige
Behandlungsméglichkeiten weckt ©. Allerdings ist die genaue Beschaffenheit des
Kontextes, der die verschiedenen Mikroglia-Zustdnde unter den jeweiligen

Krankheitsbedingungen pragt, noch unklar ',

Die jungste Kartierung der Mikroglia-Vielfalt durch die Integration hochdimensionaler
Techniken hat ein neues Licht auf die transkriptionelle und funktionelle Heterogenitat
mikroglialer Zellen im ZNS geworfen. Die neuesten Erkenntnisse beschreiben eine
molekulare Vielfalt der Mikroglia von Nagetieren auf einer zeitlichen und raumlichen
Achse wahrend der Ontogenese, des Erwachsenenalters, des Alterns und im

Rahmen von Pathologika 4115429

. Es qibt jedoch noch viele Hindernisse und
ungeloste Fragen auf dem Gebiet der Mikrogliaforschung. Dazu gehoren die
funktionellen und dynamischen Interaktionen zwischen verschiedenen neuronalen
und nicht-neuronalen Zellen. Das dringendste Problem der Mikrogliaforschung ist
jedoch die Tatsache, dass der grofdte Teil unseres Verstandnisses der Mikroglia-

Biologie auf Tierversuchen beruht. Tatsachlich ist die Menge an funktionellen und

87



transkriptionellen Daten, die fir menschliche Mikroglia wéahrend der (Patho-
)Physiologie zur Verfugung stehen, sparlich. Wahrend man traditionell davon
ausging, dass Mikroglia schnell auf jedes pathologisches Ereignis im Gehirn
reagieren und zur Wiederherstellung der Homdostase beitragen, wird deutlich, dass
diese passive Rolle der Mikroglia bei der Reaktion auf Schaden ihre komplexen
Funktionen im ZNS nur unzureichend widerspiegelt. Tatsachlich kénnen Mikroglia
selbst neurale Dysfunktion und Neurodegeneration ausldsen, indem sie ihre
homdostatische  Funktion  verlieren oder aberrante, nicht terminierte
Funktionszustande einnehmen. Viele genetische Veranderungen, die mit einem
erhohten Risiko fur neurologische und psychiatrische Erkrankungen wie
Schizophrenie, Autismus-Spektrum-Stérung, frontotemporale Demenz und Morbus
Alzheimer in Verbindung gebracht werden, betreffen Gene, die von Mikroglia stark

exprimiert werden ©.

So mussen, bevor die Mikroglia-Modulation fur die Behandlung von ZNS-
Erkrankungen genutzt werden kann, noch viele Hindernisse uberwunden werden. Es
erscheint unerlasslich, Medikamente zu entwickeln, die spezifisch auf
krankheitsbedingte Mikroglia-Zustande abzielen, ohne homdostatische Mikroglia-
oder Makrophagenpopulationen im peripheren Gewebe zu beeintrachtigen. Diese
Wirkstoffe mussten die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden, um in das Hirnparenchym
zu gelangen, und im Falle der Gentechnik mussten effiziente Vektoren fur
menschliche Mikroglia zur Verfugung stehen, die keine Entzindungen auslosen. Die
Protokolle fur die Transplantation von gentechnisch veranderten myeloischen Zellen
in das menschliche ZNS muissten ebenfalls optimiert werden. Interventionen
mussten moglicherweise zeitlich begrenzt werden, wenn krankheitsassoziierte
Mikroglia dynamische Zustande sind. Eine dynamische Modulation der
Mikrogliafunktion ware erforderlich, um die raumlich und zeitlich unterschiedlichen
Rollen der krankheitsassoziierten Mikrogliazustdnde und die komplexen
Interaktionen der Mikroglia mit anderen Immunzellen, wie beispielweise grenznahen
Hirnmakrophagen, Astrozyten, Oligodendrozyten und peripheren Immunzellen sowie
Endothelzellen, im Krankheitsverlauf zu berticksichtigen, was eine immense Aufgabe
darstellt. Dennoch hat sich unser Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen
Mikroglia und anderen Zelltypen im ZNS und in der Peripherie in den letzten Jahren
drastisch verbessert und konnte sogar ermoglichen, die Funktion der Mikroglia

indirekt und ohne Eindringen in das ZNS zu beeinflussen °.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse aus 100 Jahren
Mikrogliaforschung kaum Zweifel an der Bedeutung der Mikroglia fur die Physiologie
des ZNS und fur die Entwicklung von ZNS-Erkrankungen lassen. In Zukunft werden
Ansatze auf Einzelzellebene, neuartige Tiermodelle, Fate Mapping und bildgebende
Verfahren, von Patienten stammende kultivierte Mikrogliazellen und andere
innovative Techniken helfen, viele der noch ungeldsten Fragen Uber die Zelle zu

beantworten, die Pio del Rio-Hortega einst erstmals als ,Mikroglia“ bezeichnete ',
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