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1 Zusammenfassung

Die Pravalenz von Adipositas nimmt weltweit in allen Altersgruppen stetig zu und birgt gréfer
werdende Herausforderungen im Umgang mit Komorbidiaten und Folgeerscheinungen. Uber-
gewicht in der Schwangerschaft ist mit einer Pradisposition der Nachkommen sowohl fir me-
tabolische Erkrankungen und Adipositas als auch fur neuropsychiatrische Erkrankungen as-
soziiert.

Ubergewicht induziert im zentralen Nervensystem durch die Aktivierung von proinflammatori-
schen Signalkaskaden sowohl eine Hypertrophie und Hyperplasie der Gliazellen, auch bekannt
als Gliose, als auch eine chronische Uberaktivierung der Mikrogliazellen. Beides verandert die
Plastizitat der Neuronen und ihrer Synapsen und gilt daher als eine mégliche Ursache fiir eine
gestorte Funktion von Nervenzellnetzwerken. Bisher liel3 sich nicht differenzieren, ob es mal3-
geblich die Hypothalamusneuronen selbst oder aber die Mikrogliazellen sind, die den Prozess
der Neuroinflammation letztlich unterhalten. In vorherigen Studien der Arbeitsgruppe wurde ge-
zeigt, dass es in den Nachkommen adipdser Mitter zu erhéhten Interleukin-6 (IL-6)-Genex-
pressionswerten im Hypothalamus kam, sowie zu einem starken Anstieg der IBA-1, einem Ak-
tivierungsmarker der Mikroglia, und pSTAT3 Protein Werte, einer proinflammtorischen Signal-
kaskade. IL-6 ist ein wichtiges Zytokin in der Regulation von Neuroinflammation. Wahrend der
klassische Signalweg der IL-6-Kaskade Uber einen membranstandigen IL6-Rezeptor (IL6Ra)
initiiert wird und eher als antiinflammatorisch gilt, beschreibt das IL-6-Trans-Signaling die Akti-
vierung der intrazellularen IL-6-Signalkaskade Uber einen l6slichen IL-6-Rezeptor (sIL6R) und
wird eher als proinflammatorische Komponente im IL-6-Signaling diskutiert.

Die selektive Aktivierung des IL-6-Trans-Signaling wird durch ein Designer-Zytokin, Hyper-
Interleukin-6 (hIL-6) genannt, erreicht, das aus einer Fusion zwischen IL-6 und dem sIL-6R
besteht und lediglich das Trans-Signaling, nicht aber den klassischen Signalweg aktiviert. Da
insbesondere die selektive Aktivierung von Mikrogliazellen mit hlL-6 und deren Auswirkung
auf die Mikroglia selbst und die Nervenzellnetzwerkausbildung noch nicht beschrieben ist, wur-
den die Einflisse von hiIL-6 auf BV-2 Mikrogliazellen nach 4-, 8- und 24-stiindiger Stimulation
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht. Nach Anwachsen der mit hlL-6 stimulierten
BV-2 Zellen und deren Stimulation mit hiL-6 wurden die Effekte auf transkriptionaler sowie
translationaler, funktioneller und morphologischer Ebene mittels Immunhistochemie unter-
sucht und analysiert.

Die mit hlL-6 stimulierten BV-2 Zellen wiesen zum Teil Anzeichen einer M1-Polarisierung mit
vornehmlich proinflammatorischem Wirkprofil bei jedoch gleichzeitiger gegenregulatorischer
Heraufregulierung einiger antiinflammatorischer Marker im Zeitverlauf auf. Unter hIL-6-Stimu-
lation zeigte sich zudem eine Herabregulation wichtiger Marker der synaptischen Plastizitat in

den BV-2 Zellen, sowie eine Heraufregulation von Matrix-Metallopeptidase 9 (MMP9), einem
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Marker der Degradierung der Extrazellularen Matrix (EZM). Auch zeigte sich in der hIL-6 sti-
mulierten Gruppe eine herabgesetzte Phagozytoseleistung. Im Hinblick auf die Ramifizierung
der Mikroglia zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen der stimulierten und der
nicht stimulierten Gruppe.

In Zusammenschau der Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen von
hIL-6 auf BV-2 Zellen beschrieben und Veranderungen in der Genexpression sowie morpho-
logische und funktionelle Alterationen in den Zellen durch die Stimulation mit hiL-6 aufgedeckt
werden. Die Daten deuten darauf hin, dass die BV-2-Zellen durch die Stimulation mit hIL-6
und der konsekutiven Initiierung des Trans-Signaling mit einer vermehrten Aktivierung proin-
flammatorischer Signalwege, mit der EinbulRe wichtiger Funktionen der EZM und mit reduzier-
ter Phagozytoseleistung reagieren, jedoch weiterhin bestrebt sind, durch gegenregulatorische
Prozesse eine Gewebshomoostase aufrecht zu erhalten. Ein weiterfihrender Ansatz kdnnten
eine gezielte molekulare Blockade des IL-6-Trans-Signaling in BV-2 Zellen sein, insbesondere
um den genaueren Einfluss der hier herausgestellten Effekte des hlL-6 auf Mikrogliazellen in
der Pathogenese der Adipositas zu erforschen. Auch waren weitere Daten vor allem an pri-
maren Mikrogliazellen von Nachkommen Ubergewichtiger und schlanker Mausemuttern ein

interessanter Ansatz.

12



2 Einleitung

Die Pravalenz von Adipositas bei erwachsenen Frauen im gebarfahigen Alter betragt derzeit
25-40 Prozent und hat auch im Kindes- und Jugendalter in den letzten Jahren weltweit drama-
tisch zugenommen." Die derzeitige Pravalenz von Ubergewicht unter Kindern und Jugendli-
chen im Alter von 3-17 Jahren betragt mehr als 20%.2 Dass ein hoher Body-Mass-Index (BMI)
in heutiger Zeit eine der wichtigsten EinflussgrofRen fur die Gesundheit der Bevdlkerung dar-
stellt, zeigte sich eindricklich in der Global Burden of Disease Study der World Health Orga-
nization (WHO). Von den 84 Risikofaktoren, die von der Global Burden of Disease Study 2017
ausgewertet wurden, verzeichnet ein hoher BMI eindeutig den grofiten relativen Anstieg seit
1990. Adipositas qualifiziert sich somit im Hinblick auf die Mortalitat als einer der funf wichtigs-
ten Risikofaktoren.® Die Verschiebung der weltweit haufigsten Todesursachen von Infektionen
und Unterernahrung hin zu chronischen, nicht Ubertragbaren Krankheiten bei gleichzeitig ste-
tig steigender Pravalenz von Adipositas kann als eines der gré3ten Versaumnisse unserer Zeit
im Bereich der éffentlichen Gesundheit gesehen werden.*° Mit der weltweiten Adipositasepi-
demie gehen aufgrund zahlreicher Komorbiditaten nicht nur eine enorme Gefahrdung der Ge-
sundheit des Einzelnen, sondern auch weitreichende Kosten fir Gesundheitssystem und Staat
einher. Dies unterstreicht einerseits die Relevanz politischer Ansatze zum Wandel, anderer-
seits aber auch die weiterfihrender Forschung im Bereich der genauen molekularen Zusam-
menhange von Ubergewicht und seinen Folgen.

Bereits im Mutterleib ist das ungeborene Kind einer Vielzahl von Einflissen ausgesetzt. Neben
schon identifizierten Risikofaktoren wie psychischen und genetischen Einflissen, mangelnder
kérperlicher Betatigung und hochkalorischer Emahrung spielen auch perinatale Zusammen-
hange bei der Entstehung und Aufrechterhaltung chronisch inflammatorischer Prozesse im
Rahmen kindlicher Adipositas eine entscheidende Rolle. Maternales Ubergewicht wahrend der
Schwangerschaft gilt als zunehmender Risikofaktor fiir die Integritat nattrlicher Entwicklungs-
prozesse und fur die Entwicklung zahlreicher Erkrankungen in den Nachkommen. Schon in den
1930er Jahren entstand durch die Erkenntnis, dass Unterschiede in Gewicht und GréRe eines
Fetus bei seiner Geburt Auswirkungen auf die Gesundheit wahrend des gesamten Lebens ha-
ben, eine Neubewertung der Regulation fetaler Entwicklungsprozesse. Die von Baker beschrie-
bene "Fetal Origins"-Hypothese ist Teil der Developmental Origins of Health and Disease-Hy-
pothese, die besagt, dass Veranderungen der mutterlichen Ernahrung und, damit verbunden
des endokrinen Systems, zu Modulationen fiihren, die die Physiologie der Nachkommen dau-
erhaft verandern und dadurch fur kardiovaskulare, metabolische und endokrine Erkrankungen
im Erwachsenenalter pradisponieren.® Der fetale Hypothalamus wurde als eine Schliisselstelle
identifiziert, die durch voribergehende Veranderungen im pranatalen endokrinen System pro-

grammiert werden kann.®’ Zusatzlich zu einer vorgeburtlichen lebenslangen Pradisposition fiir
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Komponenten des metabolischen Syndroms, wie etwa Adipositas, Diabetes mellitus und kardi-
ovaskularen Erkrankungen, beeinflusst miitterliches Ubergewicht in der Schwangerschaft auch
die neurokognitive und neuropsychiatrische Entwicklung und Gesundheit des Kindes.® In einer
klinischen Studie zeigte sich eine Assoziation zwischen maternaler Adipositas in der Schwan-
gerschaft und einer schlechteren Leistung der Nachkommen in kognitiven Testungen im Ver-
gleich zu einer Kontroligruppe.® Die Autoren merken jedoch selbst an, dass hier zahlreiche
Storfaktoren beachtet werden missen. Exemplarisch ist das Aufwachsen in einem sozial-
schwachen Umfeld und der damit haufig einhergehende schlechtere Zugang zu Bildung zu
nennen.® Somit kann trotz signifikanter Ergebnisse nicht von einem kausalen Zusammenhang
gesprochen werden. Dass sich ein gesunder Lebensstil wahrend der Schwangerschaft auch
positiv auf die neurokognitive Entwicklung des Kindes auswirken kann, konnte in weiteren ex-
perimentellen und klinischen Studien gezeigt werden. So stellt beispielsweise auch sportliche
Aktivitat der Mutter vor und wahrend der Schwangerschaft eine wichtige Einflussgrof3e in Bezug
auf spatere neurokognitive Leistungen der Kinder dar.>'! Die Ausbildung von Kontakten zwi-
schen wachsenden Axonen und ihren Zielzellen ist Teil des Entwicklungsprozesses des Ner-
vensystems, insbesondere der Synapsen. Eine Reihe von synaptischen Kontakten wird ver-
starkt, andere werden geldscht. Fur diese Entwicklungsschritte ist eine hohe Plastizitat notwen-
dig. Dies flhrt gleichzeitig zu einer erhdhten Empfindlichkeit der Integritat des Gehirns gegen-
uber Stimuli wahrend der kritischen Phase der funktionellen Reifung. Studien konnten zeigen,
dass eine UbermafRige Nahrungsaufnahme, insbesondere von Fettsauren und Zucker, eine An-
haufung proinflammatorischer hirneigener Immunzellen, sogenannter Mikrogliazellen, im Hy-
pothalamus nach sich zieht und diese Mikrogliazellen eine wichtige Rolle bei der Regulation
der hypothalamischen Energiehoméostase einnehmen.'? Da die Mikroglia auf Entziindungssig-
nale reagiert, kdnnen Stimuli, die eine lokale oder systemische Inflammation in einer kritischen
Entwicklungsphase ausldsen, lebenslange Folgen haben.” Eine miitterliche Immunaktivitat,
beispielsweise induziert durch eine erhéhte Konzentration proentziindlicher Botenstoffe wie In-
terleukin-6 im Rahmen einer Infektion oder von Ubergewicht, fiihrt bei trichtigen M&usen zu
deutlichen Verhaltensauffalligkeiten in den Nachkommen.'* Zudem zeigte sich, dass ein zweiter
Stimulus (z. B. Stress) in der weiteren Entwicklung bei Mausen den Schweregrad der Verhal-
tensdefizite im Zusammenhang mit Angst, Gedachtnis- und Wahrehmungsfunktion noch ver-
starkte.” Lernen und Gedéchtnis sind in hohem MalRe von der Proliferation und Entwicklung
neuer Neuronen abhéngig — der Neurogenese.'® Zahlreiche Studien mit verschiedenen Ver-
suchsansatzen zeigen, dass Mikroglia entscheidende Regulatoren der Neurogenese,'” der sy-

t,'® des Lernens und Gedachtnis sind."®

naptischen Plastizita
Heute untersucht das Forschungsfeld der translationalen Neonatologie potenziell schadliche
Einflisse wahrend der intrauterinen, perinatalen sowie frihen postnatalen Phase, die zu einer

langfristigen Beeinflussung zellularer Prozesse der Entwicklung von Organstruktur und -funk-
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tion fihren. Dieses als ,Perinatale Programmierung“ bezeichnete Phdnomen kann als eine Re-
aktion auf spezifische Herausforderungen fur den Saugetierorganismus wahrend eines Kkriti-
schen Entwicklungszeitfensters, die den Verlauf der Entwicklung mit anhaltenden Auswirkun-
gen auf den Phanotyp der Nachkommen und die Pradisposition fiir zukinftige Krankheiten ver-
andern, definiert werden. Etliche Ursachen der sogenannten ,non-communicable-diseases®,
nicht Ubertragbarer Krankheiten, liegen im Lebensstil begrindet. Neuere Erkenntnisse zeigen
jedoch auch, dass die Prozesse der perinatalen Programmierung mit der dramatischen Zu-
nahme jener Erkrankungen in Verbindung gebracht werden kénnen. Ein besseres Verstandnis
der zugrunde liegenden Physiologie im Zusammenspiel von Mutter, Fotus und Neugeborenem
hat das Potenzial, die Gesundheit zukiinftiger Generationen zu verbessern.?’2" Langfristiges
Ziel ist die Entwicklung praventiver und therapeutischer Maflinahmen.

Im Folgenden soll es um eine potenzielle Programmierung von Mikrogliazellen und deren Fol-

gen gehen.

2.1 Die Rolle der hypothalamischen Inflammation in der Pathogenese von
Adipositas

Der Hypothalamus ist das Zentrum von Hunger und Sattheit im Gehirn. Komplexe Nervenzell-
netzwerke, die sich im Rahmen der Himentwicklung zwischen verschiedenen hypothalami-
schen Kerngebieten ausbilden, ibemehmen bei der Regulation der Energiehomoostase eine
entscheidende Rolle.?*?® Eine Dysfunktion hypothalamischer Nervenzellnetzwerke verursacht
im Tiermodell Ubergewicht und eine Stérung der Glukoseverwertung. Als Ursache fiir eine hy-
pothalamische Dysfunktion gilt unter anderem die Adipositas-assoziierte, chronische, unter-
schwellige Inflammation, ,Jow-grade Inflammation®, die im Hypothalamus gliotische Verande-
rungen und eine gestdrte Verschaltung wichtiger regulatorischer Nervenzellnetzwerke bewirken
kann. Dieser Prozess verminderter Neurogenese und beeintrachtigter synaptischer Plastizitat
scheint durch ein multizellulares Zusammenspiel aufrechterhalten zu werden, bei dem auch die

t.24

Mikroglia eine zentrale Rolle spielt.“* Vorarbeiten konnten zeigen, dass die chronische Inflam-

mation im Hypothalamus mdglicherweise auf eine gesteigerte IL-6-Aktivierung zuriickzuflihren
ist. Dafiir ist im Hypothalamus vor allem das IL-6-Trans-Signaling zustandig (siehe unten).?®
Welche Effekte das IL-6-Trans-Signaling im zentralen Nervensystem (ZNS) bewirkt, ist nach
bisherigen Forschungsergebnissen kontrovers. Einerseits wurde gezeigt, dass das Trans-Sig-
naling schadliche Effekte wie etwa Neurodegeneration, Astrogliose und verminderte Plastizitat
neuronaler Schaltkreise bewirkt, andererseits zeigten sich aber auch protektive Effekte des IL-
6-Trans-Signaling im ZNS.%® Das weile Fettgewebe als metabolisch aktives Organ unterhélt
eine low-grade Inflammation durch die Sekretion inflammations-modulierender Adipozytokine
wie IL-6 und nimmt somit auch entscheidenden Einfluss auf die bisher diskutierten hypothala-

mischen Veranderungen.?’?® Es ist bekannt, dass die Aktivierung der IL-6-Trans-Signaling Kas-
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kade mit konsekutiver Aktivierung von phospho-Signal transducer and activator of transcription
3 (STAT3) an der Entstehung von Gliose im zentralen Nervensystem beteiligt ist.?>*° IL-6 akti-
viert Uiber die STAT3-Signalkaskade die Transkription verschiedener Gene.*' Eine pathologi-
sche Folge der mit Ubergewicht assoziierten low-grade-Inflammation im Hypothalamus ist die
Entstehung von Gliose, gekennzeichnet durch eine erhéhte Expression z. B. des Mikrogliamar-
kers lonized-calcium-bindind adapter molecule (IBA1). Wahrend eine kurzfristige Aktivierung
der Mikrogliazellen als neuroprotektiv gilt, kommt es bei einer langerfristigen Uberaktivierung
der Mikrogliazellen durch eine chronische, in diesem Falle pathologische Entziindungsantwort
zur Degeneration von gesundem Gewebe.*? Im zentralen Nervensystem ist IL-6 entscheidend
an der Gliose-Entstehung beteiligt und wird mit verschiedenen Erkrankungen wie Alzheimer
oder Parkinson assoziiert. Darlber hinaus hemmt IL-6 in vitro die Aussprossung hypothalami-
scher Nervenzellfortsatze.®' Dies ist im Hinblick auf die perinatale Programmierung des Hypo-
thalamus durch mitterliche Adipositas besonders interessant, da man weil}, dass Spezies- und
Modell-Ubergreifend die gestoérte Ausbildung hypothalamischer Nervenzellnetzwerke in den
Nachkommen eine zentrale Folge miitterlicher Adipositas ist.** Hierfiir lassen sich verschiedene
Ausloser diskutieren, wie etwa 1) eine Modulation IL-6-Trans-Signaling-abhangiger inflamma-
torischer Prozesse und Signalkaskaden, 2) ein direkter Einfluss des IL-6 auf die Plastizitat der
Neurone selbst oder 3) der Einfluss auf Funktionalitdt und Morphologie der Mikrogliazellen,
durch den sich deren Beitrag zu einer intakten Funktion hypothalamischer Neuronennetzwerke
malgeblich verandert. Entziindungs- oder auch Inflammationsprozesse werden klassischer-
weise als kurzfristige Antwort des Korpers auf potenziell schadliche Einflisse von auf3en be-
schrieben. Zunehmend rickt auch die langfristige, chronische Inflammation, die schadliche
Auswirkungen auf den Organismus hat, ins Zentrum der Aufmerksamkeit. Dabei kommt es im
Rahmen einer low-grade Inflammation zur chronischen Aktivierung von proinflammatorischen
Signalwegen mit gestorter Zytokin-Produktion (Adipozytokine wie Leptin, IL-6, Adiponectin oder
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)).** Die low-grade-Inflammation wird durch ein komplexes
Zusammenspiel metabolischer und immunologischer Mediatoren unterhalten.®® Eine hochkalo-
rische Diat fihrt im Tiermodell zur Aktivierung inflammatorischer Signalkaskaden im Hypotha-
lamus mit konsekutiver Produktion proinflammatorischer Zytokine.' Im peripheren Gewebe ist
eine hochkalorische Diat eng mit der Infiltration von vor allem klassisch (M1) aktivierten proin-
flammatorischen Makrophagen verbunden. Ob ein ahnlicher Prozess auch im ZNS stattfindet,
ist bisher umstritten.*® Auf zellulérer Ebene entstehen reaktive gliotische Prozesse durch Trans-
formation der Mikroglia. Die Hoch-Fett-Diat (HFD) induzierte reaktive Gliose stellt eine aktive
Antwort auf neuronale Verletzung dar und verandert die Plastizitdt neuronaler Netzwerke, was

t.% Gliazellen scheinen somit durch

potenziell zu einer UbermafRigen Gewichtszunahme beitrag
ihre Vermittlerfunktion von proinflammatorischen Signalen und ihrer modulierenden Wirkung

auf hypothalamische Neurone eine bedeutende Rolle in der Pathogenese von Adipositas zu
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spielen. Die Aktivierung der Zellen fihrt zu einer erhdhten Ausschittung von Zytokinen durch
die Gliazellen, die u.a. eine Synapseneliminierung verursacht.®® Die gezielte Blockade von in-
flammatorischen Signalwegen der M1-Mikroglia verbessert die hypothalamische Leptin- und
Insulinsensitivitat und begrenzt didt-induzierte-Adipositas.>**° Insgesamt deuten Studien darauf
hin, dass ein komplexes, multizellulares Netzwerk die diatbedingte Gliose im Hypothalamus

unterhalt.?

Die Gliose selbst kann eine Stérung der hypothalamischen Nervenzellnetzwerke
bewirken und dadurch eine Stérung hypothalamischer Funktionen mit Leptin- und Insulinresis-
tenz auslésen bzw. verstarken.?**! Eine Fiille von Tier- und Humanstudien hat gezeigt, dass
die perinatale Exposition gegenuber ungunstigen Stoffwechselbedingungen — sei es mitterli-
ches Ubergewicht, Diabetes der Mutter oder maternale Unterernahrung — zu einer Pradisposi-
tion der Nachkommen fir die Entwicklung von Fettleibigkeit und metabolischen Erkrankungen
im spateren Leben filhren kann.?® Die perinatale Entwicklung des Hypothalamus ist plastisch
und reagiert in diesem kritischen Zeitfenster empfindlich auf Stoffwechselsignale. Jliingere For-
schungsarbeiten am Mausmodell haben gezeigt, dass unglnstige Lebensgewohnheiten der
Mutter die Entwicklung der Hypothalamusstruktur und folglich auch seiner Funktion beeintrach-
tigten, was moglicherweise den Stoffwechsel im spateren Leben des ungeborenen Kindes stark
beeinflusst.?® Neuere Studien zeigen zudem einen frilhen Anstieg der Mikroglia-Zellzahl und
der Expression von Markern der mikroglialen Aktivierung im murinen Hypothalamus nach HFD,
was auf einen schadlichen Einfluss der HFD auf die Mikroglia hindeutet. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass der Grad der Veranderung der Mikroglia im Hypothalamus signifikant mit

einem steigenden BMI korreliert.3"42

2.2 Gliazellen im Gehirn

Das zentrale Nervensystem besteht aus Neuronen, Makroglia- und Mikrogliazellen. Die Auf-
gabe der Makro- und Mikroglia besteht vornehmlich in der Aufrechterhaltung der Gewebsho-
moostase und Integritat des ZNS. Die Gliazellen machen etwa 50 Prozent der gesamten Hirn-
zellen aus.®® Neben immunologischen Funktionen unterstiitzen sie im physiologischen Zu-
stand die regelrechte Funktion der Neurone, modulieren deren synaptische Aktivitat und regu-
lieren Verbande gleichgeschalteter Neurone, sogenannte neuronaler Netzwerke. Im Falle ei-
ner Pathologie sorgen sie fir Abwehr und Genesung.** Lange Zeit war man der Auffassung,
dass die Neuronen allein die wichtigste funktionelle Einheit des ZNS bilden und Gliazellen
lediglich deren Unterstitzung dienen. So beschrieb Virchow die Mikroglia 1858 noch als den
Klebstoff des Gehirns.* In den letzten Jahren wurde jedoch immer deutlicher, dass die ein-
wandfreie Funktion des ZNS nur durch das Zusammenspiel von Neuronen, Makro- und
Mikroglia gewahrleistet werden kann. Dem zugrunde liegen komplexe Prozesse der Kommu-
nikation zwischen den einzelnen Zellverbanden.**¢ Eine 2014 verdffentlichte Review befasst

sich mit verschiedenen Aspekten zur Pathologie der Autismus-Spektrum-Erkrankungen.*’ Die
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Autoren fassen Studien zusammen, die beispielsweise darauf hin deuten, dass die gestorte
neuronale Funktion und das daraus resultierende eingeschrankte Sozialverhalten als Folge

einer gestorten Signaliibertragung zwischen Mikroglia und Neuronen entsteht.*” 4849

2.21 Makroglia

Zu den Makroglia zahlen die Oligodendrozyten, Ependymzellen und Astrozyten. Obwohl das
Augenmerk in dieser Arbeit auf der Funktion der Mikroglia liegt, tragt eine kurze Definition der
anderen Zellpopulationen zum Verstandnis der Funktionalitat des ZNS bei. In der Literatur ist
insbesondere viel Uber die Rolle der Astrozyten fur die ZNS-Funktionen und deren Interaktion
mit der Mikroglia bekannt. Oligodendrozyten sind die Myelin-bildenden Zellen des ZNS. Sie
modulieren sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen den
Zustand der weilten Substanz. Die Ependymzellen kleiden die Ventrikel aus und dienen der
Sekretion und Resorption des Liquors. Die Astrozyten sind mafRgeblich an der Regulation der
Homoostase im ZNS beteiligt. Wie Mikrogliazellen sind sie in der Lage, Gefahr anzeigende
Stoffe und Zelltrimmer zu erkennen.®® Auch im puncto synaptische Plastizitat besitzen sie eine
bedeutende Rolle: Sie integrieren Schaltkreise, indem sie zahlreiche Neuronen und Synapsen
umhillen und tragen zur Aufrechterhaltung der Extrazelluldarmatrix bei. Eine Dysfunktion der

Astrozyten wird mit zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht.®'

2.2.2 Mikroglia und ihre Funktion

Mikrogliazellen sind die residenten Makrophagen des zentralen Nervensystems. Sie machen
etwa zehn bis fiinfzehn Prozent aller Zellen des menschlichen Gehirns aus.* Die Zellen mes-
odermalen Ursprungs wandern wahrend der Ontogenese in das ZNS ein und nehmen den
morphologischen Phanotyp ,ruhender Mikroglia mit verzweigten Fortsatzen ein.*® Als solche
wurden sie erstmals im Jahr 1919 von Pio del Rio-Hortega beschrieben.> Die Einwanderung
ins ZNS erfolgt in zwei Phasen. Die erste Phase fallt in das Zeitfenster der fetalen Entwicklung
in den ersten beiden Trimestern. Die zweite Phase folgt wahrend der friihen postnatalen Tage.
Am Ende der Entwicklung haben Mikrogliazellen alle Regionen des ZNS bevélkert. Jede Hirn-
region unterliegt regionalen Unterschieden, weshalb auch die Mikroglia eine heterogene Po-
pulation darstellt. Analysen zeigten, dass sie in ihrer Entwicklung einem schrittweisen Pro-
gramm folgen, bei dem die Mikroglia ihre Entwicklung mit derer der Neurone synchronisiert.>®
Die Aufgaben der Mikroglia sind vielfaltig und sie leisten in mehrfacher Hinsicht einen bedeu-
tenden Beitrag zur Gehirnentwicklung- und funktion (s. Abb. 1). Zu ihren Aufgaben wahrend
der Ontogenese gehéren Phagozytose, Ausschiittung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen,
die wiederum Neuritenwachstum, Gliogenese und Angiogenese regulieren kénnen. Wahrend

der Entwicklung des Gehirns bilden Neuronen eine Uberschissige Anzahl von synaptischen
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Verbindungen, die im Laufe der perinatalen Phase wieder entfernt werden miissen.>® Beim
sogenannten ,Synaptic Pruning“ (,Stutzen® der Synapsen®) werden Axone und Dendriten der

Neurone durch die Mikroglia modifiziert und ungenutzte Synpasen entfernt (s. Abb. 1).
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Mikrogliale Uberwachung

Q Q

Neuronale Plastizitat Synaptic Pruning,

Abbildung 1: Physiologische Aufgaben der Mikroglia im ZNS: Aufrechterhaltung der Homd&ostase
durch Phagozytose, Apoptose, Synaptic Pruning, Regulation neuronaler Plastizitat.
Modifiziert nach Salter, M. W., & Stevens, B. (2017). Microglia emerge as central play-
ers in brain disease. Nature medicine, 23(9), 1018-1027.

Dies verdeutlicht, dass die Architektur neuronaler Netzwerke mafgeblich auch durch die
Mikroglia beeinflusst wird.>” Mikrogliazellen im gesunden ZNS weisen eine verzweigte Mor-
phologie mit kleinem Soma und feinen zellularen Fortsatzen auf. Dieser morphologische Zu-
stand war lange Zeit mit dem Ruhezustand der Mikrogliazellen assoziiert. Heute wird weniger
von ruhender Mikroglia als von verschiedenen Aktivierungszustanden der Mikroglia gespro-
chen, da auch der ramifizierte Phanotyp durch die stdndige Gewebsuberwachung einer wich-
tigen Aufgabe nachkommt.®® Jeder Form des Verlustes der ZNS-Homéostase in Gestalt von
Infektion, Trauma, Ischamie, neurodegenerativen Erkrankungen oder veranderter neuronaler
Aktivitat kann schnelle und weitreichende Veranderungen in Genexpression, Morphologie und
Funktion der Mikrogliazellen hervorrufen. ,Aktivierte“ Mikroglia verandert ihre Form von ver-

zweigt zu amdboid (s. Abb. 2) und wandert zum Ort der Lasion.
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Abbildung 2: Morphologische Zustiande der Mikrogliazellen. Links: ruhend, ramifiziert mit schalem
Zellkorper, weit verzweigten hochdynamischen Zellfortsatzen zur Gewebsuberwachung
und Zell-Zell-Kommunikation. Rechts: aktiviert, amoéboid: verdickter Zellkérper, ver-
kirzte Zellfortsatze zur schnellen Motilitdt und Produktion von Botenstoffen. Modifiziert
nach Strunecka, A., Blaylock, R. L., Patocka, J., & Strunecky, O. (2018). Immunoexci-
totoxicity as the central mechanism of etiopathology and treatment of autism spectrum
disorders: A possible role of fluoride and aluminum. Surgical Neurology International, 9.

Man schatzt, dass die ansassige Mikroglia das gesamte Hirnvolumen binnen weniger Stunden
abtasten kann.*® Die Motilitat der FuRfortsatze kann sich in Reaktion auf extrazellulare Stimuli
und neuronale Aktivitat drastisch andern und auch die lokale Zelldichte kann je nach Bedarf
durch Proliferation verandert werden.>*®° Mikrogliazellen fungieren im adulten Gehirn also als
Immuneffektorzellen der angeborenen Abwehr. Durch permanentes Scannen ihrer Umgebung
kénnen sie schnell Stérungen der Homdostase wahrnehmen und agieren.®' Sie sind in der
Lage, Immunzellen zu rekrutieren, Antigene zu prasentieren, freie Sauerstoffradikale, Stick-
oxid und Interleukine zu sezernieren und eine sekundare Entziindungsreaktion zu induzie-
ren.®? Der Prozess der mikroglialen Aktivierung ist hochreguliert, da eine (iberschieBende Im-
munreaktion auch schadliche Folgen fir das umliegende Gewebe haben kann. Mikroglia spielt
daher eine entscheidende Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung von Entziindungs-
reaktionen im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen.®? Dass die von aktivier-
ten Mikrogliazellen abgegebenen Substanzen pathologische Prozesse auslésen oder verstar-
ken kénnen, ist Gegenstand intensiver Untersuchungen. Neuere Forschungsergebnisse konn-
ten zeigen, dass Mikrogliazellen bei der Entwicklung von neuronalen Netzwerken eine ent-
scheidende Rolle spielen. Sie unterstiitzen die kontinuierliche Vernetzung von Neuronen,
Dendriten und Axonen und haben - je nachdem, welche extrazellularen Stimuli sie erhalten -
Einfluss auf deren Aktivitat. In vitro Experimente konnten zeigen, dass die Differenzierung neu-
raler Vorlauferzellen der Anwesenheit von Mikrogliazellen bedarf.?*** Auch reguliert die
Mikroglia die Zelldifferenzierung in der friihen postnatalen Gehirnentwicklung tuber die Freiset-
zung von Zytokinen.® Eine weitere wichtige Aufgabe der Mikrogliazellen stellt die Phagozytose
dar. Sowohl im sich entwickelnden als auch im adulten Gehirn ist die Phagozytose in patholo-
gische und regeneratorische Prozesse involviert. Wahrend der Entwicklung beseitigen sie
apoptotische Zellen und redundante Synapsen. Im Gehirn des Erwachsenen phagozytieren

sie Uberschussige Neuronen, von denen sie proapoptotische Signale erhalten (s. Abb. 2).
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Auch im Rahmen der Neurodegeneration ist die Rolle der Mikroglia-Phagozytose in verschie-
denen experimentellen Kontexten nachgewiesen worden.® Dass auch die Art der mikroglialen
Aktivierung entwicklungs- und umweltbedingten Anpassungen und Stimuli unterliegt ist mehr-
fach in der Literatur beschrieben. Proliferation und Phagozytoseverhalten der Mikroglia andern
sich im Laufe der Entwicklung vom embryonalen zum neonatalen hin zum postnatalen Stadium
und Erwachsenenalter.®® Ebenso ist die Fahigkeit, auf interne Signale oder Fremdmaterial zu

reagieren durch einen Prozess der Reifung bestimmt.®®

Da Mikrogliazellen das Gehirn wah-
rend der frihen Embryonalentwicklung kolonisieren, kdnnten umweltbedingte und genetische
Stérungen die mikrogliale Entwicklung, die Fahigkeit zum Synaptic Pruning, die Uberwachung
der Homoéostase und andere Funktionen verandern, die spater direkt oder indirekt zur Patho-

physiologie neurodegenerativer und neuropsychiatrischer Erkrankungen beitragen.®’

2.2.3 M1-/M2-Polarisierung von Mikroglia und Marker

Der Zustand aktivierter Mikroglia wird aus immunologischer Sicht in einen M1 und einen M2
Phanotyp unterteilt (s. Abb. 3). Die klassische Kategorisierung in einen pro- und antiinflamm-
atorischen Phanotyp entstammt der Einteilung der Makrophagen. Wahrend der M1-Phanotyp
eher zytotoxische Effekte auf die Zelle hat und durch die Freisetzung freier Radikale und pro-
inflammatorischer Zytokine zu einem sekundaren Gewebsschaden flhrt, besitzt der M2- Pha-
notyp neuroprotektive Eigenschaften. Hierzu zéhlen die Sezernierung antiinflammatorischer
Zytokine sowie der Prozess der regulierten Phagozytose. Proregenerative M2-Mikroglia expri-
mieren zudem Arginase1 (Arg1) anstelle der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), wodurch der
Arginin-Metabolismus von der Produktion von NO auf Ornithin und Polyamine fiir die Kollagen-
und Extrazellularmatrixsynthese umgestellt wird.®® Die beiden unterschiedlichen Phanotypen
aktivierter Mikroglia werden in Abb. 3 naher dargestellt. Die Lipopolysaccharid (LPS)-Stimula-
tion gilt seit langem als der Goldstandard fiir die Aktivierung von Mikroglia. Sie ahmt eine In-
fektion durch gramnegative Bakterien nach und erzeugt eine massive antimikrobielle Abwehr-
reaktion. Doch auch in Abwesenheit von Mikroorganismen kommt es auch in Folge eines Trau-
mas, einer Ischamie oder einer chemischen Exposition zu einer in diesem Fall sterilen Entzin-
dungsreaktion.®® Mikroglia reagiert auch hier mit der Produktion von M1-assoziierten Faktoren
wie z. B. proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin-1f3 (IL-1B), IL-6, TNFa), Chemokinen
und Redoxmolekilen (s. Abb.3).
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Abbildung 3: M1- und M2-Polarisierung von Mikrogliazellen: Signalwege, Botenstoffe, Effekte.
Durch Stimulation mit LPS und INFy erfolgt eine M1-Polarisierung der Mikroglia, welche
mit der Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen, Gewebeschaden und Neu-
roinflammation assoziiert ist. Antiinflammatorische Stimuli (IL-4, IL-10) fiihren zu einer
M2-Polarisierung, einhergehend mit der Ausschuttung antiinflammatorischer Zytokine
und neuroprotektiven Eigenschaften. Modifiziert nach Orihuela, R., McPherson, C. A.,
and Harry, G. J. (2016) Microglial M1/M2 polarization and metabolic states. British Jour-
nal of Pharmacology, 173: 649-665. doi: 10.1111/bph.13139.

Es wird vermutet, dass klassisch aktivierte Mikroglia (M1-polarisierte Mikroglia) an der Dys-
funktion neuronaler Netzwerke im ZNS beteiligt sind. Beispielsweise soll die M1-Mikroglia-in-
duzierte Dysregulation der neuronalen Schaltkreise im prafrontalen Kortex zur Entstehung von
Depressionen, chronischen Schmerzen und Migrane beitragen. M2-polarisierte Mikroglia hin-
gegen dampft vermutlich die M1-Mikroglia-vermittelte Neuroinflammation durch die Produktion
von antiinflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise Interleukin-10 (IL-10).7°

Neuere Transkriptom-Sequenzierungen zeigen multiple Polarisationszustande von Mikroglia,
die nicht immer klar einem Reaktionstyp zugeordnet werden kénnen.”" Die duale in vitro Eintei-
lung der Mikroglia in M1- und M2-Typ spiegelt daher nicht die reale in vivo Situation wider, da

die mikrogliale Aktivierung ein sehr viel breiteres Spektrum an Phanotypen beinhaltet, die durch
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verschiedene Stimuli induziert werden kdnnen.”? Fiir beide Phanotypen gibt es charakteristi-
sche Marker (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Marker fiir M1- und M2-Polarisation der Mikrogliazellen.

Subtyp M1 M2
Rezeptor TLR4 IL4R
Signallbertrager Myd88 JAK1/2
Transkriptionsfaktoren STAT1 PPARy, PPARa
NFkB1 p65 c-myc
NFkB1 p50
Polarisationmarker iNOS Arg1
Ym1
Fizz1
Zytokine TNFa TGFR
IL-18 IL-10, IL-4
IL-6

Adaptiert nach Chhor, V., Le Charpentier, T., Lebon, S., Oré, M. V., Celador, I. L., Josserand, J., ... &
Fleiss, B. (2013). Characterization of phenotype markers and neuronotoxic potential of polarised primary
microglia in vitro. Brain, behavior, and immunity, 32, 70-85.

Exemplarisch soll hier auf einige ndher eingegangen werden. Peroxisom-Proliferator-aktvierter-
Rezeptor- gamma (PPARYy) sind nukleare Rezeptoren, die bei der Immunantwort und im Zell-
stoffwechsel eine wichtige Rolle spielen.” Auch in Mikrogliazellen sind sich hoch exprimiert und
regulieren mittels verschiedener Prozesse die Antwort der Mikroglia auf eine Entziindung: Sie
hemmen die Synthese von klassischen proinflammatorischen Entziindungsmediatoren und
Transkriptionsfaktoren wie Signal Transducer and Activator of Transcription 1 (STAT1) und Nu-
clear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-Cells (NFkB1), wahrend sie gleichzeitig
die Expression antiinflammatorischer Gene wie Arg1 und IL-4 erhdhen.”?"*" Sje férdern zudem
die mikrogliale Phagozytoseleistung. Arg1 ist ein etablierter Marker fur die alternative Mikroglia-
Aktivierung.”® Arg1 hemmt die NO-Produktion durch Konkurrenz mit der induzierbaren Stick-
stoffmonoxid-Synthase (iNOS) um das gemeinsame Substrat.”” Arg1 ist an der Regulation von
Wundheilung und Fibrose beteiligt und kann auch direkt das Uberleben von Neuronen unter-
stlitzen.”®" Transforming growth factor beta (TGFR) ist ein entziindungshemmendes Molekil,
das als Verstarker der alternativen Mikrogliaaktivierung und somit als Regulator der Mikroglia-
vermittelten Neuroregeneration gilt.®° Fraktalkin (CX3CL1) ist eines der wichtigsten Chemokine,
die an der Regulation von neuroinflammtorischen Prozessen beteiligt sind.®"#2 Es wird von Neu-
ronen freigesetzt und fungiert als Vermittler in der Kommunikation zwischen Neuronen und Gli-
azellen.®® Auch ist Fraktalkin ein wichtiger Akteur in der friihen Induktion der diatinduzierten

hypothalamischen Entziindung, da es die Ansiedlung pro- und antiinflammatorischen Zellen
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kontrolliert.2* Der Fraktalkin-Rezeptor (CX3CR1) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der im
Gehirn hauptséchlich von Mikrogliazellen exprimiert wird.®' CX3CR1-defiziente Mause zeigten
in verschiedenen Entwicklungsstadien sowohl eine Abnahme der Dichte von Mikrogliazellen als
auch deren verminderte Fahigkeiten beim Prozess des Synaptic Pruning. Infolge verschlechtert
sich die Konnektivitat und Leistung der synaptischen Ubertragung innerhalb der neuronalen
Netzwerke.®>** Veranderungen der Mikrogliazahl-oder funktion wahrend der Entwicklung, z. B.
durch das Ausschalten von CX3CR1 flihren zu Aberrationen der Neuroplastizitat im Erwachse-
nenalter.®” INOS und c-Fos gelten ebenfalls als wichtige Aktivierungsmarker der Mikroglia.®® Bei
c-Myc handelt es sich um einen Downstream-Parameter des durch IL-6 induzierten STAT3-
Signalwegs.®

2.3 BV-2Zellen

BV-2 Zellen wurden von raf/myc-immortalisierten murinen Mikrogliazellen abgeleitet und sind
der am haufigsten verwendeten Ersatz fir primare Mikroglia in der Zellkultur. Sie besitzen die
morphologischen und funktionellen Eigenschaften primarer Mikroglia. Aufgrund ihrer Herkunft

Ubersteigt die in vitro Stoffwechsel- und Proliferationsrate diejenige primarer Mikrogliazellen.®®

2.4 Morphologie und IBA1 Aktivierung

Wie bereits oben erwahnt spiegeln sich die verschiedenen Zustande und Funktionen der
Mikrogliazellen in ihrer Morphologie wider. Um dies anhand von immunhistochemischen Far-
bungen zu zeigen, ist IBA1 ein wichtiger Faktor. IBA1 ist ein zytoplasmatisches Helix-Loop-
Helix-Protein mit F-Aktin bindender und Aktin-vernetzender Aktivitat, das mdglicherweise auch
an der Motilitdt und Phagozytoseaktivitat der Zellen beteiligt ist.®® IBA1 wird im Zytoplasma
und in den Fortsatzen der Mikroglia exprimiert und ist wahrend reaktiver Mikrogliaaktivierung
hochreguliert.%® Da IBA1 einer der ersten Marker ist, die wahrend der friihen Aktivierung hoch-
reguliert werden, dient er insbesondere der Untersuchung von Mikroglia mit niedrigem Aktivie-

rungsstadium.®

2.5 Gliose

IL-6 nimmt eine Schlisselrolle im Prozess der Neuroinflammation ein. Der Begriff Neuroin-
flammation beschreibt die Aktivierung der ZNS-residenten Immunzellen: der Mikroglia und der
Astrozyten. Im Rahmen der Neuroinflammation werden verschiedene Zytokine und Chemo-
kine sowie reaktive Sauerstoffspezies und andere Entziindungsmediatoren freigesetzt. Neu-
roinflammation ist mit neurodegenerativen Erkrankungen und anderen hirneigenen Stérungen

wie z. B. Hypoxie/lschamie, traumatische Hirnverletzungen, Infektionen und epileptische An-
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falle assoziiert. Die Rolle der Neuroinflammation in der Pathophysiologie von ZNS-Erkrankun-
gen wird immer noch kontrovers diskutiert: Einerseits sieht man sie als bloRRe Folge der neu-
ronalen Degeneration, andererseits aber auch als Verstarker oder gar treibende Kraft jener
pathologischen Prozesse. Die beiden Hauptmerkmale der Neuroinflammation sind Mikrogliose
und Astrogliose, gekennzeichnet durch Hypertrophie und Hyperplasie der Zellen. Sanders et
al. beschrieben die Mikroglia als ,Dr. Jekyll und Mr. Hyde des ZNS*: Verletzungen kdnnen Uber
die Produktion von trophischen Faktoren eine mikroglia-induzierte Regeneration auslésen, an-
dererseits ist die Mikroglia in der Lage, neurotoxische Faktoren zu sezernieren, deren Folge

der neuronale Zelltod ist.®’!

Der Begriff der reaktiven Gliose wird verwendet, um die Reaktion
endogener Gliazellen auf neuronale Gewebsschaden zu beschreiben. Gliazellen reagieren auf
Signale geschéadigter Neurone in einer Hirnregion.?? Reaktive Gliose und Neuroinflammation
sind Kennzeichen der Alzheimer-Erkrankung und anderer neurodegenerativer Erkrankun-
gen.?” In einer prospektiven MRT-Studie konnte auBerdem gezeigt werden, dass der Grad der
hypothalamischen Gliose pradiktiv fir den BMI und die Insulinresistenz bei gesunden mensch-

lichen Probanden war.%

2.6 Synaptische Plastizitat und Marker

Synaptische Plastizitat Iasst sich als eine Veranderung der synaptischen Starke durch struk-
turelle oder funktionelle Modifikationen in Form, Dichte, Bildung und Eliminierung von Synap-
sen definieren.®* Modifikationen der synaptischen Stérke resultieren aus dauerhaften oder vo-
ribergehenden morphologischen und funktionellen Veranderungen des synaptischen Appa-
rates.® Die Synaptische Plastizitat wird von der funktionellen Einheit der Mikroglia, Astrozyten
und Oligodendrozyten beeinflusst.®! Veranderungen der Plastizitat neuronaler Netzwerke kén-
nen mit kurzfristigen strukturellen Veranderungen des Zytoskeletts einhergehen.*® Die Bedeu-
tung der Mikroglia fir die synaptische Plastizitat hangt mit ihrer Fahigkeit zusammen, den
funktionellen Zustand von Synapsen und EZM zu erfassen und mit anderen ZNS-residenten
Zellen zu kommunizieren.®” Durch eine hohe Dichte an Oberflachenrezeptoren ist die Mikroglia
in der Lage sowohl physiologische Stimuli wie (Erndhrung, kdrperliche Betatigung, kognitive
Stimuli) als auch pathologische Einfliisse zu erkennen.® Mittels dieser Oberflachenrezeptoren
beeinflussen sie Prozesse der synaptischen Plastizitat und Neurogenese.®® In der Literatur
wurden bereits zahlreiche Wege diskutiert, wie die Mikroglia die synaptische Plastizitat beein-
flussen konnte: durch Phagozytose, mechanisch durch Ausbildung und Einziehung ihrer Ful3-
fortsatze, durch postsynaptische Modifikation, durch Produktion und Sekretion von Botenstof-
fen und EZM-Molekiilen oder rezeptorvermittelt durch Fraktaklin.®1%1%" Experimente mit in
vivo Bildgebung haben gezeigt, dass Mikrogliazellen in ihrem Uberwachungszustand standig
die sie umgebenden synaptischen Kontakte abtasten. Diese Kontakte verlangerten sich im

Falle pathologischer Zustadnde wie beispielsweise einer Ischamie von Minuten auf mehrere
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Stunden. Die Konsequenz der verlangerten Kontakte ist die anschlieBende Elimination der
betroffenen Synapsen.'® Gleichzeitig deuten mehrere Studien auf eine Beteiligung der
Mikroglia an der Regulation der Synaptogenese im frihen postpartalen Gehirn hin. Durch die
Sekretion von Proteinen der EZM, Neurotrophinen - kérpereigenen Signalstoffen, die der Kom-
munikation der Nervenzellen dienen - und Proteasen beeinflussen sie Wachstum und Diffe-
renzierung der Synapsen und der neuronalen Netzwerke.'®*'%* Dass Mikrogliazellen die neu-
ronale Aktivitdt und Plastizitat durch Modifikation der Synapsen auch im erwachsenen Gehirn
modulieren, konnte bereits mehrfach bewiesen werden.'*'% Zusammenfassend lasst sich sa-
gen, dass Mikrogliazellen wichtige Akteure wahrend der Entwicklung des Nervensystems sind.
Durch ihr Potenzial, die Entwicklung, Strukturierung, Konnektivitat und Funktion neuronaler
Netzwerke zu regulieren, beeinflussen sie mal3geblich das strenge Gleichgewicht zwischen
Neurogenese und neuronalem Tod.%* Da es sich hierbei um ein sehr fragiles Gleichgewicht
handelt, wird die Rolle der Mikroglia im Kontext der synaptischen Plastizitat auch als dichotom
beschrieben. Gerat der Prozess aus dem Gleichgewicht, kann es zu neuropsychiatrischen
Entwicklungsstérungen und Erkrankungen kommen.'” In einer aktuellen Studie konnte am
zellularen Modell gezeigt werden, dass es bei Schizophreniepatienten zu einem Uberschie-
Rendem Synaptic Pruning durch Mikrogliazellen kommt.'®® Zudem dienen Mikrogliazellen ins-
besondere den Prozessen der aktivitdtsabhangigen, langfristigen synaptischen Plastizitat. Die
anhaltende synaptische Plastizitat wird allgemein als zellulare Grundlage fur Lernen und Ge-
dachtnis verstanden und wird auch als Langzeitpotenzierung bzw. Langzeitdepression be-
zeichnet."®

Als wichtige Marker synaptischer Plastizitat sind hier Egr1, Arc, Homer1a, Foxo1, c-Fos und

vGLUT2 zu nennen.%111.112

2.7 Extrazellulare Matrix und Marker

Die EZM fungiert als funktionelles Gerust des Gehirns und unterstitzt mit ihren molekularen
Elementen die synaptische Plastizitat und neuronale Funktion.®' Die EZM bildet sogenannte
perineuronale Netzwerke, mit denen sie neuronale Synapsen umhdlit. Dies hat insbesondere
Effekte auf die langfristige Plastizitat und Gedachtnisbildung. Mikroglia sind in der Lage, die
EZM umzubauen und kénnen dadurch wiederum indirekt auf die Plastizitat neuronaler Netz-
werke einwirken. Beispielsweise setzten sie im Falle eines Schlaganafalls Matrix-Metallopro-
teinasen (z. B. MMP9) frei, die die EZM degradieren."">""* Hauptkomponenten der EZM sind
Proteoglykane, die mit Kollagen, Glykoprotein (z. B. Teanscine wie TenascinR) und Hyaluron-
saure interagieren, die von Glia und Neuronen synthetisiert werden.®' Matrix-Metalloproteina-
sen spielen eine wichtige Rolle bei den pathophysiologischen Um- und Abbauprozessen der
EZM. Sie gehéren zur Familie der zinkabhangigen Endopeptidasen, die die Fahigkeit besitzen,

Komponenten der EZM zu spalten.""® Zu inren physiologischen Aufgaben zéhlen Abwehrfunk-
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tionen, Wundheilung und GefaRneubildung. MMPs werden auch im Kontext der Pathophysio-
logie zahlreicher Erkrankungen diskutiert und spielen insbesondere auch im Kontext der Ent-
ziindungsreaktion bzw. der chronischen Entziindung eine entscheidende Rolle."® Die Uber-
expression der aktivierten Proteinasen flhrt zur vermehrten Degradierung korpereigener
Strukturen. Die Aktivitat der MMPs kann auf unterschiedliche Weise durch transkriptionelle
und posttranskriptionelle Modifikationen reguliert werden. Bei der Induktion oder Hemmung
spielen Zytokine und andere von Zellen sezernierte Mediatoren eine wichtige Rolle, darunter
TNFa und IL-6. Zum Schutz der EZM vor einer Gberschielenden Aktivitat der MMPs existieren
zusatzlich spezifische Inhibitoren, die Tissue Inhibitors of Metalloproteinases wie z. B. TIMP1
und TIMP2. Ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen Protease und Antiprotease ermoglicht
eine koordinierte Gewebshomdostase.""” Als wichtige Marker wurden in der vorliegenden Ar-
beit neben den Metalloproteinasen auch Bestandteile der EZM wie Syndecan 1 und Syndecan

3 untersucht, die sich bei Auf- und Abbau der EZM verandern.''®116

2.8 Zytokine

Zytokine umfassen eine Gruppe von kleinen Polypeptiden, die eine enorme Vielfalt an poten-
ziellen Wirkungen besitzen. Die meisten Zytokine wirken in sehr niedrigen Konzentrationen
und signalisieren entweder auf autokrine oder parakrine Weise, um lokale zellulare Mechanis-
men wie Uberleben, Wachstum und Differenzierung zu modulieren. Zytokine werden auch als
Reaktion auf Krankheiten, Verletzungen und Infektionen schnell hochreguliert und spielen eine
wichtige Rolle bei der Gewebereparatur wahrend akuter pathologischer Zustande. Sie regu-
lieren Dauer und Intensitat der immunologischen Reaktion sowie die intrazellulare Kommuni-
kation. Basierend auf ihrer Wirkung im peripheren Gewebe wurden Zytokine typischerweise

als entziindungsférdernd oder entziindungshemmend klassifiziert.""®

2.8.1 Interleukin-6 und gp130-Signaling

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Protein, das als Zytokin und Adipozytokin an der Kommunikation
zwischen Zellen des Immunsystems beteiligt ist und lokale und systemische Entzindungsre-
aktionen beeinflusst. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass IL-6 eine entschei-
dende Rolle bei der Entstehung und den Auswirkungen von Ubergewicht spielt. Eine Hoch-
Fett-Diat geht mit erhéhten IL-6-Serumspiegeln und dem Uberwiegen proinflammatorischer
Effekte einher.?” Im Hypothalamus und weiRen Fettgewebe erhéht sich durch eine HFD die
Expression von IL-6 und induziert eine lokale low-grade Inflammation, die die Energiehoméo-

stase beeintrachtigt.*’

Wahrend IL-6 urspringlich als ein proinflammatorisches Zytokin galt,
werden die pleiotropen Wirkungen von IL-6 auf verschiedene Zelltypen immer mehr kontrovers

diskutiert. Beispielsweise zeigt sich, dass IL-6 im ZNS eine dichotome Wirkung hat: Es indu-
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ziert sowohl neurotrophe als auch zytotoxische Effekte. Die ersten Hinweise darauf, dass IL-6
auch an Prozessen im ZNS beteiligt ist, ergab sich aus seiner dysregulierten Expression bei
verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie etwa Multipler Sklerose, Aquaporin-4-posi-
tiver Neuromyelitis optica, Alzheimer und Morbus Parkinson. Dartber hinaus konnte gezeigt
werden, dass IL-6 in mehreren physiologischen Prozessen zur Aufrechterhaltung der Homdoo-
stase im ZNS agiert. Hierzu zahlen die Integritat der Neurone, Astrogliogenese und neuronale
Differenzierung. Seine schadlichen Wirkungen im Sinne einer Neuroinflammation entstehen
bei chronischer Aktivierung.'® IL-6 (bt Einfluss auf drei die Neuroinflammation bedingende
Parameter aus: Astrogliose, Mikrogliose und Integritat der Bluthirnschranke. Indem es die Ex-
pression von Genen, die an inflammatorischen Prozessen, oxidativem Stress, Apoptose und
synaptischer Aktivitat beteiligt sind, reguliert, wurde IL-6 zum entscheidenden Akteur der low-
grade-Inflammation im ZNS. IL-6 kann seine intrazellularen Signalwege Uber zwei verschie-
dene Mechanismen aktivieren.'?' Diese sind zum besseren Verstandnis in Abb. 4 bildlich dar-
gestellt. Der klassische Weg geht Gber den auf Zielzellen exprimierten IL-6-Rezeptor, der mit
dem transmembranaren Signalrezeptorprotein gp130 verbunden ist und die Downstream Pa-
thways initiiert (s. Abb. 4(a))."? IL-6 kann jedoch Uber einen anderen Mechanismus auch Zel-
len aktivieren, die keinen membranstandigen IL-6-Rezeptor exprimieren. Bei diesem alterna-
tiven Signalweg, dem sogenannten ,Trans-Signaling®, bindet IL-6 an eine I6sliche Form des
IL-6-Rezeptors, dem soluble IL-6-Rezeptor (sIL-6R) (s. Abb. 4(b))."* Der Komplex aus IL-6
und seinem léslichen Rezeptor sIL-6R-Komplex kann ebenfalls an das Transmembranprotein
gp130 binden und so IL-6-abhangige intrazellulare Signalkaskaden wie z. B. den JAK/ STAT
Signalweg aktivieren.'®*'?° Dass das ,Trans-Signaling” insbesondere im ZNS von Bedeutung
ist, zeigt sich beispielsweise an der Erhdéhung des sIL-6R bei einer Reihe pathophysiologischer
Prozesse im ZNS.'? So zeigt ein 2012 verdffentlichtes Experiment eine Erhdhung des sIL-6R
im Liquor von Neuromyelitis optica Patienten. Die gemessene Menge an sIL-6R korrelierte
demnach mit einer erhdhten Krankheitsaktivitat.'?® Beispielsweise gibt es bei der Neuromyeli-
tis opctica vielversprechende therapeutische Ansatze mit dem monoklonalen Antikérper Sat-
ralizumab, der sowohl an den slIL-6R als auch an den mebrangebundenen IL-6R bindet."?’
Basierend auf dem naturlich vorkommenden Prozess des Trans-Signalings wurde ein Desig-
ner-Zytokin, hlL-6 (hIL-6) genannt, geschaffen, das aus einer Fusion zwischen IL-6 und dem
sIL-6R besteht und lediglich das Trans-Signaling, nicht aber den klassischen Signalweg akti-
viert."”?® Auch neurodegenerative und gliotische Veranderungen im ZNS werden primér tber
ein verstarktes IL-6-Trans-Signaling beeinflusst.**'2*'% Wie bereits erwéhnt, konnten Vorar-
beiten zeigen, dass auch die chronische Inflammation im Hypothalamus auf eine gesteigerte
IL-6-Aktivierung zuriickzufiihren ist.'33032132 || _g gktiviert (iber die STAT3 (Signal transducer
and activator of transcription 3-) Signalkaskade die Transkription verschiedener Gene.*"""

Dass erhdhte IL-6 Spiegel bei der Mutter auch den Fétus beeinflussen, zeigte sich in einer
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Studie, in der erhéhte mitterliche Expression ebenfalls zu gesteigerter fetaler Expression des
Zytokins fiihrte."*® IL-6 wird eine zentrale Rolle bei der Beeinflussung fetaler Gehirnentwick-
lung in der perinatalen Phase zugeschrieben.’ So konnten Brunssen et al. zeigen, dass eine
erhohte perinatale Produktion von Entzindungsmediatoren wie IL-6 mit einer unglnstigen
neurologischen Entwicklung des Kindes assoziiert ist.”** Im Mausmodell fiihrt eine mehrwé-
chige HFD zu einer allgemeinen proinflammatorischen Reaktion im Hypothalamus mit erhoh-
ter Genexpression von IL-6."* Dass IL-6 eine Schliisselrolle bei der Beeinflussung fetaler Ge-
hirnentwicklung in der perinatalen Phase zukommt, konnte auch an einem Mausmodell zu
moglichen Faktoren bei der Pathogenese der Schizophrenie gezeigt werden. Eine Injektion
von IL-6 bei tragenden Mausen fiihrte zu entscheidenden Veranderungen im Verhalten der
Nachkommen und in der Transkription von assoziierten Gene. Eine gleichzeitige Verabrei-
chung eines Anti-IL-6-Antikdrpers konnte diese Veranderungen und Defizite wieder normali-
sieren." Eine kiinstliche mitterliche Immunaktivierung mit konsekutiver Erhéhung von IL-6
fuhrte zu einem erhdhten Kérpergewicht bei den Nachkommen.?*3’ Es bleibt zu klaren, Gber
welchen der beiden bekannte Signalwege diese schadlichen Effekte im ZNS vorrangig vermit-
telt werden und inwieweit es ein ursachlicher Faktor fur die Pradisposition zur Entwicklung von

Adipositas im spateren Leben darstellt.

2.8.2 Hyper-Interleukin-6

Dass das Trans-Signaling insbesondere im ZNS von besonderer Bedeutung ist, zeigt sich bei-
spielsweise an der Erhdhung des slL-6R bei einer Reihe pathophysiologischer Prozesse im
ZNS. Basierend auf dem naturlich vorkommenden Prozess des Trans-Signaling wurde ein
Designer-Zytokin, Hyper-Interleukin-6 (hlL-6) genannt, geschaffen, das aus einer Fusion zwi-
schen IL-6 und dem sIL-6R besteht und lediglich das Trans-Signaling, nicht aber den klassi-
schen Signalweg aktiviert.'?® Wie bereits erwahnt, steht das klassische IL-6-Signaling eher im
Kontext anti-entziindlicher Signale, wahrend das Trans-Signaling in vielen Geweben eher pro-
inflammatorische Effekte vermittelt. So ist das Trans-Signaling bei der Neurodegeneration,*
entziindlichem Dickdarmkrebs,® Arthritis'*® und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
beteiligt.’*” Im Nervengewebe steht das Trans-Signaling im Fokus als zentraler Signalweg im
Rahmen neurodegenerativer Veranderungen.®® Uber die Rolle in der Pathogenese der Adipo-

sitas ist bisher wenig bekannt.
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Abbildung 4: IL-6-Trans-Signaling iiber den l6slichen slL-6-Rezeptor (a) und IL-6 klassischer
Signalweg liber den membranstandigen Rezeptor (b).

2.9 Vorarbeiten

Vor kurzem konnte die Arbeitsgruppe ,Metabolische Programmierung® an einem Mausmodell
zeigen, dass miitterliches Ubergewicht zur einer erhéhten IL-6-Serum-Konzentrationen und ei-
ner Aktivierung der IL-6/STAT3-Signalkaskade im Hypothalamus im Vergleich zu schlanken
Kontrollen fuhrt. Ein freiwilliges Laufradtraining wahrend der Schwangerschaft der bergewich-
tigen Maus konnte die gesteigerte IL-6 Aktivierung wieder auf das Niveau der Kontrollgruppe
senken.'® Parallel zu diesen Effekten, die am Ende der Stillzeit untersucht wurden, zeigten die
Nachkommen von Ubergewichtigen Muittern eine gesteigerte Proteinexpression von IBA1, ei-
nem Marker fur aktivierte Mikrogliazellen, im Hypothalamus.

Diese Ergebnisse sind ohne Mitarbeit der Autorin der vorliegenden Dissertationsschrift entstan-
den.

Da die Voruntersuchungen an ex vivo Hypothalami der Mause durchgefiihrt wurden, konnte in
den Genexpressions- und Proteinanalysen nicht unterschieden werden, ob die hypothalami-
schen Neurone selbst oder die Mikroglia fiir die vermehrte Aktivierung der IL-6 Signalkaskade
verantwortlich waren. Zudem waren zu dem Zeitpunkt notwendige immunhistochemische Me-
thoden zur Beurteilung einzelner Zellpopulationen des Hypothalamus in der Arbeitsgruppe
noch nicht abschlieRend vorhanden, sind aber mittlerweile sehr gut etabliert.®® Fiir die Fortfiih-
rung des Projektes ist daher geplant, zum einen immunhistochemische Untersuchungen an ex

vivo Explantaten vom Hypothalamus durchzuflihren, zum anderen soll parallel die Stimulation
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von Mikrogliazellen und hypothalamischen Neuronen durchgefihrt werden, um erganzende
Erkenntnisse zur hlL-6 Stimulation auf das Verhalten der einzelnen Zellpopulationen zu erlan-
gen. Dabei soll der Schwerpunkt des vorliegenden Dissertationsprojektes auf der Stimulation
von Mikrogliazellen mit hIL-6 und deren Auswirkungen auf Marker der Neuroinflammation (Ak-
tivierung, Polarisierung, EZM-Degradierung, Gliose, synaptische Plastizitat) im Zellkulturmo-

dell liegen.

210 Fragestellungen und Zielsetzung der Arbeit

Stimulation von Mikroglia-Zellen (BV-2 Zellen) mit hIL-6 beeinflusst die Morphologie und

immunologische Phanotypisierung der BV-2 Zellen.

Stimulation von BV-2 Zellen mit hIL-6 hat Einfliusse auf Marker/Regulatoren der Synapti-

schen Plastizitat.

Zur Prufung dieser Hypothesen wurden BV-2 Zellen (murine Mikrogliazellen) fur je 4, 8, bzw.
24 Stunden mit hIL-6 stimuliert und mit einer nicht stimulierten Kontrollgruppe verglichen. Ins-
gesamt wurden vier Versuche durchgefihrt (s. Abb. 5).

Die vorliegende Dissertation soll neue Erkenntnisse uber die molekularen Mechanismen lie-
fern, wie hIL-6 auf Mikroglia Zellen (BV-2 Zellen) in vitro wirkt.

Mehrere Arbeiten haben bereits beschrieben, dass miitterliches Ubergewicht bzw. mtterliche
Uberernahrung in verschiedenen perinatalen Phasen die Ausbildung und Funktion hypothala-
mischer Nervenzellnetzwerke beeinflussen kann."® Eine mechanistische Verbindung zwi-
schen IL-6 und einer gestérten Morphologie und Funktion von Mikroglia und hypothalamischen
Nervenzellnetzwerken in vivo fehlt bislang géanzlich. Bislang ist unklar, ob die Hypothalamus-
Neurone selbst oder aber die Mikrogliazellen zytotoxisch wirken und so degenerative Mecha-
nismen unterstitzen. Die durch IL-6 aktivierte STAT3 Signalkaskade bedingt die Transkription
verschiedener Gene, die in Folge die low-grade-Inflammation im Hypothalamus und die Ent-
stehung von Gliose aufrechterhalten. Es stellt sich die Frage, ob mutterliche Adipositas még-
licherweise Uber eine Modulation IL-6-abhangiger inflammatorischer Prozesse die Morpholo-
gie und Funktion hypothalamischer Nervenzellnetzwerke in den Nachkommen beeinflusst. Um
festzustellen, welche Zellen im multizellularen Verband innerhalb des Hypothalamus maf3geb-
lich an der intakten Funktion hypothalamischer Neuronennetzwerke beteiligt sind, ist als
Grundlage eine differenzierte und isolierte Betrachtung von Neuronen, Astrozyten und Mikrog-
liazellen unter Stimulation notwendig. Daher werden in der hier vorliegenden Dissertation die

Einflisse von von hIL-6 auf Mikrogliazellen (BV-2) im Detail beleuchtet.
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Abbildung 5: Versuchsmodell: BV-2 Zellen wurden fir je 4, 8, bzw. 24 Stunden mit hIL-6 stimuliert
und mit einer nicht stimulierten Kontrollgruppe verglichen
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Tabelle 2: Verwendete Zellen

Zelltyp Eigenschaften Firma, Sitz / Referenz
BV-2 Zelllinie Zelllinie Mikroglia-ahnlicher Tumor- ATCC, Manassas/Virginia,
Mauszellen, induziert mit v-raf/v-myc USA
onkogen tragender Retrovirus (J2) Prof. Thomas Langmann

3.2 Gerate und Software

Tabelle 3: Verwendete Gerate und Software

Gerit, Software Firma, Sitz

Absaugpumpe Hettich Benelux, Geldermalsen,
Niederlande

Brutschrank Thermo Fisher Scientific,

Waltham/Massachusetts, USA

cellSens Dimension Software Olympus, Shinjuku / Tokio, Japan

Doppelgel-Elektrophorese-System PerfectBlue Peqglab, Erlangen, Deutschland
Twin M

Excel Redmond/Washington, USA

Fluoreszenzmikroskop Olympus BX43 Olympus, Shinjuku / Tokio, Japan

GraphPad PRISM 9.0 GraphPad Software, San
Diego/Kalifornien, USA

Heizblock Hettich Benelux, Geldermalsen,
Niederlande

Image J Wayne Rasband (NIH)

ImagelLab BioRad, Hercules /Kalifornien, USA

Imager ChemiDoc XRS Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

(Software Image Lab)

Laborwaage CPA Laborwaage Sartorius Géttingen, Deutschland

Microplatereader Nano-Quant-Infinite M200 Pro | Tecan, Crailsheim, Deutschland
(Software-1-Control 1.7)
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Gerat, Software

Firma, Sitz

Mikroskop Leitz Dialux 20 EB

Leica Microsystem, Wetzlar,
Deutschland

Pipetten 10 pl, 20 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Easypet

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PEQLAB Power Supply EV231

Peqglab, Erlangen, Deutschland

Schittelplatte 3005

GFL, Burgwedel, Deutschland

Semi-Dry Elektroblotter Perfect Blue™

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Sterilbank BS48

Tecniplast, Hohenpeiltenberg,
Deutschland

Stratalinker UV-Sterilisator

Stratagene, Agilent Technologies, San
Diego/ Kalifornien, USA

Taumelschuttler Polymax 1030

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Tecan infinite M200 pro

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermozykler 7500 Real Time PCR System
(Software: 7500 Software v 2.0.5)

Applied Biosystem,
Forster City/ Kalifornien, USA

Vortexer K1 plus

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Wasserbad WNB 14

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge 5424R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Rotina 420R SD

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

3.3 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Firma, Sitz

BCA Assay Kit

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Blotting Paper Sheets

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Cast-It M Gelgief3stand (groRe Gele 14x16 cm)

PegLab, Erlangen, Deutschland

Deckglaser (18x18 mm, 15x15 mm)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einmal-Skalpelle

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Firma, Sitz

Falcon Tube 15ml, 50ml

BD Falcon, Franklin Lakes/ New Jersey,
USA

Filterspitzen 10 pl, 200 ul, 1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Glasplatte normal, 16x14 cm

PeglLab, Erlangen, Deutschland

Glasplatte ausgeschnitten, 16x14 cm

PegLab, Erlangen, Deutschland

Kamm 16 Zahne, 1,0 mm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kamm 20 Zahne, 1,0 mm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kapillarspitzen 200 pl

Biozym, Oldendorf, Deutschland

Kryorohrchen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Lagerkasten flach mit Raster fir 0,5 ml, 1,5 ml,
2 ml Gefale

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

MicroAmp Adhesive Film Applicator

Applied Biosystems, Forster City /
Kalifornien, USA

Multiwell 6-Well Platte

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Multiwell 24-Well Platte

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Multiwell 96-Well Platte

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Clear seals

4titude, Dorking, GroRbritannien

Parafiim M

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pasteurpipetten

Labsolute/Th. Geyer GmbH&Co KG,
Renningen, Deutschland

Pipettenspitzen 10 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 ul nicht
gestopft

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Nitrocellulose Membran ROTI NC 0,45

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Reaktionsgefalte 0,5 ml, 1,5 ml, 2 mi

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Spacer 1,2cm x 10 cm

PegLab, Erlangen, Deutschland

Stabpipette 5 ml, 10 ml, 25 mi

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturflaschen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturplatten

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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3.3.1

Chemikalien, Reagenzien und Medien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Medien

Produkt

Firma, Sitz

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamide Mix Gel 30 (Rotiphorese)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Albumin Bovine Serum WB (BSA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Antikérper Diluent Dako

Agilent, Santa Clara/Kalifornien, USA

Aprotinin Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA
Aqua dest. aus eigener Herstellung (MilliQ-Anlage)
Aqua bidest. Aus eigener Herstellung (MilliQ-Anlage)
BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific,

Waltham/Massachusetts, USA

Bromphenolblau Natrium-Salz

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chlorophorm

Merck, Darmstadt, Deutschland

DMEM

Gibcol/Life Technologies, Carlsbad/Kalifornien,
USA

Dnase-l-Puffer

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

dNTP-Mix (10 mM)

Fermentas, Waltham/Massachusetts, USA

ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents

GE Healthcare, Little Chalfont, England

EDTA (25 mM)

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Ethanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol vergallt 99,8%

Roth, Karlsruhe, Deutschland

FBS

Biochrom, Cambridge, UK

Fluorshield with DAPI Mounting Medium

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Glycerol

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Glycin, Elphograde

Roth, Karlsruhe, Deutschland

GoTag®-gPCR Mastermix

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

HPLC-Wasser

aus eigener Herstellung (Milli-Q-Anlage)

Hyper-Interleukin-6

Prof. Stefan Rose-John, Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel, Deutschland

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Produkt

Firma, Sitz

GoTag SYBR-Mix

Promega, Fitchburg/ Wisconsin, USA

Kaliumchloridldsung

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Latex-Partikel (Polystyrol) 1um

Sigma Aldrich, St. Louis/ Missouri, USA

Leupeptin 1mg/ml

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Methanol rein

Merck, Darmstadt, Deutschland

Milchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

MMLV - Reverse Transkriptase inklusive
Puffer

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumfluorid

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Natriumorthovanadat 200mM

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Natronlauge, mind. 32%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Nonidet P40 (IGEPAL CA-630)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Oligo-dT-Primer
(BTTTTTTTTTTTITTITTITS)

MWG Eurofins, Ebersberg, Deutschland

Pageruler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/ Massachusetts, USA

Penicillin/Streptomycin 1%

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Pepastatin A

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

PFA (Rothi-Histofix)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Platinum gPCR Supermix- UDG with Rox

Invitrogen, Carlsbad/Kalifornien, USA

PMSF

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Polyethylensorbitmonolaurate (Tween20)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Ponceau S Solution

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

Randomprimer

Roche, Basel, Schweiz

RNAsin Ribonuclease Inhibitor

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

RQ1 Rnase-Free Dnasel

Promega, Fitchburg/Wisconsin, USA

Salzsaure 1N (HCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsaure 32% (HCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Seablock Blocking Buffer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/ Massachusetts, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

TriReagent

Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA

37




Produkt Firma, Sitz

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) | Roth, Karlsruhe, Deutschland
TRIS-Buffered-Saline (TBS) Sigma Aldrich, St. Louis/Missouri, USA
Triton-X 100 Merck, Darmstadt, Deutschland

3.3.2 Oligonukleotide

Die Primer und Sonden wurden innerhalb der Arbeitsgruppe Doétsch mit Hilfe der Software
Primer Express 3.0 von Thermo Fisher Scientific, Waltham/Massachusetts, USA designed.

Die Synthetisierung erfolgte durch MWG Eurofins, Ebersberg, Deutschland.

Tabelle 6: Verwendete Primer und Sonden Tagman Real-Time PCR

Primer Orientierung Sequenz (5°-3°)
Arc forward CCAGGAAGCTGATGGCTATGA

reverse TGACTCCTGTTCAGGCAGTTCTC

probe ATACCGTTAGCCCCTATGCCATCACCC
Arg1 forward ACCCTGACCTATGTGTCATTTGG

reverse TGGTACATCTGGGAACTTTCCTTT

probe ATGCTCACACTGACATCAACACTCCCCTG
B-Actin forward TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT

reverse GCCACCGATCCACACAGAGT

probe ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC
c-Fos forward ATCCGAAGGGAACGGAATAAG

reverse CAACGCAGACTTCTCATCTTCAA

probe AGCTGACAGATACACTCCAAGCGGAGAA
Cx3cr1 forward TGCCCTTGCTTATCATGAGCTT

reverse TCTGGCCTTCTTGCGATTCT

probe TGCTACTTCCGCATCATCCAGACGC
Egr1 forward AAGACACCCCCCCATGAAC

reverse GTAAGCTCATCCGAGCGAGAA

probe CCCATATGCTTGCCCTGTCGAGTCC
Gapdh forward ATGTGTCCGTCGTGGATCTGA

reverse TGCCTGCTTCACCACCTTCT

probe CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
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Primer Orientierung Sequenz (5°-3°)

Homer1a forward GACCCGAACACAAAGAAGAACTG
reverse TATTGCCTTTGAGCCATCTAAACT
probe CCCACCAGCAAGCATGCAGTTACTGTATC

iNos forward CAGTGGAGAGATTTTGCATGACA
reverse GGGTCCTCTGGTCAAACTCTTG
probe CACCACAAGGCCACATCGGATTTCAC

-18 forward TGACAGTGATGAGAATGACCTGTTC
reverse GGACAGCCCAGGTCAAAGG
probe ACCCCAAAAGATGAAGGGCTGCTTCC

Mmp9 forward TCCCCAAAGACCTGAAAACCT
reverse GCCCGGGTGTAACCATAGC
probe ACACCCAGCTGGCAGAGGCATACTTG

Ppary forward CCCAATGGTTGCTGATTACAAA
reverse GCCTGTTGTAGAGCTGGGTCTT
probe ACCTGAAGCTCCAAGAATACCAAAGTGCGA

Socs3 forward CCACCCTCCAGCATCTTTGT
reverse TCCAGGAACTCCCGAATGG
probe ACTGTCAACGGCCACCTGGACTCCT

Syndecan 1 forward AAGAGGTTGTCGAGGATGGAACT
reverse TGTTTCAAAGGTGAAGTCTTGTTCTC
probe CCAATCAGCTTCCCGCAGGAGAGG

Syndecan 3 forward TGAGCCAGAGGTGCCAGTAAGT
reverse TTCCACAGCCACCACCTCAT
probe CTTCAAGAAGAGACCACGCAGCCGG

Tenascin R forward AAGCCTGTACAAGATCCGCATAG
reverse TGTAGGACATGGCACAGTTGGT
probe AAGTTACAATGGCACTGCAGGAGACTCCC

Tgfd forward CTGAACCAAGGAGACGGAATACA
reverse CACGTGGAGTTTGTTATCTTTGCT
probe CTTTCGATTCAGCGCTCACTGCTCTTG

Timp1 forward ACCTGGTCATAAGGGCTAAATTCA
reverse CCGGATATCTGCGGCATT
probe TTCCCCAGAAATCAACGAGACCACCTT
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Primer Orientierung Sequenz (5°-3°)
Timp2 forward GCCTGAACCACAGGTACCAGAT
reverse GTCCATCCAGAGGCACTCATC
probe AGTGCAAGATCACTCGCTGTCCCATG
Tir4 forward GGTGAGAAATGAGCTGGTAAAGAATT
reverse GCAATGGCTACACCAGGAATAAA
probe TGCCCCGCTTTCACCTCTGCC
18S forward AGATCCCAGACTGGTTCCTG
reverse TTGTTGTCTAGACCGTTGGC
probe CAGAACCTGGCTGTACTTCCCATCC
Tabelle 7: Verwendete Primer und Sonden SYBR Green | Real-Time PCR
Primer Orientierung Sequenz (5°-3°)
R-Actin forward TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT
reverse GCCACCGATCCACACAGAGT
c-Myc forward GCCCCTAGTGCTGCATGAG
reverse CCACAGACACCACATCAATTTCTT
Foxo1 forward CAATGGCTATGGTAGGATGG
reverse TTTAAATGTAGCCTGCTCAC
GAPDH forward ATGTGTCCGTCGTGGATCTGA
reverse TGCCTGCTTCACCACCTTCT
-4 forward GGAGATGGATGTGCCAAACG
reverse GCACCTTGGAAGCCCTACAG
-4R forward GACCTCATCTCCATGGTCAACA
reverse TGGGTTCCTTGTAGGTCACATTATAG
Nfkb1 forward CATCCCGGAGTCACGAAATC
reverse GCACAATCTTTAGGGCCATTTT
Tnfa forward AGGGATGAGAAGTTCCCAAATG
reverse GCTTGTCACTCGAATTTTGAGAAG
18S forward AGATCCCAGACTGGTTCCTG
reverse TTGTTGTCTAGACCGTTGGC
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3.3.3 Antikorper und Immunhistochemie

Tabelle 8: Verwendete Antikorper Western Blot

Antikorper kDa |Verdinnung 2.AK-Verdiinnung Firma, Sitz Bestellnr.
c-FOS 62 1:1000 in Kaninchen 1:2000 in | Cell Signaling, 2250
Kaninchen- Milch 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
p42/44 ERK1/2 42,44 1:1000 in Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 9102
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
pp42/44 42,44 11:1000 in Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 4370
pERK1/2 BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Kaninchen- Massachussetts,
Antikorper USA
GAPDH 37 1:3000 in Kaninchen 1:5000 in | Cell Signaling, 2118
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
HPRT 24 1:2000 in Kaninchen 1:5000 in| Abcam, ab10479
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Cambridge, UK
Antikérper
IBA1 17 1:1000 in Maus 1:1000 Abcam, ab15690
Maus- BSA in 5% Milch/TBST | Cambridge, UK
Antikérper
iINOS 135 [1:500 in BSA |Kaninchen 1:1000 in | Novus NB300-605
Kaninchen- 5% Milch/TBST Biologicals,
Antikérper Littleton /

Colorado, USA
PPARa 52 1:500 Maus 1:2000 Thermo Fisher MA1-822

in 5% Milch/TBST Scientific,

Maus- Waltham /
Antikérper Massachusetts,

USA
STAT1 84,91 11:1000 in Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 9172
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
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Antikorper kDa |Verdinnung 2.AK-Verdiinnung Firma, Sitz Bestellnr.
pSTAT1 91 1:1000 in Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 9177
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
STAT3 79, 86/1:1000 in Maus 1:1000 Cell Signaling, 9139
Maus- Milch in 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
pSTAT3 79, 86/1:1000 in Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 9145
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
TGFR 12, 1:100 in BSA |Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 3709
Kaninchen- 45-60 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USA
TNFa 17, 25/1:1000 in Kaninchen 1:1000 in | Cell Signaling, 3707
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST Danvers /
Antikérper Massachussetts,

USAs
vGAT 55-60 | 1:2000 in Kaninchen 1:2000 in | Synaptic Systems| 131003
Kaninchen- BSA 5% Milch/TBST GmbH,
Antikérper Gottingen,

Deutschland
vGLUT2 62-67 | 1:200 in BSA | Kaninchen 1:2000 in| Synaptic Systems| 135402
Kaninchen- 5% Milch/TBST GmbH,
Antikérper Gottingen,

Deutschland

Tabelle 9: Verwendete Antikorper Inmunhistochemie

Antikorper Verdiinnung Firma, Sitz Bestellnummer
Anti-IBA1 1:200 in AK diluent | Fujifilm Wako 016-20001
Chemicals, Neuss,
Deutschland
Phalloidin (FITC) | 1:500 in Methanol | Sigma Aldrich, St. P5282

Louis/Missouri, USA
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3.3.4 Stamm- und Pufferlosungen

Alle verwendeten Lésungen entsprechen den Standards der AG-Détsch.

Blockierlosung Westen Blot

BSA 2%
Milch 5%
TBST

BV-2 Kulturmedium

DMEM high Glucose
10% FBS

1% Penicillin/Streptomycin

Commasie-Farbelésung

0,1% Comassie Brilliant Blue
25% lIsopropanol

10% Essigsaure

Developing Buffer 10x

0,5M TRIS

2M NaCl

50 nM CaCI2

0,2% Brij-35 (30% Losung)
pH 8,0 mit HCL

Dnase-Verdau

Dnase I-Puffer 10x

Rnase-free-Dnasel (RQ1/Promega)

Laufpuffer (Lammli-Puffer) 10x

Glycin 1,92M
SDS 1%
TRIS 0,25 M



Mastermix A

Randomprimer (0,5 pg/ul)
Oligo-dt-Primer (0,5 pg/pl)
DEPC A.d.

Mastermix B

MMLV-buffer 5x
dNTP-Mix (10mM)
Rnase-Inhibitor (40U/ul)
MMLYV (200U/ul)

DEPC A.d.

Platinum qPCR Supermix-UDG with ROX (Invitrogen)

12,5ul Platinum Supermix
8,5ul Aqua dest.

0,5ul Primer taq (2uM)
0,5ul Primer for (6uM)
0,5ul Primer rev (6uM)

Probenpuffer 3,5x

218,75 yl 1M TRIS pH 6,8

350 pl Glycerol+Bromphenolblau
350 pl 20% SDS

81,25 pl Aqua dest

Probenpuffer 5x

2-Mercaptoethanol 0,7%
Bromphenolblau

Glycin 1,92M

SDS 10%

TRIS 0,5M

Renaturing Buffer: 10x

25% TritonX-100
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RIPA-Puffer (modifiziert)

50mM TRIS

150mM NaCl

1% lgepal

2mM EDTA

1ug/ml Aprotinin
1ug/ml Pepastatin A
1ug/ml Leupeptin
1mM PMSF

1mM NaF

1mM NaszVO,

Sammelgel (Western Blot)

Aqua dest.
Acrylamid 30%
TRIS 0,5 M pH 6,8
SDS 10%

APS 10%

TEMED

Stop-Solution

EDTA 25 mM

Stripping Puffer (pH 6,7)

2-Mercaptoethanol 0,7%
SDS 2%
TRIS 0,05M

SYBR Green qPCR SuperMix

10ul iQ SYBR Green Supermix
8ul Aqua dest.

0,5ul Primer for (10uM)

0,5ul Primer rev (10uM)



TBS 10x (pH 7,5)

NaCl 1M
TRIS 0,1M

TBS-Tween (TBST)

TBS 1x
Tween 20 0,01%

Transferpuffer (Towbinpuffer) 10x

Glycin 1,92M
Methanol 10%
TRIS 0,25M

Trenngel Western Blot (10%)

Acrylamid 30%
APS 10%

SDS 10%
TEMED 0,004%
TRIS 1,5M pH 8,0
Aqua dest.

Trenngel (Zymographie)

Aqua dest.

1mg /1 ml Gelatine (porcine skin)
Acrylamid 30%

TRIS 1,5 M pH 8,0

SDS 10%

APS 10%

TEMED
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3.4 Zellkultur
3.4.1 Zelllinie BV-2

BV-2 Zellen wurden in ihrem entsprechenden Kulturmedium (DMEM high Glucose, 10% FBS,
1% Penicillin/Streptomycin) in einem Feuchtinkubator bei 37°C + 5 % COz kultiviert."*® Die
Zellen wachsen als adharente Monolayer in sterilen Zellkulturflaschen. Die Zellkultur der Zell-
linie und primarer Zellkulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen (Sterilbank BS48).

Die BV-2 Zellinie erhielten wir dank der freundlichen Unterstiitzung von Professor Thomas Lang-

mann von der AG ,Experimentelle Immunologie des Auges® der Augenklinik der Uniklinik K&In.

3.4.2 Weiterkultur

Auf einer 10 cm Platte wurden 0,5*10° Zellen ausgesét. Nach Erreichen einer 70-80 % Kon-
fluenz (alle 2-3 Tage) wurden die BV-2 Zellen in einem Verhaltnis von 1:20 bzw. 1:40 umge-
setzt. Zuerst wurde das alte Medium abgesaugt und durch frisches ersetzt, danach folgte die
Ablosung der Zellen vom Flaschenboden mittels eines sterilen Zellschabers. Die Zellsuspen-
sion wurde in ein 15ml Réhrchen Uberfihrt, anschlieRend wurden die Zellen 3 Minuten bei
1000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen erneut entsprechend ver-
dinnt, um in neue Zellkulturflaschen ausgesat zu werden. Wachstum und Zustand der Zellen

wurden mit einem Durchlichtmikroskop kontrolliert.

3.4.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellernte

Um die gewiinschte Menge an Zellen (10° fiir das Ausséen fiir die Stimulationsversuche zu
erreichen wurde die Zellzahl bestimmt. Hierzu wurde zunachst das alte Medium entfernt, dann
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 10 mL frischem Medium mittels eines sterilen
Zellschabers abgeschabt. Die Zellen wirden im Verhaltnis 1:10 mit Trypanblau (TB) gemischt
(180ul TB + 20ul Zellsuspension). 10uL dieser Zellsuspension wurden in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Aus dem Mittelwert der Zellzahl der GroRquadrate wurde dann die Zell-
zahl pro mL Suspension berechnet. Zum Ernten wurden die Zellen der stimulierten, wie auch
der Kontrollgruppe nach je 0, 4, 8 und 24 Stunden mit 1x PBS gewaschen und in 1,5 ml PBS
abgeschabt. Daraufhin wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert und an-
schlieRend entweder direkt weiterverarbeitet oder fur die Weiterverarbeitung zu RNA und Pro-

tein bei -80°C asserviert.

3.4.4 In vitro Stimulationen mit Hyper-Interleukin-6

Fir die in vitro Stimulationsversuche wurden 0,5*10° Zellen auf einer 10 cm Platte ausgesét.

Die Stimulation erfolgte bei Erreichen einer Konfluenz von 60-70%. Zunachst wurden die Zel-
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len mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde die hIL-6-Gruppe mit Hyper-Interleukin-6 stimu-
liert. 1000 ng/ml konzentriertes hiL-6 wurde in PBS gel6st, sodass die Stimulation mit einer
Endkonzentration von 100 ng/ml im Kulturmedium erfolgte. Darauf folgte die Inkubation fur 4,
8 bzw. 24 Stunden. Die Kontrollgruppe wurde mit Kulturmedium plus Vehikel (PBS) inkubiert
und ebenfalls zu den Zeitpunkten 0, 4, 8 und 24 Stunden geerntet.

Mit dem Ziel, etwas Uber das Sekretom — die Gesamtheit der von den BV-2 Zellen in die Um-
gebung ausgeschitteten Botenstoffe — zu erfahren und gegebenenfalls weitere Versuche mit
dem Uberstand der Zellen durchzufiihren, wurde dieser in beiden Gruppen zu allen Zeitpunk-
ten abgenommen und bei -80°C asserviert. Insgesamt wurden vier Versuche (n=V1-V4) durch-

gefuhrt. Die Zellkultur wurde durch die Biologielaborantin Christina Vohlen durchgefuhrt.

3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
3.51.1 Grundlagen

Die PCR ist ein Verfahren, das dazu dient, genau definierte DNA-Sequenzen in vitro zu amp-
lifizieren. Drei Arbeitsschritte ergeben gemeinsam einen vollstdndigen Zyklus. Die erste Phase
stellt die Denaturierung dar, die bei einer Temperatur von 94 °C ablauft. Hier brechen die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basenpaaren auf und das DNA-Template, das
als Doppelstrang vorliegt, wird in zwei Einzelstrange aufgetrennt. In der sich anschlieRenden
Annealing-Phase erfolgt primerabhangig bei unterschiedlichen Temperaturen die Anlagerung
der exakt designten synthetischen Oligonukleotid-Primer an die nun einzelstrangige Ziel-DNA-
Sequenz. Die dritte Phase dient der Elongation der Template-DNA. Bei 72°C, dem Tempera-
turoptimum der DNA-Polymerase, werden die spezifisch gebundenen Primer komplementar
zum DNA-Template synthetisiert. Das Ergebnis ist eine wieder doppelstrangige DNA, die im
nachsten Zyklus erneut zu Einzelstrangen aufgeschmolzen wird. Nach etwa 25-40-facher Wie-
derholung der beschriebenen Zyklen einer PCR kommt es zur exponentiellen Amplifizierung
der exakt gleichen Ausgangs-DNA."% Alle Schritte werden in einem programmierten Ther-

mocycler durchlaufen.

3.5.1.2 Quantitative Realtime PCR mit Tagman®-Technologie

Die Quantitative Realtime PCR (qPCR) dient der schnellen und genauen Quantifizierung der
Expression multipler Gene in Echtzeit unter Verwendung spezifischer fluoreszenzmarkierter
Tagman®-Sonden. Der Methode liegt das Prinzip der PCR zugrunde. Zusatzlich erméglicht
hier jedoch die Fluoreszenz-Messung eine Verfolgung und Quantifizierung der Amplifikations-
reaktion. Wahrend der PCR wird kontinuierlich ein Fluoreszenzsignal gemessen, das analog

zur Menge des PCR-Produktes ansteigt. Das Prinzip des sogenannten Fluoreszenz-Reso-
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nanz-Energie-Transfer (FRET) beruht auf der Annahme, dass jeder Fluoreszenzfarbstoff ein
charakteristisches Anregungs- und Emissionsspektrum besitzt. Regt man einen Farbstoff mit
Licht einer bestimmten Wellenlange an, gibt dieser Licht in einer anderen, fir diesen Stoff
spezifischen, Wellenlange ab. Der Fluoreszenzfarbstoff fungiert als Reporter, dessen abgege-
ben Energie von einem Quencher aufgenommen wird. Bei der TagMan real-time qPCR wer-
den Oligonukleotide verwendet, die an beiden Enden mit Farbstoffderivaten versehen sind
(TagMan-Sonden). Es handelt sich dabei um eine spezifische DNA-Sonde, die zwischen zwei
bestimmten Oligonukleotidprimern an die DNA bindet. An ihrem 5’-Ende sind diese Sonden
mit einem Fluoreszensfarbstoff (FAM, Reporter), und am 3’-Ende mit einem so genannten
Quencher (TAMRA) gekoppelt. Durch die raumliche Nahe von Reporter und Quencher ist die
Lichtemission des Reporterfluoreszensfarbstoffs normalerweise unterdriickt. Die fur die
Elongation eingesetzte DNA-Taqg-Polymerase besitzt allerdings neben der Fahigkeit die DNA
zu synthetisieren auch eine 5’-3’-Exonukleaseaktivitat. Sie baut die Sonde ab und trennt so
Reporter und Quencher wahrend der Neustrangsynthese raumlich voneinander. Der Quen-
cher kann den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) nicht mehr unterdriicken und
es kommt zur Lichtemission. Hierdurch wird im Folgenden der CT-Wert (Cycle threshold =
Schwellenwert-Zyklus) ermittelt. Dieser beschreibt den Zeitpunkt, an dem sich das Fluores-
zenzsignal erstmals deutlich von der Hintergrund-Fluoreszenz abhebt. Dieser wird fir jedes in
der qPCR gemessene Gen differenziert bestimmt und gibt Aufschluss Uber die urspriingliche
Kopienanzahl: Je friher der Schwellenwert erreicht wird, desto mehr Ziel-DNA war in der

Probe vorhanden. 0142

3.5.1.3 Quantitative Realtime PCR mit SYBR-Green ®-Technologie

Die SYBR-Green® PCR stellt ebenfalls eine Variante der quantitativen PCR dar. Bei SYBR-
Green | handelt es sich um einen Cyanin-Farbstoff, der das Maximum seiner Fluoreszenzemis-
sion bei 520 nm (griines Licht) erreicht. SYBR-Green | interkaliert direkt mit der doppelstran-
gigen DNA-Helix. Durch eine direkte Messung des Fluoreszenzsignals kann vorhandene DNA
detektiert werden. Das Signal verstarkt sich proportional zur Anzahl der amplifizierten DNA-

Kopien.

3.5.1.4 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus den geernteten Zellen erfolgte mit TRIzol. Im ersten Schritt wurden
die Zellen durch eine funfmindtige Inkubation mit 500 pl TRIzol bei RT homogenisiert und ly-
siert. Dieser Schritt dient der Denaturierung samtlicher Proteine und somit der Vermeidung
einer Verunreinigung der RNA. Es folgte die Zugabe von 100 pl Chloroform und das gute

Durchmischen des Reaktionsansatzes (Vortexen). Daraufhin inkubierte das Reaktionsge-
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misch fur 3 Minuten bei RT bevor es fur 15 Minuten bei 120000 rpm und 4°C zentrifugiert
wurde. Nach erfolgreicher Phasentrennung wurde der RNA-haltige Uberstand in ein neues
Tube pipettiert und mit 250ul Isopropanol versetzt und 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Das Re-
aktionsgemisch wurde dann erneut zentrifugiert und das Isopropanol anschlielend verworfen.
Danach wurde das Pellet zweimalig mit 500 ul 75% Ethanol gewaschen. Im Anschluss wurde
das RNA-Pellet fir 30 Minuten getrocknet und dann in RNAse freiem Aqua bidest geldst. Bis

zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

3.5.1.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die RNA-Konzentration kann spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm be-
stimmt werden. Dieser Vorgang dient dem Ausschluss einer eventuellen Verunreinigung durch
Proteine und stellt sicher, dass fur die Weiterverarbeitung gleiche Mengen an RNA in den
Proben vorliegen. Die Proben wurden mit dem Microplatereader Tecan Nano Quant infinite
M200 pro und der dazugehdrigen Software gemessen und ausgewertet. Anhand der Extinktion
der Probe kann die Konzentration berechnet werden. Mit Hilfe bekannter Absorptionsmaxima
konnte eine Verunreinigung durch Proteine (280 nm) ausgeschlossen werden. Die Reinheit
der RNA wurde uber den Quotienten der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260
und 280 ermittelt (OD260/OD280), der idealerweise zwischen 1,8 und 2,1 liegen sollte. Die Mes-

sung der RNA-Konzentration erfolgte unverdinnt mit RNAse-freiem Wasser als Referenz.

3.5.1.6 Reverse-Transkription — cDNA-Synthese

Da fir die quantitative Realtime PCR keine RNA eingesetzt werden kann, muss die isolierte
RNA mittels einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (reverse Transkriptase) in eine komple-
mentare DNA-Kopie umgeschrieben werden. Hierfir wurde eine RNA-abhangige DNA-Poly-
merase aus dem Moloney murine leukemia virus (MMLV-RT) verwendet. Damit die Reverse
Transkiptase in 5°-3'Richtung einen cDNA-Strang synthetisieren kann, wird ein Oligo-dT-Pri-
mer bendtigt. Die Polyadenylierung der mMRNA am 3‘-Ende, ermdglicht es, den Oligo-dT-Primer
als Startpunkt fur die cDNA-Synthese zu verwenden. Dieser bindet spezifisch an den Poly-A-
Schwanz der mRNA und so kann anschlief3end Mithilfe einer DNA-abhangigen Polymerase der
mRNA-Strang ersetzt werden. Die so synthetisierte doppelstrangige cDNA (complimentary
DNA) kann man beispielsweise fiir die Durchfilhrung der PCR verwenden.' Die RNA-Proben
wurden zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieend fir 15 Minuten mit RNAse-
free Dnase | und Dnase-Puffer | bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Schritt dient der Entfer-
nung eventueller cDNA-Reste. Daraufthin wurde die Dnase durch die Zugabe der Stopp-Solu-
tion und eine 15-minutige Erwarmung auf 65°C inaktiviert. Im nachsten Schritt wurde der Mas-

termix A, der den Oligo-dT-Primer enthalt, hinzugefugt. Dieser lagerte sich bei einer Erhitzung
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fur 5min auf 70°C an die Poly-A-Sequenz der mRNA an. Der eigentliche Prozess der reversen
Transkription von mRNA in cDNA erfolgte im letzten Schritt durch die Zugabe des Mastermix
B, welcher die reverse Transkriptase und Nukleotide enthalt. Das Gemisch inkubiert fir eine

Stunde bei 37°C. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

3.5.1.7 Durchfiihrung qPCR

Um die relative cDNA-Expression zu messen, wurden bei der TagMan-Methode dem bereits
vorgemischten Supermix Aqua dest., forward und reverse Primer, sowie die TagMan-Sonde
entsprechend der Anleitung des Herstellers hinzugeflgt. Je 22,5ul dieses Mastermix und 2,5l
cDNA wurden in ein Well einer 96 Well-Platte gegeben. Die mit den Proben vollstandig bela-
dene Platte wurde mit einer Folie dicht verschlossen und anschlief3end fiir drei Minuten bei
1200 rpm zentrifugiert. Fir den Ablauf der gPCR wurde die Platte in den Thermozykler 7500
Real Time PCR System eingesetzt und das Standardprogramm gestartet. Fir die SYBR-
Green® |-Methode wurden SYBR Supermix, Aqua dest. sowie forward und reverse Primer in
einem Reaktionsgefall zusammengefugt. Ein Well wurde mit je 1yl cDNA und 19ul Mastermix
beflllt. Das weitere Vorgehen entspricht der oben beschriebenen Tagman-Methode. Pro Kon-
dition wurden 4 Versuche untersucht, sodass sich insgesamt pro gemessenem Gen 28 Proben
auf einer Platte befanden. Fir ausgewahlte Gene wurden die Messungen in 4 weiteren Versu-
chen (V5-V8) durchgefiihrt, um die Stichprobenzahl zu erhéhen. Die Tabellen 6 und 7 zeigen

die jeweils verwendeten Primer.

3.5.1.8 Relative Quantifizierung

Um die gewonnenen Daten normalisieren zu kénnen, wurden die vom gemessenen Zielgen
erhaltenen Ergebnisse auf die Expressionslevel eines so genannten Housekeeping Genes der
gleichen Probe bezogen. Idealerweise sollten diese Referenzgene in den unterschiedlichen
Zellen ahnlich exprimiert, ubiquitar vorhanden und nicht reguliert sein. Es wurden drei ver-
schiedene Housekeeping-Gene (GAPDH, 3-Actin, 18S) gemessen und anschlielend statis-
tisch auf Normalverteilung und Varianz Gberprift. Anhand dieser Analyse wurde bei der Me-
thode der gPCR R-Actin als Houeskeeping-Gen ausgewahlt. B-Actin erwies sich als statistisch
stabilstes Gen und wurde daher fiir alle gQPCRs als Referenzgen festgelegt. Die relative Quan-

tifizierung eines jeden Gens erfolgte anschlieBend mit der delta-delta-CT-Methode.*®

3.5.2 Western Blot
3.5.21 Grundlagen

Der Western Blot stellt ein Verfahren dar, das dem Nachweis und der Quantifizierung von

Proteinen dient. Zunachst werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung mittels
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der SDS-Page (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) entsprechend
ihrer molekularen Masse gelelektrophoretisch aufgetrennt. SDS denaturiert und bindet die Pro-
teine, wodurch alle Proteine gleich negativ geladen sind und die Eigenladung vernachlassigt
werden kann. Die Proteine unterscheiden sich dann nur noch in ihrem Molekulargewicht. Sie
werden auf einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel unter Anlegung von Spannung nach
ihrer Kettenlange, die proportional zur Molekiilmasse ist, in Richtung Anode (Pluspol) aufge-
trennt. Danach folgt der Schritt des eigentlichen ,Blottens®, ein Proteintransfer entlang eines
elektrochemischen Gradienten auf eine Membran. Durch hydrophobe Wechselwirkungen wer-
den die Proteine auf der Membran als Tragermatrix immobilisiert. Anschlief3end erfolgt der
Nachweis der Proteine durch indirekte Antikdrperbindung, indem die Proteine nach dem
Transfer auf die Membran mit einem spezifischen Erstantikdrper markiert werden. An diesen
bindet dann ein Zweitantikdrper, welcher ein Enzym gekoppelt hat, das nach Zugabe eines
chromogenen Substrates eine Farbreaktion katalysiert. Durch die Kenntnis, in welchem Ban-
denmuster die Anfarbung geschieht, werden die Proteine identifiziert.** Fir diese Arbeit er-
folgte die Quantifizierung der Aktivierung intrazellularer proinflammatorischer Signalwege/-mo-
lekile mittels Western Blot sowie fiir die Beurteilung der Proliferation und Polarisierung von
Mikroglia bekannter spezifischer Marker (s. Tabelle 1) GAPDH und HPRT wurden als Refe-
renzproteine und Ladekontrolle verwendet. Die Auswertung erfolgt mit ImageLab, Excel und
GraphPad Prism 9.0.

3.5.2.2 Proteinisolation

Um Proteinanalysen wie beispielsweise Western Blot Versuche (s.u.) durchzufiihren, muss
aus den asservierten Zellpellets zunachst Protein isoliert werden. Hierzu wurde das Pellet im
ersten Schritt aufgetaut und mit 50 pl RIPA-Puffer versetzt. Das Reaktionsgemisch inkubierte
eine Stunde auf Eis und wurde anschlieend fir 5 Minuten bei 14000 rpm und 4°C zentrifu-

giert. Danach wurde der Uberstand in ein neues Tube Uberfiihrt und bei -80°C eingefroren.

3.5.2.3 Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung der einzelnen Proben erfolgte mittels Bicinchoninsdure-Assay (BCA-
Assay). Der BCA-Assay beruht auf einer Reduktion von an die Peptidbindungen der Amino-
sauren gebundenem Kupfer, an das wiederum Bicinchoninsaure bindet. Durch die Bindung
entsteht ein Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm. Eine ELISA-Patte
wurde mit den Proben in 1:10 Verdinnung beladen. Jedes Well wurde mit 10ul Probe und
200ul Working Reagent befiillt. Das Reaktionsgemisch inkubierte 30 Minuten bei 37°C. An-
schlieRend erfolgte die photometrische Messung der Proteinkonzentration bei einer Wellen-

ldnge von 562 nm.
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3.5.24 SDS-Polyacyrlamid-Gelelektrophorese

Vor dem eigentlichen Blot wurden die einzelnen Proteine mit Hilfe einer Gelelektrophorese der
MolekulgroRe nach aufgetrennt. Die entstehenden Komplexe erhalten eine gleichmalig ver-
teilte negative Ladung, mithilfe derer gewahrleistet werden kann, dass die Laufgeschwindigkeit
der Proteine im Gel lediglich noch von ihrer relativen Molekilimasse bestimmt wird. Die zu
untersuchenden Proteine wandern bei der SDS-Gelektrophorese entlang eines elektrischen
Feldes durch das Trenn- und Sammelgel.

Die einzelnen Bestandteile des Giel3stands (Glasplatten, Kdmme, Spacer) wurden mit 70%i-
gem Ethanol gereinigt und entsprechend der Herstelleranleitung zusammengesetzt. Zunachst
wurde passend zur GréRe der zu untersuchenden Proteine ein 10%-iges Trenngel in das vor-
bereitete Doppelgel-Elektrophorese-System eingeflillt. Nach dessen Aushartung (Polymerisa-
tion) wurde ein 4%iges Sammelgel gegossen. Die Verwendung beider Gele dient dazu, eine
scharfere Bandentrennung zu erreichen. Das Sammelgel besitzt einen anderen pH-Wert und
gréRere Poren. Es erlaubt den Proteinen, schnell und ohne Auftrennung bis zur Grenzflache
zum Trenngel zu wandern. Dort verringert sich ihre Geschwindigkeit und die Auftrennung er-
folgt nun nach der ProteingrofRe. Die Funktion des Gels entspricht der eines Siebs: Wahrend
kleinere Proteine leicht durch die Maschen des Gels wandern, werden grélkere Proteine eher
zurlickgehalten. Dieses Prinzip flihrt zu dem charakteristischen Muster unterschiedlicher Ban-
den.'® Die genaue Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele ist unter Punkt 2.4.3 aufge-
fuhrt. Die in das Sammelgel eingesetzten Kdmme dienten der Ausbildung von Taschen fir das
Proteingemisch. Um eine einheitliche Proteinkonzentration sicherzustellen, wurde eine genau
ermittelte Menge an Aqua dest. in den Reaktionsgefalen vorgelegt. Daraufhin wurden die
Proben mit 5-fach konzentriertem SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt, gevortext und fir zehn
Minuten bei 70°C im Thermomixer erhitzt. Der vorbereitete Gie3stand wurde mit 1x Lammli-
Puffer (Laufpuffer) befillt und die Proben mittels Kapillarspitzen in die vorgeformten Taschen
gegeben. Zur Abschatzung der GréRe von Proteinen wurde parallel zu den eigentlichen Pro-
ben in die erste und letzte Tasche ein Marker mit Proteinen bekannter GrolRe geladen. Nach
Anlage eines elektrischen Feldes wurde fir das Durchlaufen des Sammelgels zunachst eine
Spannung von 80V Uber 45 Minuten gewahlt. Anschliellend wurde die Spannung fir drei Stun-
den auf 120V erhoéht. Nachdem die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde
die Elektrophorese beendet und die Apparatur auseinandergebaut. Das Sammelgel wurde ab-

getrennt und verworfen, das Trenngel in den Transferpuffer Gberfihrt.

3.5.2.5 Blotten

Der Vorgang des Blottens beschreibt die Ubertragung der Proteine eines SDS-Gels auf eine
adsorbierende Membran.'** Fir den Proteintransfer wurden Filterpapiere und eine Nitrocellu-

lose-Membran in der Grof3e des Trenngels vorbereitet. Die Membran wurde flr zwei Minuten
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in kaltem MilliQ-Wasser eingelegt. Filter und Membran wurden daraufhin mit dem Transferpuf-
fer Ubergossen und kaltgestellt. Nach Ablauf der Elektrophorese erfolgte die Umlagerung des
Gels auf die aktivierte Membran. Auf der Anode wurden in eben dieser Reihenfolgte zwei Fil-
terpapiere, die Membran, das Trenngel und erneut zwei Filterpapiere platziert. Bei dieser
Schichtung galt es vor allem Luftblasen und Verunreinigung durch Fremdproteine zu vermei-
den. Bevor der Semi-Dry-Elektroblotter mit Druck verschlossen wurde, wurden die Schichten
noch mit dem Ubrigen Transferpuffer ibergossen. Bei einer Stromstérke von 1,3 mA/cm?er-
folgte Uber zwei Stunden der elektrophoretische Transfer der Proteine auf die Membran. Hier-
bei wandern die negativ geladenen Proteine aus dem Gel in Richtung Anode auf die Membran.
Aufgrund hydrophober Wechselwirkungen bleiben sie an der Membran haften. Das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung bleibt erhalten. Das im Transferpuffer enthaltene Methanol
sorgt dafir, dass das SDS aus den Protein-Detergens-Komplexen wieder herausgewaschen
wird. Dadurch kénnen die Proteine renaturieren und erneut ihre Sekundar- bzw. Tertiarstruktur
einnehmen. Die Membran wurde nach dem Blottvorgang mit Ponceau-Rot-Lésung angefarbt,
zweifach mit Aqua dest. gewaschen und entsprechend der Marker-Banden in Streifen ge-

schnitten. Es folgt der Blockiervorgang (siehe unten).

3.5.2.6 Proteinnachweis

Zur Bestimmung der Identitat von Proteinen werden spezifische Antikdrper benétigt. Ein anti-
genspezifischer Primarantikérper bindet an Epitope des gesuchten Proteins. Um zu verhin-
dern, dass die Antikorper an freie Bindungsstellen der Membran haften, missen diese zuvor
blockiert werden. Der Blockiervorgang erfolgte mit einem fir Antikdrper nicht erkennbaren Pro-
tein (Milchpulver, BSA). Die einzelnen Membranabschnitte wurden fir 45 Minuten mit Blockier-
I6sung bei Raumtemperatur auf den Schiittler gegeben. Es folgte die Inkubation der Membran
mit dem Primarantikdrper ber Nacht bei 4°C auf dem Taumel-Schittler. Mit dem Ziel, unspe-
zifisch gebundene Antikérpermolekiile abzuwaschen wurden am Folgetag zunachst tber 30
Minuten insgesamt drei Waschungen der Membranstreifen mit TBST vollzogen. Es folgte die
Beladung der Membran mit dem Zweitantikdrper. Dieser inkubierte flr eine Stunde bei Raum-
temperatur auf dem Schittler. Im Anschluss folgten erneut 3 Waschungen mit TBST, um tber-
schussigen Sekundarantikdrper zu entfernen. Der Sekundarantikdrper ist Enzym-konjugiert.
Er erkennt spezifische Bereiche des Primarantikdrpers, meist dessen antikérperbindende Do-
mane, den sog. Fc-Teil, und katalysiert eine Chemielumineszenzreaktion. Zur Detektion der
Proteinbanden wurden je 200 ul der beiden ECL Reagenzien auf die Membranstreifen aufge-
bracht und fiir eine Minute inkubiert. ECL dient als Substrat fiir die an den Sekundarantikorper
gebundene Peroxidase und macht die Proteine so durch Lichtemission indirekt sichtbar. Zur
Visualisierung der Banden wurden der ChemiDoc Imager und die dazugehorige Software ver-

wendet. Die Belichtungszeit galt es je nach Antikorper individuell zu bestimmen. Als Bela-
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dungskontrollen diente GAPDH. Sollte ein weiterer Proteinnachweis auf selbiger Membran er-
folgen, wurden die Membranstreifen mit einem Reagenz aus Stripping-Puffer und 2-Mercap-
toethanol fir 30 Minuten im 55°C Wasserbad inkubiert. Dieser Vorgang diente der Entfernung
des Antikdrperkomplexes. Bevor die Beladung mit einem neuen Antikérper durchgefuhrt wer-
den konnte, mussten die Waschungen mit TBST und der Blockiervorgang wiederholt werden.
Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mittels der Software ImageLab und Excel. Die ver-

wendeten Antikoérper sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

3.6 Morphologische Methoden

Die unterschiedlichen Aktivierungszustande von Mikrogliazellen spiegeln sich in ihrem mor-
phologischen Erscheinungsbild wider. Um die morphologischen Anderungen unter der Stimu-
lation mit hIL-6 zu dokumentieren, erfolgten verschiedene Farbungen und mikroskopische Me-
thoden.

3.6.1  Durchlichtmikroskopie

Bereits in der Durchlichtmikroskopie mit dem Leitz Optilux Mikroskop im Rahmen der Zellkul-
tivierung fielen zwischen den verschiedenen Stimulationsansatzen Unterschiede in der Mor-

phologie der Zellen auf.

3.6.2 Fluoreszenzmikroskopie und Immunzytochemie

Mittels Immunfluoreszenzfarbungen kénnen bestimmt Antigene spezifisch dargestellt werden.
Es gibt die direkte und die indirekte Immunfluoreszenz (IF). Bei der direkten Immunfluoreszenz
fluoresziert der gegen das Ziel-Antigen gerichtete primare Antikérper selbst. Im Falle der indi-
rekten IF fluoresziert der sekundare AK, der gegen den primaren AK gerichtet ist. Es gilt zu
beachten, dass der sekundare Antikorper gegen die Spezies des primaren Antikdrpers gerich-
tet ist. Das verwendete Olympus BX43 Fluoreszenzmikroskop besitzt die Kanale grin, rot,
blau. Dementsprechend wurden diese Farben fur die Farbungen verwendet. Ziel war es, mit-
tels der immunhistochemischen Farbungen die morphologischen Veradnderungen unter der
Stimulation von IL-6 im Vergleich zur Kontrollgruppe zu dokumentieren. Zur Bestimmung des
Aktivierungszustandes der BV-2 Zellen in den jeweiligen Gruppen erfolgte eine IBA1 (lonized
Calicum Binding adapter molecule) -Farbung. Bei IBA1 handelt es sich um ein Kalzium bin-
dendes Protein, das als Marker fiir den Aktivierungszustand von Mikroglia gilt.®® Zur genaueren
Beurteilung der Morphologie mitsamt den Fortsatzen der BV-2 Zellen erfolgte zusatzlich noch
eine Phalloidin-Farbung. Phalloidin farbt Aktin an und dient somit der optimalen Darstellung

des Zytoskeletts. Die Farbungen erfolgten auf den Plattchen der zuvor in 24-Well-Platten kul-
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tivierten Zellen. Die Aufnahmen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX43 und
der cellSens Dimension Software durchgefihrt. Die Auswertung erfolgte nach verschiedenen
Methoden (s.u.) mittels der Software Image J. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 9

aufgefiihrt.

3.6.2.1 IBA1-Farbung

Nachdem die Kultur bei Raumtemperatur fir 5 Minuten aufgewarmt wurde, erfolgten tber 15
Minuten insgesamt drei Waschungen mit PBS auf dem Schuttler. Daraufhin wurden die
Coverslides mit 0,3% Triton-X-100 in PBS fur 30 Minuten permeabilisiert. Nach Blockierung
unspezifischer Bindungskomponenten mit Sea Block Buffer fiir 2 Stunden, wurden die Proben
mit dem primaren IBA1-Antikorper inkubiert. Dieser wurden zuvor in einer Verdinnung von
1:200 in Antikorper-Diluent gelost. Eine Negativkontrolle wurde nur mit Antikorper-Diluent ohne
den Primarantikorper versetzt. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4 °C. Am Folgetag wur-
den die Proben nach intensivem Waschen in PBS bei RT fur zwei Stunden mit dem sekunda-
ren Antikorper in einer Verdiinnung von 1:500 inkubiert. Die Coverslides wurden anschlief3end
erneut dreimalig in PBS gewaschen, in Aqua dest. eingetaucht und abschlieRend in Fluoros-
hield-Eindeckmedium mit DAPI zur Anfarbung der Zellkerne eingedeckt. Um eine Abschwa-
chung der Fluoreszenz zu vermeiden, wurde die Schritte bei weitgehender Dunkelheit durch-
gefihrt und die Proben in lichtundurchlassigen Kasten gelagert. Flr die morphometrische Ana-
lyse wurden Fluoreszenzbilder mit der Olympus BX43F und der cellSens Dimension Software
sowohl in 40-facher als auch in 100-facher VergréRerung aufgenommen. Fur alle Aufnahmen
wurde eine mdglichst gleiche Belichtungszeit ausgewahlt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe

der ImageJ Software, erganzt mit dem Olympus viewer plugin.

3.6.2.1.1 Intensititsmessung

Die Bilder in 40-facher VergréRerung wurden genutzt, um in Image J eine Intensitatsmessung
der IBA1-Farbung durchzufiihren. Diese erfolgte anhand eines in der Arbeitsgruppe etablierten
Protokolls.®® Zur Gewahrleistung der Vergleichbarkeit wurden alle Proben identisch behandelt
und die Bilder zeitnah im Anschluss an die Farbung am Mikroskop aufgenommen. Zudem
wurde eine fir alle Proben vergleichbare Belichtungszeit am Mikroskop gewahlt. Die Auswer-
tung erfolgte mittels des Programms Image J und dem OlympusViewer Plugin. Es wurde zu-
nachst die gleiche Helligkeit fur alle zu vergleichenden Proben eingestellt. Daraufhin wurde
die Zellzahl mittels des Multipoint-Tools anhand der DAPI positiven Zellkerne ermittelt und
zudem durch das Ubereinanderlegen der Farbkanale (iberpriift, ob die DAPI positiven Zellen
gleichzeitig auch mit dem Primarantikdrper markiert waren. Daraufhin wurde manuell ein

Threshold festgelegt, der dem Programm erméglicht, Vordergrund und Hintergrund voneinan-
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der zu unterscheiden. Anhand des Thresholds erfolgte die Definition der zu bestimmenden
Flache, der sog. Region of Interest (ROI), indem man mithilfe der Funktion ,Create selections*
den relevanten Vordergrund auswahlte und anschlieRend in den ROI-Manager aufnahm. Mit-
tels der Analyse-Funktion des Programms wurde die Zellflache gemessen. Insgesamt wurden

Messungen aus 7 am Mikroskop aufgenommenen Bildern statistisch ausgewertet.

3.6.2.1.2 Z-Stacks

Um die Fortsatze der Mikrogliazellen mdéglichst in ihrer gesamten Auspragung nachverfolgen
zu kénnen, wurden die Aufnahmen in 100x Vergrof3erung mittels sogenannter Z-Stacks durch-
gefihrt. Bei dieser Methode wurde mittels der cellSens Dimension Software alle 0,5 um ein
Bild aufgenommen. So erreicht man eine mehrdimensionale Betrachtung der vollstandigen
Auspragung der Fortsatze.'® Das Blickfeld wurde in der DAPI-Ansicht ausgewahlt, anschlie-
Rend der Kanal fir die IBA1-Farbung eréffnet. Im cellSense Dimension Programm wurde an-
hand der Funktion Set Scale in einem Bild der IBA-1-Farbung exemplarisch ein Mal3stab ein-
gebrannt, der fir die folgenden Bilder als Grundlage diente. Mittels des festgelegten Malstabs
konnte aus den im Bild detektierten Pixel in Image J eine ym-Lange berechnet werden. Die
Verfolgung und Messung der Fortsatze erfolgte zunachst manuell durch ein Langenmaf3-Tool
in Image J. Anhand des vorher bestimmten Mal3stabs in Image J kann das Programm die
gemessene Lange von Pixel in ym umsetzen. Es erfolgte einer Auszahlung der Gesamtanzahl

der Zellen, der Anzahl der Fortsatze und der Lange der Fortsatze.

Set Scale

Distance in pixels:
Known distance:

Pixel aspect ratio:

100
10

1.0
Unit of length m

Click to Remove Scale

I” Global

Scale: 10 pixels/ um

0K | cancel | Heip |

Abbildung 6: MaRBstab in ImageJ (Set Scale-Funktion) zur Bestimmung der Fortsatzlange der
BV-2 Zellen
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Abbildung 7: Beispiel Fortsatzvermessung mittels manuellem LingenmaRBtool und ROI-Mana-
ger (ImageJ)

3.6.2.2 Phalloidin-Farbung

Zur genaueren Darstellung des Zytoskeletts und somit der Fortsatze der BV-2 Zellen erfolgte
eine Farbung mit Phalloidin. Phalloidin ist ein Toxin des Grinen Knollenblatterpilzes (Amanita
phalloides). Durch seine Bindung an F-Aktin wirkt es stark stabilisierend auf die Aktinfilamente.
Wird nun ein fluoreszierender Farbstoff (FITC) an Phalloidin gebunden, kann das Aktin enthal-
tende Zytoskelett mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Die Zellen auf
den sterilen Deckplattchen wurden zunachst mit PBS gewaschen. Anschlief3end erfolgte die
Permeabilisierung mit 0,1 % Triton-X in PBS fir 15 Minuten mit darauffolgender erneuter Wa-
schung in PBS. Phalloidin (FITC) 0,5 mg/ml in Methanol wurde mit PBS 1:500 verdiinnt. Darauf
folgte die Inkubation mit Phalloidin (FITC) fir 15 Minuten bei RT und Dunkelheit. Nach zwei-
maligem Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen auf Objekttragern mit Fluorshield-Ein-
deckmedium eingedeckelt und lichtdicht verschlossen bei 4°C asserviert. Die Aufnahmen wur-

den in 40-facher VergroRerung mit dem Olympus BX43 Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt.
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3.7 Funktionsassays

Die Experimente auf RNA-Ebene zeigten unterschiedliche Genexpressionen der Zellen ge-
maM ihren unterschiedlichen Stimulierungen. Um einen Effekt der Stimulation mit hIL-6 auch
auf translationaler und funktionaler Ebene zeigen zu kénnen, wurden die BV-2 Zellen beider
Versuchsgruppen (hIL-6 vs. CO) mittels funktioneller Assays auf Anderungen in ihrer phagozy-

totischen Aktivitat untersucht.

3.7.1 Phagozytose-Assay

Um eine geanderte Phagozytoseaktivitat unter dem Einfluss von Hyper-Interleukin-6 zu zei-
gen, wurde ein Phagozytose-Assay mit blauen Latex-Beads durchgefiihrt.'*® Zunachst wurden
BV-2 Zellen in einer Konzentration von 0,3*10° Zellen pro Well auf UV-sterilisierten Coversli-
des in einer 6-Well Platte ausgesat und Uber Nacht in ihrem entsprechenden Medium kultiviert.
Am Folgetag erfolgte ein Mediumwechsel (2 ml) und die Inkubation mit 100 ng/ml Hyper-Inter-
leukin-6 und der entsprechenden Kontrolle fur zwei Stunden. Im Anschluss wurden 1ul/ml bzw.
2ul/ml blaue Latex Beads (1um) aus Polysystren pro Well ins Medium hinzugegeben. Nach
einer 6-stundigen Inkubation wurde das alte Medium abgenommen und die Zellen zweimal mit
frischem Medium gewaschen. Anschliefend wurde die Partikelaufnahme mittels Durchlicht-
mikroskopie dokumentiert. Hierzu wurde ein Ubersichtsbild in 20-facher VergréRerung und je
5 Bilder unterschiedlicher Ausschnitte in 40-facher VergroRerung aufgenommen und ausge-
wertet. Es wurden funf Bildausschnitte in zwei unabhangigen Versuchen ausgezahlt. Die Aus-
wahl der Bildausschnitte erfolgte stets nach dem gleichen zufalligen Muster, sodass sie einen
Gesamteindruck eines jeden Wells wiedergeben. Als positiv und somit in ihrer Phagozytose-
aktivitat hochreguliert wurden Zellen gewertet, die mindestens 10 Beads phagozytiert hatten.
Die statistische Auswertung der positiven Zellen/Gesamtzellzahl im Bildausschnitt erfolgte

nach Prufung der Daten auf Normalverteilung mittels parametrischem T-Test (CO vs. hiIL-6).

3.8 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism 9.0 durchgefiihrt.
Der Ergebnisse wurden zunachst mit Hilfe des Grubbs-Tests auf relevante AusreilRer Uber-
pruft. Um statistische Vergleiche zwischen allen Gruppen durchzuflihren, wurden der nicht-
parametrische Kruskal-Wallis-Test bzw. die Two-Way ANOVA angewendet. Bei signifikant
verandertem Kruskal-Wallis-Test oder Two-Way ANOVA, wurde fir den Vergleich zweier
Gruppen untereinander zu einem Zeitpunkt anschlieRend der nicht-parametrische Mann-Whit-
ney-U-Test angewendet. Bei ausreichend groRRer Stichprobenanzahl (siehe Phagozytoseas-
say, Immunhistochemie) wurden die Datensatze mittels D’Agostino-Pearson-Test zunachst

auf Normalverteilung gepruft. Vergleiche zweier normalverteilter Datensatze wurden im An-
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schluss mit parametrischem T-Test auf Signifikanz gepruft. Der in der Two-Way ANOVA er-
mittelete Row Factor beschreibt die Veranderungen tber den Zeitverlauf, der Column Factor
den Interventionseffekt, sprich die Veranderung durch die Stimulation mit hIL-6. Im Ergebnisteil
werden diese in der Legende unter den Graphen als ,Zeit* und ,Intervention“ mit enstprechend
erreichten Signifikanzniveaus angeben. Die Werte werden als Mittelwert + SEM (Standardab-

weichung) dargestellt. Die Signifikanz (*) wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Gene und Proteine werden gemaf der allgemeinen Nomenklatur im Kapitel ,Material-und
Methoden® sowie im Kapitel ,Ergebnisse” wie folgt geschrieben: Gene werden klein geschrie-
ben, Proteine groR. In Einleitung und Diskussion erfolgt die Schreibweise in Anlehnung an

die in der Literatur am haufigsten anzutreffende.
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4 Ergebnisse

41 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf intrazellulare Signalkaskaden der BV-2
Zellen

411 pSTAT3

In der hlL-6-stimulierten Gruppe zeigte sich die Menge an phosphoryliertem (p)STAT3/STAT3
im Vergleich zur Kontrollgruppe an den Zeitpunkten 4h und 24h deutlich erhéht (s. Abb. 8(a),
(c)). Das totale STAT3 bezogen auf GAPDH ebenso wie das phosphorylierte STAT3 bezogen
auf GAPDH zeigten keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 8(b),(d)).
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Abbildung 8: Gesamtmenge und Phosphorylierungsstatus von STAT3 in BV-2 Zellen nach 4h,

8h, 24h (n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6), (a) Reprasentative Western Blot-Analyse von
phosphoryliertem und totalem STAT3, (b) Relative Proteinexpression von
pSTAT3/GAPDH, Kruskal-Wallis-Test: **, (c) Relative Proteinexpression von pSTAT3/
STAT3, Kruskal-Wallis-Test: ** u. Mann-Whitney-U-Test: 4h*, 8h ns, 24h*, (d) Relative
Proteinexpression von STAT3/GAPDH, Kruskal-Wallis-Test: ns (CO=Kontrollgruppe,
hiL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant *=p<0,05, **=p<0,01).

Auf Genexpressionsebene zeigte sich fir Socs3, einem Down-Stream Target von pSTATS3,

ebenfalls eine groRe Erhdhung der relativen mRNA Expression in der hIL-6 stimulierten

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu allen Zeitpunkten (4h, 8h, 24h, s. Abb. 9). Socs3

stieg im Verlauf in der hIL-6 Gruppe initial stark an (4h), fiel bei 8h ab und stieg bei 24h erneut
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leicht an und zeigte nicht nur eine relevante Veranderung durch die Intervention, sondern auch
Uber die Zeit in der Two-Way ANOVA.
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Abbildung 9: Relative mRNA-Expression von Socs3 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit ****, Intervention ****, Mann-Whit-
ney-U-Test: 4h*, 8h*, 24h* (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht sig-
nifikant, *=p<0,05, ****=p<0,0001)
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41.2 pERK

Die Analyse der Einfliisse von Hyper-IL6 auf die phosphorylierte und unphosphorylierte Form
von ERK erbrachte keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 10(d)).
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Abbildung 10: Gesamtmenge und Phosphorylierungsstatus von ERK in BV-2 Zellen nach 4h, 8h,
24h (n=4/Gruppe, CO vs. hlL-6), (a) Reprasentative Western Blot-Analyse von phos-
phoryliertem und totalem ERK, (b) Relative Proteinexpression von pERK/ERK Kruskal-
Wallis-Test: ns, (c) Relative Proteinexpression von ERK/GAPDH Kruskal-Wallis-Test:
ns, (d) Relative Proteinexpression von pERK/GAPDH Kruskal-Wallis-Test: ns
(CO=Kontroligruppe, hiIL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant).

64



4.2 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Polarisierung von BV-2 Zellen

Es wurden verschiedene Marker fur die M1-bzw. M2-Polarisation untersucht, die im Folgenden

dargestellt werden (s. Einleitung 2.2.3).

421 M1-Marker

Die rel. mRNA -Expression von II-1 zeigte sich in der hIL-6 stimulierten Gruppe nach initialem
Anstieg zum Zeitpunkt 4h deutlich erhéht in im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 11). Im
Verlauf fiel die Expression ab, naherte sich dem Level der Kontrollgruppe an (8h) und sank
dann unterhalb die Expressionsmenge der Kontrollgruppe (24h). Die Two-Way ANOVA doku-

mentiert eine deutliche Veranderung Gber den Zeitverlauf (s. Abb. 11).
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Abbildung 11: Relative mRNA-Expression von II18 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe,
CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit ****, Intervention ns u. Mann-Whitney-U-Test:
4h*, 8h ns, 24h ns (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant,
*=p<0,05, ****=p<0,0001).

65



In der Genexpression von Nfkb1 zeigten sich keine relevanten Veranderungen, weder durch

die Intervention noch Uber die Zeit (s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Relative mRNA-Expression von Nfkb1 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: ns (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimu-
lierte Gruppe, ns=nicht signifikant).

Die Genexpression von TIr4 stieg im Zeitverlauf in der stimulierten Gruppe an, was auch in
der Two-Way ANOVA sichtbar war, zeigte jedoch keine Veranderungen durch eine Stimula-
tion mit hIL-6 im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 13 ).
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Abbildung 13: Relative mRNA-Expression von Tir4 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe,
CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit *, Intervention ns (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=sti-
mulierte Gruppe, ns=nicht signifikant, *=p<0,05).

Die rel. mMRNA-Expression von Tnfa stieg in der hiIL-6 stimulierten Gruppe initial (4h) stark an.
Zum Zeitpunkt 8h fiel die Expression von Tnfa in der stimulierten Gruppe wieder ab und na-
herte sich dem Expressionslevel der Kontrollgruppe an. Bei 24h zeigte sich erneut ein leichter

Anstieg der in der hIL-6 stimulierten Gruppe, gegenuber der Kontrollgruppe. Die Tnfa mRNA
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Expression war sowohl im Zeitverlauf als auch durch die Intervention in der Two-Way ANOVA
stark beeinflusst (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Relative mRNA-Expression von Tnfa in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=8/Gruppe
CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit **** Intervention **** u. Mann-Whitney-U-Test:
4h**, 8h ns, 24h* (CO=Kontroligruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, *p=<0,05, **p=<0,01,
****=p<0,0001).

Die rel. mRNA-Expression von iNos, einem wichtigen Aktivierungsmarker fur Mikroglia (Refe-
renz) stieg initial (4h) deutlich an, fiel dann leicht ab (8h) und stieg dann im Vergleich zur
Kontrollgruppe erneut deutlich an. Die Genexpression von iNos war zu allen Zeitpunkten (4h,
8h, 24h) in der hiIL-6 stimulierten Gruppe deutlich erhéht gegeniber der Kontrollgruppe (s.
Abb. 15). In der Two-Way ANOVA zeigte sich fur den Zeitverlauf und die Intervention ebenfalls

ein deutlicher Unterschied.
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Abbildung 15: Relative mRNA-Expression von iNos in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=8/Gruppe,
CO vs. hlL-6) Two-Way ANOVA: Zeit **** Intervention ** u. Mann-Whitney-U-Test:
4h***  8h*, 24h* (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, *p=<0,05, **p=<0,01,
***p=0,001, ****p=<0,0001)
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4.2.2 M2-Marker

Die rel. mRNA Expression von Arg1 stieg Uber den Zeitverlauf kontinuierlich in beiden Gruppen
leicht an. Die Two-Way ANOVA dokumentiert eine deutliche Veranderung uber den Zeitverlauf
zwischen den beiden Gruppen ergaben sich jedoch keine Unterschiede fiir die mRNA Expres-
sion von Arg1durch die Stimulation mit hIL-6 (s. Abb. 16).
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Abbildung 16: Relative mRNA-Expression von Arg1in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe,
CO vs. hiIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit ***, Intervention ns (CO=Kontrollgruppe, hIL-
6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant, ***=p<0,001).

Fir die Genexpression von c-Myc ergaben sich keine signifikanten Unterschiede durch die
Intervention mit hIL-6 oder Uber die Zeit (s. Abb. 17).

cMyc

1.5
£ -e—- CO
3]
<
S hiL-6
S 1.0
7]
(7]
[]
S
X L
% 05
< 9 I
z N
£ L
®

0.0 . . , .

N »© L ,»&“

Abbildung 17: Relative mRNA-Expression von c-Myc in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: ns (CO=Kontrollgruppe, hIL-6=stimu-
lierte Gruppe, ns=nicht signifikant).

Die rel. mMRNA-Expression von IL-4 fiel zum Zeitpunkt 4h in der stimulierten Gruppe stark ab
und stieg im Verlauf (8h, 24h) erneut leicht an. Die Genexpression zeigte sich an allen Zeit-

punkten in der stimulierten Gruppe reduziert verglichen mit den Expressionslevels der Kon-
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troligruppe. Zum Zeitpunkt 24h zeigte sich der groRte Unterschied zwischen den Gruppen
durch die Intervention (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Relative mRNA-Expression von II-4 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe,
CO vs. hiIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit ns, Intervention ****, Mann-Whitney-U-Test: 4h

ns, 8h

ns, 24h* (CO=Kontrollgruppe, hiIL-6=stimulierte ~Gruppe, *p=0,05,

***4p=20,0001).

Die Genexpression des lI-4-Rezeptors (1l4R) stieg zu Beginn (4h) deutlich an, erreichte bei 8h

ein Plateau und fiel dann erneut ab (24h), was in der Two Way ANOVA einen p<0.05 fir die

Zeit ergab. Die Genexpression des Il4R zeigte sich an allen Zeitpunkten in der stimulierten

Gruppe hochreguliert gegentiber der Kontrollgruppe (s. Abb. 19). In der Two Way ANOVA

ergab sich ein statistischer Unterschied fiir die Intervention, welcher sich im Mann-Whitney-U
T-Test nicht bestatigte (s. Abb. 19).
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Abbildung 19: Relative mRNA-Expression von lI4R in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe,
CO vs. hiL-6) Two-Way ANOVA: Zeit *, Intervention *** (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=sti-
mulierte Gruppe, *p=0,05, ***=p<0,001).
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Die Genexpression von Ppary fiel in der hIL-6 stimulierten Gruppe kontinuierlich tGber die Zeit
ab, was sich auch in der Two-Way ANOVA abbildete. Ppary zeigte sich an allen Zeitpunkten
in der stimulierten Gruppe deutlich herunterreguliert gegeniiber den Expressionsleveln der

Kontrollgruppe. Der grofite Unterschied wurde zum Zeitpunkt 4h erreicht (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: Relative mRNA-Expression von Ppary in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hiL-6) Two-Way ANOVA: Zeit **, Intervention *** u. Mann-Whit-
ney-U-Test: 4h***, 8h ns, 24h ns (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, ns=
nicht signifikant, **p=<0,01, ***p=0,001).

Die relative Proteinexpression von TGFR zeigte fir die einzelnen Zeitpunkte keine statistisch
relevanten Unterschiede durch die Stimulation mit hiL-6. Der P-Value Summary der Kruskal-
Wallis-Analyse zeigte einen Wert p<0.05 an, fiir die anschlieenden Einzelmessungen erga-
ben sich keine Signifikanzen (s. Abb. 21(b)).

70



(a) oh: 4h i 8 i 24n ioh: 4h i 8h i 24n

IR e G s s 12, 46-60
s s - kDa

TGFRB

GAPDH "- -- .‘----—- --- 37 kDa

ico ico : co

TGFR/GAPDH

ico ico ico

—
O
-

Oh: 4h i 8h | 24n

rel. Proteinexpression

O e"b O v\"b &

N
>

Abbildung 21: Relative Proteinexpression von TGFR in BV-2 Zellen nach 4h, 8h und 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hlL-6), (a) Reprasentative Western Blot-Analyse von TGFR, (b)
Relative Proteinexpression von TGFR/GAPDH, Kruskal-Wallis-Test: * (CO=Kontroll-
gruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, *=p<0,05).
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4.3 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf Marker der Synaptischen Plastizitat

Die mRNA-Expression von Arc stieg in beiden Gruppen initial an (4h), fiel dann ab (8h) und
stieg wieder leicht an (24h). In der Two-Way ANOVA zeigte sich eine Veranderung in der Zeit,

aber keine Veranderung durch die Intervention mit hiL-6.(s. Abb. 22).
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Abbildung 22: Relative mMRNA-Expression von Arc in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe,
CO vs. hIL-6) Two-Way AVOVA: Zeit **, Intervention ns (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=sti-
mulierte Gruppe, ns=nicht signifikant, **=p<0,01).

Die rel. mRNA Expression von Homer1a war nicht verandert (s. Abb. 23).
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Abbildung 23: Relative mRNA-Expression von Homer1a in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: ns (CO=Kontrollgruppe, hIL-6=stimu-
lierte Gruppe, ns=nicht signifikant)

Die Genexpression von Cx3cr1 zeigte nach 4h einen Anstieg und fiel im Verlauf ab. Es zeigte
sich zum Zeitpunkt 4h in der stimulierten Gruppe eine gegentber der Kontrollgruppe leicht
erhohte Expression, die dann zum Zeitpunkt 8h und 24h unter die Genexpressionslevel der
Kontrollgruppe abfiel (s. Abb. 24). In der Two-Way ANOVA zeigte sich eine statistische Ver-

anderung Uber die Zeit, jedoch nicht durch die Intervention mit hiL-6.
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Abbildung 24: Relative mRNA-Expression von Cx3cr1 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hiL-6) Two-Way ANOVA: Zeit ****, Intervention ns (CO=Kontroll-
gruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant, ****=p<0,007)

Die Genexpression von Foxo1 fiel zunachst (4h, 8h) leicht ab und stieg bis zum Zeitpunkt 24h
erneut an. Das Expressionslevel von Foxo1 erwies sich zu allen Zeitpunkten in der stimulierten
Gruppe herabreguliert gegentiber der Kontrollgruppe. Am Zeitpunkt 8h zeigte sich ein signifi-
kanter Unterschied zwischen beiden Gruppen im Mann-Whitney T-Test. In der Two-Way A-
NOVA zeigte sich ein Unterschied fur die Zeit und die Intervention mit hIL-6 (s. Abb. 25).
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Abbildung 25: Relative mRNA-Expression von Foxo1 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=8/Gruppe, CO vs. hIL-6) Two-Way AVOVA: Zeit **** Intervention ** u. Mann-Whit-
ney-U-Test 4h ns, 8h**, 24h ns (CO=Kontrollgruppe, hiIL-6=stimulierte Gruppe, ns=
nicht signifikant, **=p<0,01, ****=p<0,0001).

Die Genexpression von c-Fos stieg initial (4h) stark an und fiel im Verlauf (8h, 24h) deutlich
ab. Die Expression von c-Fos erwies sich zu allen Zeitpunkten in der stimulierten Gruppe als
deutlich heraufreguliert gegentiber der Kontrollgruppe. In der Two-Way ANOVA zeigte sich
eine statistisch relevante Veranderung fir den Zeitverlauf und fir die Intervention mit hiL-6 (s.
Abb. 26).
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Abbildung 26: Relative mRNA-Expression von c-Fos in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=8/Gruppe, CO vs. hiL-6) Two-Way ANOVA: Zeit **** Intervention **** u. Mann-Whit-
ney-U-Test: 4h**, 8h*, 24h** (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, *=p<0,05,
**=p<0,01, ****=p<0,0001).

Die mRNA Expression Egr1 war zu allen Zeitpunkten in der stimulierten Gruppe verglichen mit

der Kontrollgruppe herunterreguliert. Zu den Zeitpunkten 8h und 24h zeigten sich groRe Un-

terschiede zwischen hiL-6-stimulierter Gruppe und Kontrollgruppe (s. Abb. 27). Die Genex-

pression beider Gruppen, fiel bei 24h im Vergleich zu 8h deutlich ab. In der Two-Way ANOVA

zeigte sich eine statistisch relevante Veranderung fur den Zeitverlauf und fur die Intervention

mit hIL-6.

1.5 ;

rel. nRNA-Expression/B-Actin

0.0

1.0 1

0.5 -

Egr1

-- CO

x hIL-6

* k%

N\ » N o

Abbildung 27: Relative mMRNA-Expression von Egr1 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h (n=8/Gruppe,
CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: Zeit **** Intervention **** u. Mann-Whitney-U-Test: 4h
ns, 8h**, 24h** (CO=Kontrollgruppe, hiIL-6=stimulierte Gruppe, ns= nicht signifi-
kant,**=p<0,01, ***=p<0,001, ****=p<0,00017).

In der Proteinexpression von vGLUT2 zeigte sich die P-Value Summary im Kruskal-Wallis Test

mit p<0.05 verandert. In den anschlieRenden Einzelmessungen mittels Mann-Whitney Test fur
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die jeweiligen Zeitpunkte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede durch die IL-6 Stimu-
lation (s. Abb. 28 (b)).

(@)

Oh: 4 i 81 i 24h io0hi 4h i 8h i 24h

o N P o Awta g £ N - . o s
S R R SRR R R R cm G -:k -—
. . . 3 .

vGLUT2 i o L B 62-67 kDa
e A A R N S S B 5 el MR B
GAPDH 1 o i e i e e o ol e e e e e 37 kDa
ECO hiL( gCO | CO hiL( CO hi CO hi CO
vGLUT2/GAPDH
(b) . . .
_%loni an i 8 | 24n
k) ; ‘ f
B 6
5
S L
; L T
2
a 2]
E
0- T — T
O o O » O P
@ O P

Abbildung 28: Relative Proteinexpression von vGLUT2 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h und 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6), (a) Reprasentative Western Blot-Analyse von vGLUT2,
(b) Relative Proteinexpression von vGLUT2/GAPDH, Kruskal-Wallis-Test: * (CO=Kon-
trollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, *=p<0,05).
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4.4 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf Marker der Extrazellularen Matrix

Die Genexpression von Mmp9 stieg in der hIL-6 stimulierten Gruppe initial (4h) stark an und
fiel im Zeitverlauf (8h, 24h) ab. Mmp9 erwies sich zum Zeitpunkt 4h als relevant erhoéht in der
hIL-6 stimulierten Gruppe. Im Zeitverlauf nahm die Genexpression ab und naherte sich an den
Zeitpunkten 8h und 24 dem Expressionslevel der Kontrollgruppe an. In der Two-Way Analyse
ergaben sich ein p<0.001 fir die Zeit und die Intervention mit hIL-6. (s. Abb. 29).
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Abbildung 29: Relative mRNA-Expression von Mmp9 in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hIL-6). Two-Way ANOVA: Zeit **** Intervention **** u. Mann-
Whitney-U-Test: 4h*, 8h ns, 24h ns (CO=Kontrollgruppe, hiIL-6=stimulierte Gruppe,
ns=nicht signifikant, *p=<0,05, ****=p<0,0001).

Die Genexpression von Timp1 zeigte sich am Zeitpunkt 4h deutlich erhoéht in der hiL-6 stimu-
lierten Gruppe gegenulber der Kontrollgruppe. Im Verlauf nahm die Genexpression ab und
naherte sich an den Zeitpunkten 8h und 24 dem Expressionslevel der Kontrollgruppe an (s.
Abb. 30(a)).

Die Genexpression von Timp2 wies zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zwi-

schen stimulierter Gruppe und Kontrollgruppe auf (s. Abb. 30(b)).
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Abbildung 30: Relative mRNA-Expression von (a) Timp1 und (b) Timp2 in BV-2 Zellen nach 4h,
8h, 24h (n=8/Gruppe, CO vs. hIL-6) Two-Way ANOVA: ns (CO=Kontrollgruppe, hiL-
6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant, *p=<0,05).
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Die Genexpression von Syndecan1 und Syndecan3 zeigte zu keinem Zeitpunkt signifikante

Unterschiede zwischen der stimulierten und nicht stimulierten Gruppe (s. Abb. 31(a), 31(b)).
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Abbildung 31: Relative mRNA-Expression von (a) Syndecan1 und (b) Syndecan3 in BV-2 Zellen
nach 4h, 8h, 24h (n=4/Gruppe, CO vs. hiL-6) Two-Way ANOVA: ns (CO=Kontroll-
gruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant).

Die Genexpression von TenascinR zeigte keinen relevanten Unterschied in der hIL-6 stimu-

lierten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 32).
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Abbildung 32: Relative mRNA-Expression von TenascinR in BV-2 Zellen nach 4h, 8h, 24h
(n=4/Gruppe, CO vs. hiL-6) Two-Way ANOVA: ns (CO=Kontrollgruppe, hlL-6=stimu-
lierte Gruppe, ns=nicht signifikant).
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4.5 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Aktivitat von BV-2 Zellen

Abbildung 33: Immunhistochemische Intensitatsmessung: (a) BV-2 Zellen Visualisierung der Zell-
kerne DAPI-Farbung (blau) in 40x-VergroRerung, (b) BV-2 Zellen IBA1-Farbung (griin)
in 40x-VergroRerung

Die Intensitatsmessung der IBA1-Farbung ergab eine deutlich reduzierte Intensitat in der hlL-
6 stimulierten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Intensitat stieg initial (4h, 8h) an
und fiel bis 24h deutlich ab (s. Abb. 34(a)) und zeigte in der Two-Way ANOVA eine Verande-
rung in Zeit und Intervention. Die IBA1 Intensitdtsmessung bezogen auf die Flache und die
Zellzahl ergab keinen Unterschied. Nur im Zeitverlauf ergab sich fur beide Gruppen eine Ab-

nahme der Intensitadtsmessung, was in der Two-Way ANOVA sichtbar wurde (s. Abb. 34(b)).
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Abbildung 34: IBA1-Intensitidtsmessung als MaB der Aktivierung der BV-2 Mikrogliazellen.
(a) Intensitat/Flache (au) 2-Way-ANOVA: Zeit **** Intervention **, Mann-Whitney-U-
Test: 4h*, 8h*, 24h ns, (b) IBA1 positive Flache/Zellzahl (mm?) 2-Way-ANOVA: Zeit **,
Intervention ns (CO=Kontrollgruppe, hIL-6=stimulierte Gruppe, ns=nicht signifikant,
*=p<0,05, **=p<0,01, ****=p<0,0001)
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4.6 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Morphologie von BV-2 Zellen

Das Zytoskelett ibernimmt vielfaltige Aufgaben und bedarf daher der Fahigkeit einer standigen
dynamischen Anpassung. Auch die Morphologie der Mikrogliazellen &ndert sich mit ihren un-
terschiedlichen Aktivierungszustanden.’ Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist die
Einteilung in ruhende, ramifizierte und aktivierte, amdboide Zellkdrper in der Literatur weit ver-
breitet (s. Abb. 2). Wahrend den ramifizierten Mikrogliazellen eine insgesamt eher neuropro-
tektive Funktion der Uberwachung und Aufrechterhaltung der Homdostase des ZNS und des-
sen Integritat zugeschrieben wird, kann der améboide, aktivierte Phanotyp wie bereits erwahnt
in unterschiedliche Subtypen mit pro-oder antiinflammatorischen Wirkprofil eingeteilt wer-
den.'8

Die Anfarbungen mit Phalloidin und IBA1 mit anschlieRender Fluoreszenzmikroskopie dienten
der genaueren Darstellung des Zytoskletts und moglicher Morphologiednderungen der BV-2

Zellen unter hlL-6-Stimulation im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.6.1 Fortsatzlange und Fortsatzanzahl

Abbildung 35: Effekt von hIL-6 auf die Ramifizierung (weiBe Pfeile) von BV-2 Zellen nach 24h
Inkubation mit hIL-6. (a) Anfarbung der Aktinfilamente mit Phalloidin-Farbung, Uber-
sichtsaufnahme in 40x-VergréRerung, (b, c) Phalloidin-Farbung 100x-Vergréerung, (d)
reprasentative IBA1-Farbung 100x-VergroRerung 24h CO, (e) repr. IBA1-Farbung
100x-VergroRerung 24h hiL-6. Der Skalierungsbalken reprasentiert eine Lange von 10
pum (CO=Kontrollgruppe, hiL-6= stimulierte Gruppe).
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Die Gesamtfortsatzlange pro Zelle fiel bei 4h in beiden Gruppen zunachst ab und stieg bis zum
Zeitpunkt 8h erneut an. Nach 24-stindiger Inkubation war die Fortsatzlange in der hIL-6
Gruppe relevant gegenuber der Kontrollgruppe erhéht, sowohl die Gesamtfortsatzlange pro
Zelle als auch pro Anzahl der Fortsatze (s. Abb. 36(a), (b)). In der Kontrollgruppe zeigte sich
ein deutlicher Abfall der Gesamtfortsatzlange pro Zelle bei 24h, was ebenfalls Grund fur die
erreichte statistische Signifikanz sein kann.

Die Anzahl der Fortsatze (siehe Abb. 36 (c)) zeigte bei 4 und 8h keine Unterschiede. Wahrend
die Fortsatzanzahl nach 4h und 8h in beiden Gruppen ahnliche Auspragung hatten, fiel nach
einer langeren Inkubation (24h) mit hiL-6 eine deutlich erhdhte Fortsatzanzahl gegentber der

Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 36: Ramifizierung von BV-2 Zellen unter hiL-6-Stimulation vs. Kontroligruppe:
(a) Two-Way ANOVA Gesamtfortsatzlange (um)/Zelle: ns u. Mann-Whitney-U-Test
nach 4h, ns, 8h ns, 24h*** , (b) Two-Way ANOVA Gesamtforsatzlange (um)/Anzahl
Fortsatze: ns u. Mann-Whitney-U-Test nach 4h ns, 8h ns, 24h*, (c) Mann-Whitney-U-
Test Anzahl Fortsatze nach 4h ns, 8h ns, 24h**, (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte
Gruppe, ns=nicht signifikant, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001)
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4.7 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Phagozytoseaktivitat von BV-2 Zellen

Die Phagozytoseaktivitdt wurde mittels der Aufnahme von blau gefarbten Beads Uber eine

Zeitspanne von 6 Stunden gemessen. Als positive Zellen gelten Zellen, die mit mehr als 10

Beads gefilllt sind.

Die Partikelaufnahme (Phagozytoseaktivitat) erwies sich in der hiL-6 stimulierten Gruppe als

signifikant erniedrigt gegentber der Kontrollgruppe (s. Abb. 37(a), (b) und Abb. 38).

Abbildung 37:

Abbildung 38:

Effekte von hIL-6 auf das Phagozytoseverhalten von BV-2 Mikrogliazellen. Deut-
lich reduzierte Partikelaufnahme in der hlL-6 stimulierten Gruppe im Vergleich zur Kon-
troligruppe. (a) Kontrollgruppe 40x-Vergofierung (b) hiL-6 stimulierte Gruppe 40x-Ver-
groRerung. (CO=Kontrollgruppe, hiL-6=stimulierte Gruppe)
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Phagozytoseaktivitit von BV-2 Zellen unter hiL-6-Stimulation vs., Kontroligruppe:
Positive Zellen entsprechen Zellen, die mit mehr als 10 Beads gefiillt sind. Para-
metrischer T-Test Positive Zellen/Anzahl Zellen im Gesichtsfeld: *, (CO=Kontroligruppe,
hiL-6=stimulierte Gruppe, *=p<0,05)
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5 Diskussion

5.1 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf intrazellulare Signalkaskaden der BV-2
Zellen

Welche Zellen ursachlich fir die chronische Inflammation im Hypothalamus sind, welche Fak-
toren zur Gliogenese fuhren und welche Zellen und Signalwege an deren Entstehung beteiligt
sind, ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Es wurde bereits gezeigt, dass Neuronen
und Astrozyten gut auf hIL-6, nicht aber auf IL-6 allein reagieren, was darauf schlieRen lasst,
dass das Trans-Signaling fur die Vermittlung der IL-6-Effekte in diesen Zellen entscheidend
ist. 19150 Mikrogliazellen hingegen reagieren auch tber den klassischen Signalweg gut auf IL-
6. Bisher ist in der Literatur wenig beschrieben, wie genau sich das durch hIL-6 induzierte
Trans-Signaling auf BV-2 Mikrogliazellen auswirkt. Zwar zeigten Lin und Levison, dass kulti-
vierte Mikroglia auch auf IL-6 allein mit einer robusten STAT3-Aktivierung reagieren kénnen,
die Modulation bestimmter Antworten jedoch den slIL-6R erfordert und daher Trans-Signaling
vermittelt ist.">' Dies unterstreicht die Komplexitat der mikroglialen Antwort auf IL-6 und legt
die Annahme nahe, dass ein und dieselbe Zelle unterschiedlich auf das klassische bzw. auf
das Trans-Signaling reagiert.*® Insgesamt kénnen wir im vorliegenden Forschungsprojekt zahl-
reiche Effekte in den BV-2 Zellen als Reaktion auf das hIL-6 feststellen, die im Folgenden
dargelegt werden sollen. In der hier vorliegenden Dissertation zeigte sich, dass die mit hlL-6
stimulierten Zellen zum Teil Anzeichen einer M1-Polarisierung mit vornehmlich proinflamma-
torischem Wirkprofil bei jedoch gleichzeitiger gegenregulatorischer Heraufregulierung einiger
antiinflammatorischer Marker im Zeitverlauf aufwiesen. Unter hlL-6 Stimulation zeigte sich zu-
dem eine tendenzielle Herabregulation wichtiger Marker der synaptischen Plastizitat in den
BV-2 Zellen sowie eine Heraufregulation von Matrix-Metallopeptidase 9 (MMP9), einem Mar-
ker der Degradierung der Extrazellularen Matrix (EZM). Auch zeigte sich in der hIL-6 stimulier-
ten Gruppe eine herabgesetzte Phagozytoseleistung. Im Hinblick auf die Ramifizierung der
Mikroglia zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen der stimulierten und der
nicht stimulierten Gruppe, was im Folgenden diskutiert wird.

Anhand des durchgefiihrten Experiments kann auf Proteinexpressionsebene mittels Western
Blot ein ,Proof of Concept” erfolgen: Eine Stimulation mit hiL-6 fGhrt Gber das Trans-Signaling
zur vermehrten Aktivierung des STAT3-Signalweges in BV-2 Zellen (siehe S. 63 Abb. 8(a-d)).
Zudem ist SOCS3 als Downstream-Parameter und Regulator des negativen Feedback der
STAT3-Signalkaskade zu allen Zeitpunkten in der stimulierten Gruppe deutlich hochreguliert
(s. s. 64 Abb. 9)."*' Es ist mehrfach beschrieben, dass STAT3 eine entscheidende Rolle bei
der Gliogenese im ZNS spielt. Gu et al zeigten, dass die Inhibition von STATS3 in vitro direkt
die Neurogenese induziert und die Astrogliogenese in neuralen Stammzellen hemmt.'®? Im

Mausmodell zeigten Mause mit systemischer Produktion von humanem IL-6/sIL-6R, nicht aber
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von IL-6 allein, neurologische Symptome in Verbindung mit der Entwicklung von Gliose im
ZNS."®® Auch wird eine vermehrte Aktivierung von STAT3 mit der Entstehung von Depression
im Mausmodell in Verbindung gebracht.’ Unsere Ergebnisse deuten auf eine Induktion der
Gliogenese durch hIL-6 aufgrund einer Aktivierung des STAT3-Signalwegs hin."*? Durch Gli-
ose kommt es zur Beeintrachtigung der Funktion und Plastizitat neuronaler Netzwerke. In der
Literatur finden sich zahlreiche Beispiele, in denen durch proinflammatorische Stimuli aktivierte
Mikroglia die Neurogenese hemmt."™ Zunehmend mehr Studien zeigen jedoch auch, dass
aktivierte Mikroglia fiir die Neurogenese von Vorteil sein kann.'%

Die Variabilitdt der Auswirkung der Mikroglia auf die Neurogenese kénnte zum einen von der
unterschiedlichen Polarisierung der Mikroglia, zum anderen aber auch vom Stimulus allein
abhangen.®® Auch hat sich gezeigt, dass die Funktionen von STAT3 zeitabhangig sind. In sehr
frihen Stadien tragt STAT3 entscheidend zur Gliogenese bei, wahrend es in spateren Stadien
das neuronale Uberleben unterstiitzt."® Da unser Versuchsmodell nur kurzfristige Effekte
zeigt, kann Uber die Folgen der Langzeitaktivierung von STAT3 keine Aussage getroffen wer-
den. In der Literatur werden zudem die zytoplasmatischen und nukledren Funktionen von
STAT3 unabhéngig voneinander gesehen.'®® Zwar wird IL-6, insbesondere das Trans-Sig-
naling, vermehrt mit Gliogenese und neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung ge-
bracht, jedoch gibt es auch Studien, die darauf hinweisen, dass hIL-6 und das Trans-Signaling
ebenso regenerative und neurotrophe Effekte haben kann.'® So konnten Islam et al. feststel-
len, dass es neben der Gliogenese verschiedener Gliazellen auch zur Hochregulierung ver-
schiedener neuronaler Subtypen kam. Eine Studie zu vollstdndigem Querschnitt am Mausmo-
dell zeigte kurzlich eine funktionelle Erholung nach einmaliger hiL-6-Applikation in den senso-
motorischen Kortex." In diesem Zusammenhang ist das hIL-6 eher als allgemeiner Differen-
zierungsfaktor anzusehen, der die Neuro- und Gliogenese vermittelt. Der slL-6-Rezeptor
kdnnte als zentraler Regulator von Regenerationsprozessen fungieren. Beide Prozesse schei-
nen durch die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege abzulaufen. Wahrend die Neuroge-
nese uUber den MAPK/CREB-Signalweg vermittelt wird, induziert der STAT3-Signalweg die
Gliogenese.' Die Aktivierung des STAT3-Pathways kann als eine Art sich selbst verstéarken-
der Prozess gesehen werden, da konsekutiv auch proinflammatorische Zytokine wie IL-13 und
TNFa eine STAT3-Aktivierung bewirken und so die Zytokin-vermittelte Astrogliogenese indu-
zieren."® Eine Kombination von hIL-6- und einer pSTAT3-Blockade kdnnte in diesem Fall als
therapeutischer Ansatz dienen.'? In der Literatur finden sich auRerdem Ansétze, in denen eine
I6sliche Form des gp130-Proteins den Komplex aus IL-6/sIL-6R unter physiologischen Bedin-
gungen bindet und damit selektiv das Trans-Signaling blockiert. Sowohl in vitro als auch in
vivo konnte hierdurch gezeigt werden, dass das Trans-Signaling mafgeblich an der Aufrecht-
erhaltung proinflammatorischer Prozesse in Mikroglia und Neuronen beteiligt ist. Auch das

kénnte ein therapeutisches Target darstellen.'® Bei der Gliogenese handelt es sich um einen
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multizellularen Prozess, an dem eine Vielzahl verschiedener Zellen, Botenstoffe und Signal-
wege beteiligt sind. Die Effekte, die IL-6 zugeschrieben werden, sind vermutlich auch durch
Koexpression anderer proinflammatorischer Faktoren bestimmt. Zudem ist zu vermuten, dass
auch der Zeitpunkt der Exposition wahrend der Entwicklung von Relevanz ist."** In der Literatur
finden sich deutliche regionale Unterschiede in der Wirkung von IL-6 auf das ZNS.'®? Dies
unterstreicht, dass es nicht mdglich ist, IL-6 nur positive bzw. nur negative Eigenschaften im
ZNS zuzuweisen. Vielmehr bt IL-6 je nach Gewebe, Entwicklungszustand, Einwirkungsdauer
und Kofaktoren in der Umgebung sehr unterschiedliche Einfliisse aus.?®

Im Gegensatz zu einem normal funktionierenden ZNS, in dem Neuronen und Mikroglia und
Astrozyten in einer symbiotischen Beziehung miteinander stehen, gehen Mikroglia und Astro-
zyten durch einen Zustand chronischer Entzindung von einem basalen in einen reaktiven Zu-
stand (ber, in dem sie die Neuronen nicht mehr schiitzen, sondem sie schadigen.'®® Diat-
induzierte Entziindungen im Hypothalamus sind durch eine Ansammlung von Astrozyten und
aktivierter Mikroglia gekennzeichnet. Bisher ist unklar, wer die Entzindung vorrangig unterhalt.
Es gibt Hinweise darauf, dass der Cross-Talk zwischen Mikroglia und Astrozyten die Entzun-
dungsreaktion verstarkt und die Produktion neurotoxischer Faktoren synergistisch erhoht.'®*
Ob den Astrozyten im Prozess der chronischen Inflammation ahnlich pleiotrope Funktionen
wie den Mikrogliazellen zukommen, ist bislang nicht vollends geklart.?® Es gibt Studien, die
zeigen, dass Astrozyten eine neuroprotektive Rolle ausiben, indem sie die Aktivitdt von
Mikrogliazellen vermindern.'%'%¢ Beispielsweise konnte die Induktion von NO durch die An-
wesenheit von Astrozyten in gemischter Gliakultur verhindert werden. Der Crosstalk zwischen
den verschiedenen Zellpopulationen und den ausgeschutteten Mediatoren bestimmt, ob das

Ergebnis mikroglialer Aktivierung neuroprotektiv oder neurotoxisch ist.'®’

Werden Mikroglia-
zellen auf Astrozyten-Monolayern kultiviert, verasteln sie sich und zeigen eine grolRe morpho-
logische Ahnlichkeit mit iberwachender Mikroglia. Somit beeinflusst die Zugabe von Astrozy-
ten zur kultivierten Mikroglia deren Morphologie und vermutlich auch deren Funktion erheb-
lich.%? Dieser Aspekt ist in der hier untersuchten Reinkultur nicht abbildbar. Ebenso wie die
Rolle von hIL-6 muss auch die Gliogenese differenziert betrachtet werden. Neben den zahlrei-
chen erwahnten schadlichen Folgen der Gliogenese im Rahmen von Neurodegeneration und
neuronaler Plastizitat hat diese auch eine relevante physiologische Funktion im Sinne der Ver-
hinderung der Ausbreitung einer lokalen Infektion, Reparatur von Gewebsschaden und letzt-
endlich der Wiederherstellung der Homdostase.? Obwonhl die Jak/STAT3-Pathways eine be-
deutende Rolle in der Zytokin-Aktivierung spielen, aktiviert jedes Zytokin auch zahlreiche an-
dere Signalwege. Somit weist die isolierte Betrachtung eines Signalwegs Schwierigkeiten auf.
Da Jak und STAT3 nicht nur durch IL-6-Stimulation, sondern auch als Reaktion auf andere
pro- und antiinflammatorische Zytokine aktiviert werden, benétigt es genauere Kenntnis tber

die STAT-abhangigen, aber auch die STAT-unabhangigen IL-6-Signalwege und deren Inter-
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ferenzpunkte. Statt einer isolierten Betrachtung ware zukuinftig vielmehr eine Betrachtung des
Crosstalks zwischen einerseits verschiedenen Signalwegen, die durch eine Kombination von
Zytokinen aktiviert werden, und andererseits des Crosstalks zwischen Signalwegen, die von
einem einzelnen und selben Zytokin initiiert werden, notwendig.'®® Bei pERK, ebenfalls einem
relevanten Signalweg fiir die proinflammatorischen Effekte von IL-6,"® zeigten sich keine re-
levanten Veranderungen in der hier vorliegenden Studie, lediglich eine leichte Erhéhung in der
stimulierten Gruppe nach 8h und 24h (s. S. 64 Abb. 10(a-d)). Obwohl es erwiesen ist, dass
erhdhte IL-6-Spiegel bei der Mutter eine entscheidende Rolle fir die neurokognitive Entwick-
lung des Kindes spielen,'”®'" bleiben spezifische Wirkungen von IL-6 auf das sich entwi-
ckelnde Gehirn offen oder gar kontrovers: So zeigte eine Studie am Mausmodell, dass eine
subdurale Injektion von IL-6 am postnatalen Tag 4 weder kurz-noch langfristig zu neuroin-

flammatorischen Reaktionen fiihrte."®*

5.2 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Polarisierung von BV-2 Zellen

Die Ergebnisse hinsichtlich der M1-/M2-Polarisierung unterstreichen die Hypothese, dass
Mikrogliaaktivierung nicht notwendigerweise mit einer Polarisierung in ausschlief3lich einen
M1- oder M2-Phanotyp einhergehen muss. Das durch hIL-6 induzierte Genexpressionsprofil
zeigt kein eindeutig pro- oder antiinflammatorisches Muster, da eine Vielzahl von Genen mit
vielfaltigen und teils gegensatzlichen Funktionen durch hIL-6 hochreguliert wird. Zwar kommt
es durch die Stimulation mit hlL-6 zur Hochregulation zahlreicher M1-Marker, gleichzeitig
kommt es aber auch zur vermehrten Expression einiger M2-Marker. Vielmehr scheint es sich
um einen dynamischen und reversiblen Prozess zu handeln, der im Rahmen von Pathologien
oder aber auch als transienter Zustand im Sinne der Homobostase im ZNS auftreten kann.
Ahnlich wie bei peripheren Makrophagen haben moderne Transkriptom-Analysen von muriner
Mikroglia gezeigt, dass die Reaktionsphanotypen nicht dem M1-/M2-Muster entsprechen."’
In einem Mausmodell traumatischer Hirnverletzungen wurde gezeigt, dass Mikroglia zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten gleichzeitig sowohl M1-als auch M2-Marker auf ihrer Oberflache ex-
primieren.'”™ Es ist daher kritisch anzumerken, dass es sich bei der M1-/M2-Hypothese um
eine duale und somit auch stark vereinfachte Sicht auf die moglichen Aktivierungszustande
von Mikroglia handelt. Es muss davon ausgegangen werden, dass es in vivo noch zahlreiche

graduelle Abstufungen ihrer Funktion, Morphologie und Aktivierung gibt.®®

Phanotypische Mar-
ker fir die Polarisationszustande wurden mit Hilfe von in vitro Modellen etabliert. Die Definition
spezifischer Phanotypen in vivo ist aufgrund verschiedener Umwelt- und gewebsspezifischer
Stimuli, die die Polarisierung beeinflussen, deutlich schwieriger."* Neuere Ansétze, die die
transkriptionellen, proteomischen und epigenetischen Eigenschaften von Mikroglia in spezifi-
schen Kontexten untersuchen, beginnen konsistente Reaktionsmuster aufzudecken.®” " In

experimentellen Versuchsmodellen neurodegenerativer Erkrankungen oder von ZNS-Verlet-
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zungen konnte gezeigt werden, dass eine dysregulierte Proliferation der Mikrogliazellen sich
schéadlich auf die Neurone auswirkt. Die Proliferation wurde in diesen Studien durch M1-akti-
vierende Stimuli induziert. Neben proinflammatorischen M1-Markern sezernierten die prolife-
rierenden Mikrogliazellen gleichzeitig jedoch auch vermehrt IL-4, dass den schadigenden Ein-
fluss abschwachen konnte.'*'"® Im hier vorliegenden Experiment konnte gezeigt werden,
dass das durch das hlIL-6 induzierte Trans-Signaling ebenfalls zur Ausschittung der proin-
flammatorischen M1-Marker TNFa (s. S. 67 Abb. 14 ), iNOS (s. S. 67 Abb. 15), und IL-11 (s.
S. 65 Abb. 11) fuhrt, dennoch aber auch eine Hochregulierung des IL-4R in der stimulierten
Gruppe (s. S. 69 Abb. 19) stattfindet. Ob dies ein direkter Effekt des Trans-Signaling ist, oder
aber durch andere regulative, beispielsweise autokrine Signale der Mikrogliazellen induziert
ist, bleibt unklar. Ebenso, inwiefern Effekte auf das endogen von den BV-2 Zellen produzierte
IL-6 zurlickzuflhren sind. Insgesamt lasst sich die verstarkte Expression Marker beider Pha-
notypen jedoch im Sinne der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase durch die Mikroglia-
zellen interpretieren. Die primare Antwort wird durch einen initialen Stimulus bestimmt, kann
jedoch durch sich verandernde Stimuli, Dauer der Einwirkung eines Stimulus und Gewebere-
aktion moduliert werden."” Konkurrierende Stimuli kénnen gleichzeitig auftreten und einen
sowohl pro-als auch antiinflammatorischen Typ zur selben Zeit hervorrufen. In der gleichzeiti-
gen Erhéhung pro-und antiinflammatorischer Marker der BV-2 Zellen durch die hlL-6 Stimula-
tion zeigt sich, dass es sich bei der mikroglialen Aktivierung um einen dynamischen Prozess
handelt. IL-18 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das Teil der Kommunikation zwischen Glia
und Neuronen ist. Tao et al. konnten mittels der Behandlung einer Kultur primarer Hypotha-
lamusneurone mit dem Uberstand LPS-behandelter BV-2 Zellen zeigen, dass BV-2 Zellen IL-
1B ins Kulturmedium freisetzen und die Aktivitat der hypothalamischen Neurone regulieren.'”’
Durch hIL-6 kam es im hier durchgefihrten Experiment nach 4h zu einer deutlichen Hochre-
gulation des IL-B, die nach 24h wieder abklang (s. S. 65 Abb. 11). Die Hochregulation von IL-
R kann als proinflammatorische Reaktion, aber auch als simple ,Aktivierung" der Mikrogliazel-
len interpretiert werden.'”® Die hier vorliegenden Ergebnissen aus den qPCR-Untersuchungen
machen im Einklang mit der Literatur deutlich, dass sich weniger die isolierte Betrachtung als
vielmehr eine Kombination von Markern fiir einen Aktivierungszustand empfiehlt.%® Es ist da-
von auszugehen, dass Mikroglia von einem M1-Phanotyp zu einem eher regulatorischen, an-
tiinflammatorischen M2-Phanotyp Ubergehen kénnen. Die Hypothese der sogenannten ,dunk-
len Mikroglia“!”® beschéaftigt sich damit, ob die jeweiligen Phénotypen unterschiedlichen Sub-
populationen angehéren, die in verschiedenen Phasen einer Entzindungsreaktion unter-

schiedliche Aufgaben erfiillen'®°

oder ob sie in Abhangigkeit der Umgebungssignale zwischen
funktionellen Phanotypen wechseln kénnen.'®" AuBerdem gibt es zunehmend Hinweise da-
rauf, dass eine metabolische Umprogrammierung bei der Regulation einer Art angeborenen

Entziindungsreaktion eine Rolle spielen kénnte.®® Als weiterer M2-Marker zeigte sich PPARy
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in der hIL-6 stimulierten Gruppe deutlich herunterreguliert gegentiber der Kontrollgruppe (s. S.
70 Abb. 20). Im Kontext neuropsychiatrischer Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass
PPARYy eine bedeutende Rolle bei der Mikrogliaaktivierung und bei der Abschwachung von
Neuroinflammation spielt.”® In Anlehnung an diese Ergebnisse wére daher von einer eher
proinflammatorischen Wirkung des hIL-6 induzierten Trans-Signalings auf die Funktion der
BV-2 Zellen auszugehen. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen aus einer Studie, in der
BV-2 Zellen mit IL-6 und sIL-6R stimuliert wurden.®® Die Tatsache, dass einige proinflamma-
torische Marker in der stimulierten Gruppe im Zeitverlauf abnehmen, antiinflammatorische da-
fur zunehmen, steht in Einklang mit den Beobachtungen in in vitro Experimenten mit Mikroglia
unter LPS-Stimulation™® und I&sst sich ebenfalls vor dem Hintergrund des Bestrebens der
Zellen nach einem Gleichgewicht zum Schutz des Gewebes interpretieren. Demnach hatte
das hlL-6 kurzfristig einen proinflammatorischen Effekt, der aber tiber den Zeitverlauf nicht
uberwiegt. In der Literatur ist man sich zunehmend einig, dass beide Mikrogliaphanotypen ihre
Funktion und Berechtigung haben, weshalb weniger die Unterdrickung eines bestimmten
Phanotyps, sondern vielmehr das richtige Verhaltnis beider Phanotypen angestrebt werden
sollte. Zudem musste ein genaueres Augenmerk auf die Zeitrdume, in denen die jeweiligen
Phanotypen auftreten und auf Veranderungen im sie umgebenden Mikromilieu gelegt werden.
Die Untersuchung der Regulationsmechanismen der mikroglialen M1/M2-Polarisation ist ein
vielversprechender Ansatz.'® So konnten Xiong et al. zeigen, dass eine Behandlung mit IL-4
die M2-Mikroglia-Polarisation erhoht und die Ergebnisse einer zerebralen Ischamie verbes-
sert." In der Proteinexpression von TGFR (M2-Marker) zeigt sich lediglich ein leichter Anstieg
Uber den Zeitverlauf, aber kein deutlicher Unterschied zwischen der stimulierten Gruppe und
der Kontrollgruppe (s. S. 71 Abb. 21). Das Trans-Signaling scheint somit auf die TGFR-Signal-
kaskaden wenig Einfluss zu nehmen. Obwohl sich im hier vorliegenden Versuch nur geringfu-
gige Unterschiede in der Genexpression von TLR4 und NFkB zwischen den beiden Gruppen
zeigen (s. S. 66 Abb. 12, 13), sind sie dennoch mehrfach als entscheidend fur die Modulation
der mikroglialen Aktivierung und Neuroinflammation beschrieben worden.' Die Stimulation
von TLR4 aktiviert den NFkB1-Signalweg, der eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von M1-
Mikroglia spielt und die Transkription der proinflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und TNFa
induziert.'® Die hier gezeigte Erhéhung von TNFa (s. S. 67 Abb.14) scheint also in dem Fall
Uber eine andere Signalkaskade induziert zu werden. NFkB1 ist zudem ein Regulator der
MMP9-Genexpression.'® Als weiterer M1-Marker zeigt sich iNOS unter der hIL-6-Stimulation
deutlich erhoht (s. S. 67 Abb. 15). Hier muss jedoch aufgrund der ausgepragten Erhéhung
unter hlL-6 auch ein Messfehler in Betracht gezogen werden. Andere Arbeiten mit der BV-2
Zelllinie, anderen Mikroglia-Zelllinien und primarer Mikroglia unter proinflammatorischer Sti-
mulation (LPS) zeigen ebenfalls stark erhéhte iNOS- und MMP9-Expressionslevel. 89190191

Dies stimmt mit unseren Ergebnissen unter hIL-6-Stimulation Uberein. Gleichzeitig ist INOS

88



jedoch auch ein Aktivierungsmarker fir Mikroglia und es wurden auch Formen der Mikrog-
liaaktivierung ohne begleitende Erhdhung der Expression proinflammatorischer Zytokine beo-
bachtet. Dies ist ein weiterer Aspekt der Heterogenitat mikroglialer Aktivierungsmechanismen
und Phanotypen und eine Erklarung fur die nur sehr selektive Auf- und Abregulation der jewei-
ligen Marker.'®® Es gibt zunehmend Hinweise dafiir, dass die schadlichen Effekte der Mikroglia
nicht nur durch erhéhte Spiegel proinflammatorischer Zytokine, sondern auch durch zahireiche
weitere Faktoren vermittelt werden.'®? In vielen Fallen wird es sich wahrscheinlich nicht um ein
"entweder/oder", sondern um ein "sowohl als auch" handeln. Zusammenfassend koénnte dies
bedeuten, dass Mikroglia sowohl auf eine veranderte Mikroumgebung im Gehirn reagieren als
auch neurologische Pathologien direkt beeinflussen. Die Fahigkeit der Mikroglia sich an die
Hirnumgebung anzupassen9o legt nahe, dass die Funktion der Mikroglia maflgeschneidert ist,
so dass Verallgemeinerungen zwischen Mikroglia wahrend der Entwicklung, im normalen Er-
wachsenenalter oder bei verschiedenen pathologischen Zustéanden nur schwer moglich

sind.%

5.3 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf Marker der Synaptischen Plastizitat

Dass Mikrogliazellen die Entwicklung des ZNS und die synaptische Plastizitat neuronaler Netz-
werke im Erwachsenalter beeinflussen, wurde mehrfach nachgewiesen.®” Einige Marker der
synaptischen Plastizitat in den BV-2 Zellen zeigen sich auf transkriptioneller Ebene verandert,
andere nicht. Dies kdnnte daran liegen, dass es sich bei der synaptischen Plastizitat um einen
multizellularen Prozess handelt, der im Rahmen einer Monokultur nur schwer beurteilt werden
kann. Beispielsweise konnten Paolicelli et al. im Mausmodell zeigen, dass ein fehlender Che-
mokinrezeptor CX3CR1 eine verminderten Anzahl an Mikrogliazellen und konsekutiv verzoger-
tem Synaptic Pruning in der Entwicklungsphase des Gehirns hervorruft.® Dies fiihrt zu unreifen
neuronalen Netzwerken. Der Chemokinrezeptor zeigte sich in unseren Untersuchungen kaum
verandert (s. S. 73 Abb. 24). Dies kdnnte daran liegen, dass seine Expression nicht durch das
IL-6-Trans-Signaling beeinflusst wird oder daran, dass in der Reinkultur der BV-2 Zellen der
Stimulus durch das von den Neuronen ausgeschittete CX3CL1 fehlt. Die Marker Arc und Ho-
meria, beide relevant im Rahmen der Aktivierung und Modifikation exzitatorischer Synap-
sen,'? zeigten keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen (s. S. 72 Abb. 23, 24). Foxo1 und
Egr1 als Marker der synaptischen Plastizitat®
lich herabreguliert gegentiber der Kontrollgruppe (s. S. 73 Abb. 25, S. 74 Abb.27), c-Fos deut-
lich hochreguliert in der stimulierten Gruppe (s. S. 74, Abb. 26). C-Fos gilt ebenfalls als Aktivie-

waren hingegen in der stimulierten Gruppe deut-

rungsmarker fiir Mikroglia.®® Da es sich hier um wichtige Marker der synaptischen Plastizitét
handelt, stellt sich die Frage, ob es durch das hlL-6 induzierte Trans-Signaling zu einer vermin-
derten Fahigkeit der Mikrogliazellen zur Modulation der neuronalen Netzwerke kommt. Auf

translationaler Eben wurde lediglich vGLUT2 untersucht. Da sich hier keine Veranderungen
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zeigten (s. S. 75 Abb. 28), wurde von der Untersuchung weiterer Transporter oder GABAerger
Synapsen abgesehen. Buss et al. konnten zeigen, dass IL-6 eine wichtige Rolle bei der Ent-
wicklung des fetalen Gehirns spielt und erhéhte Serumwerte von IL-6 beim Kind zu Stérungen
des zelluléaren Uberlebens, der Proliferation und Differenzierung, des axonalen Wachstums und
der Synaptogenese fiihren kénnen.'®* Eine Erhéhung von IL-6 filhrte in Studien zu einer funk-
tionellen und strukturellen Beeintrachtigung in neuronalen Netzwerken der Nachkommen und
in der Folge zu einer veranderten kognitiven Entwicklung in den Nachkommen. 19519171

Um die Komplexitat des ZNS besser zu verstehen, sollten sich zukinftige Experimente auf
das funktionelle Zusammenspiel der vielen zellularen und molekularen Komponenten der sy-
naptischen Plastizitat konzentrieren.®' Neben der bereits erwéhnten Rolle der Astrozyten leis-
ten auch die Oligodendrozyten durch Interaktion mit EZM-Molekulen einen Beitrag zur synap-
tischen Plastizitat und neuronalen Aktivitat."" Die einzelnen Zellen tiben einen starken Einfluss
aufeinander aus. Insbesondere flir Astrozyten finden sich in der Literatur zahlreiche Beispiele,
die ihren Einfluss auf die Mikrogliazellen beweisen. Sie modulieren deren Zellproliferation und
Migration und konnten in der Co-Kultivierung potenziell schadigende Effekte wie etwa Expres-
sion von iNOS in den Mikroglia abschwéchen.9199200 Bijldung und Funktion des Nervensys-
tems werden maf3geblich durch lebenslange dynamische und bidirektionale Interaktionen zwi-
schen Neuronen, Makro- und Mikroglia bestimmt.?' Die singulare Betrachtung der Mikroglia
dieser Studie ist daher eine mogliche Erklarung fur die teils geringfugigen Veranderungen bei
den Markern der synaptischen Plastizitat. Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass Mikrogli-
azellen die Reifung oder Funktion von Neuronen und die synaptische Funktion durch die Frei-
setzung von entzundlichen Zytokinen und Molekulen wie Interleukinen oder TNFa modulieren,
die wiederum auch die synaptische Reifung und Plastizitat regulieren.®” Die zuvor beschrie-
bene vermehrte Ausschuttung proinflammtorischer Zytokine der BV-2 Zellen unter hlL-6-Sti-
mulation lasst sich unter dem Aspekt der synaptischen Reifung demnach in einem anderen
Licht sehen. Das Trans-Signaling scheint insgesamt einen Einfluss auf die Fahigkeit zur Plas-
tizitat der BV-2 Zellen zu haben. Hier konnten durch den Verlust der fiir die Plastizitat wichtigen
Faktoren Foxo1 und Egr1 eher nachteilige Effekte gezeigt werden, was jedoch weiterer Unter-

suchungen auch auf transkriptioneller Ebene bedarf.

5.4 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf Marker der Extrazellularen Matrix

Bis auf eine deutliche Hochregulierung von MMP9 unter der hlL-6-Stimulation (s. S. 76 Abb.
29) zeigten sich keine starken Veranderungen bei den Markern der EZM. Die Hochregulation
von TIMP1 (s. S. 76 Abb. 30(a)) als Inhibitor der Matrixmetalloproteinasen steht im Einklang
mit der Hochregulation von MMP9 bzw. Iasst sich als Antwort darauf interpretieren. Im Rahmen
des Strebens nach Homoostase kommt es zum Auf- und Abbau extrazelluldren Materials. Ins-

gesamt scheint das durch hIL-6 induzierte Trans-Signaling einen geringen Einfluss auf die
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molekularen Prozesse der EZM der BV-2 Zellen zu haben. Eine mdgliche Erklarung fir die
geringfiigige Veranderung der EZM-Marker auf Genexpressionsebene kdnnte sein, dass in
der hier vorliegenden Studie lediglich Mikrogliazellen allein und kein Zellverband aus Glia und
Neuronen untersucht wurde. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass erhéhte MMP9-
Level mit der Entstehung von geistiger Behinderung bzw. eingeschrankter kognitiver Entwick-
lung assoziiert sind."* Da MMP9 in der Lage ist die EZM zu spalten, kann ein erhéhter MMP9-
Spiegel den Verlust und die Reorganisation von perineuronalen Netzen férdern. Dies sind spe-
zialisierter Strukturen der EZM, die fir die synaptische Stabilisierung im sowohl sich entwi-

ckelnde als auch im erwachsenen Gehirn verantwortlich sind.

5.5 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Aktivitat von BV-2 Zellen

Sowohl Inaktivitat als auch Uberaktivitat der Mikroglia kénnen verschiedene Konsequenzen
nach sich ziehen und einen Krankheitsprozess in der Konsequenz einddmmen oder verschlim-
mern.?®? Anhand des Beispiels der Alzheimer-Erkrankung lasst sich die dichotome Rolle der
Mikroglia beispielhaft darlegen: Wahrend die Fahigkeit zur Phagozytose und deren Hochregu-
lation sich durch den Abbau der AR-Plaques, die die Krankheit auslosen, eher positiv auf deren
Verlauf auswirkt, haben die von der Mikroglia ausgeschiitteten proinflammatorischen Media-
toren einen schadlichen Effekt.”” In Studien mit entziindungshemmenden Medikamenten mil-
derte die Unterdriickung der Entziindungsreaktion durch Mikroglia die Symptome der Alzhei-
mer-Erkrankung im Mausmodell.?®® Dass eine IL-6-BLockade therapeutische Erfolge erzielen
kann, zeigt sich am Beispiel der Aquaporin-4-positiven Neuromyelitis optica Spektrum Erkran-

> iNOS ist ein wichtiger

kungen.?® IL-6 mediiert hier die autoimmunologischen Prozesse.?
Marker mikroglialer Aktivierung. Im hier durchgeflihrten Experiment konnte gezeigt werden,
dass die vermehrte Expression von iNOS durch hlL-6-Stimulation induziert wird (s. S. 67 Abb.
15). Die Literatur legt jedoch nahe, dass der proinflammatorisch Signalweg nicht durch das
Trans-Signaling allein, sondern auch durch den klassischen IL-6-Signalweg ausgeldst wird.
Kaplin et al. zeigten, dass eine in vivo Verabreichung von IL-6 Uber die Aktivierung von JAK-
STAT zur Expression von iNOS in Mikrogliazellen fiihrt. Die damit einhergehende NO-Produk-
tion fihrte zur Degeneration von Axonen."'®? Auch das in dieser Studie durch hIL-6 stark hoch-
regulierte c-Fos (s. S. 74 Abb. 26) gilt als Aktivierungsmarker der Mikroglia. Uber seine Wir-
kung im Rahmen der Gliogenese und der synaptischen Plastizitat ist bisher wenig bekannt.
Ebenfalls von Relevanz fiir das bessere Verstandnis des Aktivierungsprozess von Mikroglia-
zellen scheint die Regulierung des Aktivierungsindikator-Proteins IBA1. IBA1 dient als friher
Aktivierungsmarker fir Mikrogliazellen. In der IBA1-Intensitdtsmessung Intensitat pro Flache
zeigt sich eine reduzierte Intensitat von IBA1, sprich eine verminderte Aktivierung der Mikroglia
in der hIL-6 stimulierten Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe (s. S. 78 Abb.33(a)). Gleichzei-

tig ergibt die IBA1-Intensitdtsmessung bezogen auf IBA-positive Flache pro Zellzahl kaum Un-
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terschiede zwischen beiden Gruppen (s. S. 78 Abb. 33(b)), was darauf schlieRen lasst, dass
es keinen deutlichen hlL-6 induzierten Aktivierungsunterschied gibt. Da es sich bei IBA1 um
einen Marker handelt, der besonders in der Frihphase der Aktivierung der Mikrogliazellen
hochreguliert ist, kénnte der geringe Unterschied zwischen den Gruppen an Charakteristika
der BV-2 Zelllinie liegen. Es ist bekannt, dass die BV-2 Zellen per se einen wesentlich hdheren
basalen Aktivitatszustand als primére Mikrogliazellen haben.?® IBA1 farbt alle Mikrogliazellen
und dient daher nicht der Identifizierung ihrer Polaritat.?” Eine Studie fand eine allmahliche
Zunahme der Expression des IBA1-Proteins Tage nach Axotomie des Nervus facialis, was
darauf hindeutet, dass IBA1 eine Rolle bei der Regulierung der Funktion von aktivierter Mikrog-
lia spielt und sich diese graduell abbilden l14sst.?®” Dieser Aspekt wiederum wiirde vermuten
lassen, dass die Zeitpunkte im hier gewahlte Versuchsmodell zu kurz sind, um den Verlauf der
Aktivierung anhand von IBA1 abzubilden. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass IBA1
in der Lage ist, die phagozytotische Aktivitat der Mikrogliazellen zu modulieren.?®® Eine ver-
minderte Intensitat von IBA1 in der hIL-6 stimulierten Gruppe kénnte also auch im Einklang
mit der gefundenen herabgesetzten Phagozytoseaktivat der stimulierten Gruppe stehen (s. S.
82 Abb. 38). Allgemein gesprochen kann und soll die Aktivierung der Mikroglia zum Abklingen
der Entziindung und zur Wiederherstellung der Gewebshomdoostase flihren. Die langfristige
Exposition jedoch gegeniber wiederholten oder langanhaltenden Reizen kann zu dauerhaften
Veranderungen der Mikroglia fihren. Eine solche ,geprimte Mikroglia“, die mit chronischer In-
flammation wie auch der im Hypothalamus assoziiert ist, ist Uberempfindlich. Dies fuhrt zu
einer Ubertriebenen und verlangerten Zytokinantwort auf proinflammatorische Stimuli. Das Ni-
veau der Entziindungsreaktion kann durch wiederholte proinflammatorische Stimuli ansteigen
und so zu einem Priming der Mikroglia fiihren.?®® Zum anderen kénnen die Mikrogliazellen auf
sich wiederholende Stimuli einen Zustand der ,Toleranz" entwickeln, in dem sie nur noch eine
abgeschwéchte Reaktion auf proinflammatorische Stimuli zeigen.?'® Recasens et al. konnten
in der BV-2 Zellkultur sowie am Mausmodell zeigen, dass IL-6 und insbesondere das Trans-
Signaling zu einer vermehrten Ausschittung proinflammatorischer Mediatoren und MHCII-Mo-
lekiilen fiihrte und somit eine entscheidende Rolle beim Priming der Mikroglia spielen.'®%!"
Nicht zuletzt muss man auch beim Thema der Aktivierung der Mikroglia Paradigmen stets neu
uberdenken und hinterfragen. So ist es beispielsweise ebenfalls denkbar, dass der Vorgang,
der ortlich und zeitlich begrenzten mikroglialen Aktivierung mehrmals taglich stattfindet, ohne
dass wir mit bisherigen Methoden in der Lage sind, dies zu registrieren. Das bedeutet, dass
Mikroglia standig Schaden begrenzt, bevor er sich klinisch manifestiert. Anstatt Mikroglia als
Hauptakteur klinisch manifester neurologischer Erkrankungen zu sehen, kdnnte es ebenso
sein, dass die Versuche der Einddmmung eines pathologischen Geschehens lediglich nicht

mehr ausreichend waren. "’
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5.6 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Morphologie von BV-2 Zellen

Dass die Morphologie nicht immer ein zuverlassiges Abbild der funktionellen Ausrichtung dar-
stellt, zeigt sich daran, dass bestimmte Geninduktionen- und Aktivitdten auch ohne auffallige
morphologische Ubergénge stattfinden kénnen. In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich
unter hlL-6-Stimulation eine in der Tendenz vermehrte Ramifizierung in der stimulierten
Gruppe (s. S. 81 Abb. 36(c)), was darauf hindeutet, dass das Trans-Signaling die Fortsatz-
auspragung der BV-2 Zellen beeinflusst. Brunssen et al. hingegen fanden keine morphologi-
schen Veranderungen in der IBA1-Farbung von primarer Mikroglia unter Stimulation mit hIL-
6. Allerdings kénnte die Diskrepanz zwischen in vitro Studien mit priméaren Mikrogliakulturen
und einer Zellreihe wie der BV-2 Zelllinie auf grundlegende Unterschiede im Ruhezustand der
Mikroglia zurGickzufiihren sein, die durch die Zellisolierung und sonstige Kulturbedingungen
zustande kommen kdnnten.?'?2" Studien zeigten zudem deutliche Unterschiede in der Mor-
phologie zwischen muriner und humaner Mikroglia bei gleichzeitiger Erhaltung ihrer biologi-
schen Funktion.?'?> Dieses Phanomen koénnte auch eine Erklarung fiir die vermehrte Fort-
satzanzahl der BV-2 Zellen unter hlL-6-Stimulation darstellen, da die genexpressorischen und
funktionellen Untersuchungen im Gesamtbild eher auf eine proinflammatorische Wirkung des
hIL-6 auf die BV-2 Zellen schlief3en lassen. Zudem zeigt sich der statistisch signifikante Un-
terschied in der Anzahl der Fortsatze vor allem durch einen Abfall der Fortsatzanzahl in der
Kontrollgruppe und nicht durch eine deutliche Zunahme in der hiL-6 stimulierten Gruppe (s. S.
81 Abb. 36(a,b)). Dies stellt den tatsachlichen Effekt des hlL-6-Trans-Signaling auf die Rami-
fizierung der BV-2 Zellen in Frage und lasst eher auf eine Veranderung des Mikromilieus in
der Kontrollgruppe Uber die Zeit hinweg schlieRen. Andere Erkenntnisse legen zudem nahe,
dass die morphologischen Veranderungen anzeigen, dass die Mikroglia eine Veranderung der
Homoostase erkannt haben, jedoch keinen bestimmten Reaktionszustand bei bestimmten
ZNS-Erkrankungen darstellen. Es gilt: Phanotypische Diversitat bedeutet funktionelle Diversi-
tat. So wurde gezeigt, dass auch ramifizierte Mikroglia die Astrogliogenese durch Aktivierung
von STAT3 induziert."® Unter experimentellen Bedingungen konnte eine ramifizierte Form der
Mikroglia induziert werden, obwohl die proinflammatorischen Bedingungen einer ramifizierten,
ruhenden Mikroglia entgegensprachen.?'® Im Einklang damit zeigt sich auch in der vorliegen-
den Arbeit eine Anzahl an Fortsatzen unter hlL-6-Stimulation (s. S. 81 Abb.36(c)). Im Gegen-
satz zu unseren Ergebnissen, in denen sich unter hlL-6-Stimulation eine vermehrt verzweigte
Mikroglia gezeigt hat, fanden Campbell et al. eine verminderte Ramifizierung bei Mausen, in
denen das Trans-Signaling nicht blockiert wurde, verglichen mit denen, in denen es blockiert
wurde.*® Dies unterstreicht die These, dass beim Aktivierungsprozess der Mikroglia nicht das
LAlles-oder-Nichts-Prinzip“ gilt, sondern dass die Antwort und deren Auspragung je nach Sti-

mulationskontext variieren kénnen. 2'2

93



5.7 Hyper-Interleukin-6-Effekt auf die Phagozytoseaktivitat von BV-2 Zellen

Wie in der Einleitung (s.2.2.2) beschrieben, stellt die Phagozytose im gesunden wie auch im
kranken Gewebe eine wichtige Funktion der Mikroglia dar. Die Phagozytoseleistung der BV-2
Zellen zeigte sich unter hIL-6-Stimulation deutlich herabreguliert gegeniber der Kontroll-
gruppe (s. S. 82 Abb. 38). In einem Mausmodell des Rett-Syndroms zeigt sich, dass die Un-
fahigkeit der Mikroglia, den sich wahrend der Entwicklung anhaufenden Zelldebris zu phagozy-
tieren, zum postnatalen Auftreten dieser Pathologie beitragen kénnte.?*? Auch in der postin-
flammatorischen Phase der Meningitis tragen Mikroglia durch die Entfernung apoptotischer
Zellen zum Regenrationsprozess bei."” Koenigsknecht-Talboo et al. konnten zeigen, dass die
phagozytotische Aktivitat der Mikroglia durch proinflammatorische Zytokine abgeschwacht
wird.?'” Im Einklang damit zeigten funktionelle Untersuchungen von M1-polarisierter Mikroglia
eine gehemmte Phagozytose.®® Beim M2-Phanotyp hingegen hat sich entsprechend unserer
Ergebnisse gezeigt, dass dieser auf antiinflammatorische Stimuli wie IL-4 oder IL-13 mit einer
erhdhten Phagozytoseleistung reagiert, Zelltrimmer entfernt und dadurch den Gewebescha-
den reduziert.?'® Auch Mikroglia in HFD-Mausen zeigte in Studien eine beeintrachtige Pha-
gozytose.?'® Zusammenfassend zeigt sich an der herabgesetzten Phagozytoseleistung ein e-
her negativer Effekt des Trans-Signalings in den BV-2 Zellen, wobei man auf der anderen
Seite auch die schadlichen Effekte einer Gberschiellenden Phagozytoseaktivitat, wie etwa die

vermehrte Freisetzung von Sauerstoffradikalen, nicht auRer Acht lassen darf.?’

5.8 Limitationen
5.8.1 BV-2 Zellen

Die hier vorliegenden Untersuchungen unterliegen den Limitationen der BV-2 Mikrogliazellli-
nie, die im Folgenden dargelegt werden sollen.

BV-2 Zellen wurden von raf/myc-immortalisierten murinen Mikroglia abgeleitet und sind der
am haufigsten verwendete Ersatz fiir primare Mikroglia.®® Der Vorteil der BV-2 Zelllinie liegt
darin, dass es problemlos moglich ist, aus der Kultur ausreichend Zellen fiir biochemische
Untersuchungen zu generieren. Weil dagegen die Proliferationsfahigkeit primarer Mikroglia
sehr begrenzt ist, mussen fur jedes Experiment frische Zellen aus dem Gewebe isoliert wer-
den. Dies ist ein sehr zeitaufwandiger Prozess, der zahlreicher Tiere und Verbrauchsmateria-
lien bedarf.®® Weil es sich bei der BV-2 Zelllinie um eine immortalisierte und transfizierte Zell-
linie handelt, unterscheiden sie sich von primarer Mikroglia durch erhdhte Proliferation und
Adhérenz.?220%88 |n der Literatur finden sich Zweifel, ob die BV-2 Zelllinie tatsachlich die Re-
aktion der primaren Mikroglia modelliert.??"%? In einer Studie untersuchten He et al. die Ent-
zundungsreaktion auf LPS der BV-2 Zellen im Vergleich zu der primarer Mikroglia und Mikrog-

lia in vivo. In den Genexpressionsprofilen zeigte sich, dass praktisch alle Gene, die in den BV-
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2 Zellen reguliert waren, auch in primarer Mikroglia gefunden wurden. Die Antwort der BV-2
Zellen war jedoch schwacher. Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass der basale Aktvie-
rungszustand der BV-2 Zellen héher ist als derjenige primarer Mikroglia.?®® Umgekehrt konnte
nur knapp ein Flnftel der Gene, die in primarer Mikroglia deutlich reguliert waren, auch in den
BV-2 Zellen gefunden werden. Beim Vergleich der BV-2-Reaktion mit der in vivo-Antwort
zeigte sich eine etwa 50-prozentige Uberschneidung der Transkripte in beide Richtungen, was

t.8 Eine weitere Studie wies zudem auch auf deutli-

eine bemerkenswert gute Uberlappung is
che Unterschiede in Bezug auf epigenetische Regulatoren hin.??®> Auch liefert moderne Mikrog-
liaforschung zunehmend Erkenntnisse iber funktionelle und morphologische Subpopulationen

S,224225 \was durch die BV-2 Zelllinie ebenfalls

von Mikroglia in verschiedenen Regionen des ZN
nicht reprasentierbar ist. Gleiches gilt fir das Vorkommen verschiedener Reifungsstadien der
Mikroglia wahrend der Hirnentwicklung, die mit spezifischen funktionellen Aufgaben verbun-
den sind sowie fiir geschlechtsspezifische Unterschiede.??® Nicht zuletzt spielen auch die Stan-
dards bei der Kulturfiihrung eine wichtige Rolle.??” Unterschiedliche Kulturbedingungen fiihren
zu einer erschwerten Vergleichbarkeit, da Mikroglia sehr empfindlich auf Umweltveranderun-
gen reagieren. Zudem gibt es auch groRe Unterschiede im Hinblick auf angewandte Zelliso-
lierungsmethoden. Um die Rolle der Mikroglia besser zu verstehen, ist die Etablierung eines
einheitlichen Mikroglia-Modells entscheidend.?® Dessen ungeachtet konnte in zahlreichen
Studien auch eine hohe Zuverlassigkeit und Eignung der BV-2 Zelllinie als Ersatz fir primare

Mikroglia bewiesen werden.®®

5.8.2 Methoden

Obwohl die Methoden nach bestem Wissen und Gewissen geplant und durchgefihrt worden
sind, gabe es dennoch an einigen Stellen in Auswahl und Durchfiihrung Mdéglichkeiten zur
Verbesserung. Um ein besseres Gesamtbild zu erhalten, waren umfassendere Methoden wie
etwa eine RNA-Microarray-Analyse der BV-2 Zellen winschenswert. Die Auswertung der His-
tologie, bei der es sich per se um eine semiquantitative Methode handelt, insbesondere der
Beurteilung der Ramifizierung, erfolgte ohne doppelte Verblindung. Zur weiteren Validierung
der Ergebnisse bediirfte es einer erneuten handischen Auswertung oder automatisierter Tools.
Die Ergebnisse der Betrachtungen auf transkriptioneller Ebene unterliegen zudem madglichen
Veranderungen durch posttranskriptionelle Modifikationen, die in den durchgefiihrten Unter-
suchungen nicht erfasst werden. Kritisch muss man feststellen, dass man anhand des gewahl-
ten Versuchsmodells vornehmlich Aussagen Uber die kurzfristigen Effekte einer Stimulation
mit hiL-6 auf die BV-2 Zellen treffen kann. Um Aussagen uber die langfristigen Folgen der
Aktvierung des STAT3-Signalwegs und einer chronischen Aktivierung von Mikrogliazellen tref-
fen zu kdnnen, bediirfte es eines anderen Versuchsdesigns mit langeren Stimulationszeitrau-

men wie z. B. 48h. Die genauere Betrachtung kurzfristiger und langfristiger Effekte wiirde da-
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bei helfen, die Funktionen der Mikrogliazellen und ihre Reaktionen auf den Stimulus hIL-6 auch
im Sinne eines physiologischen Strebens nach Homdostase besser zu verstehen. Das vorlie-
gende Versuchsmodell deckt lediglich einen kurzen Ausschnitt eines langfristigen und dyna-
mischen Prozesses ab. So konnten Baufeld et al. zeigen, dass Mikroglia nach kurzfristiger
HFD proinflammatorische Faktoren produzieren, bei langerer HFD jedoch im Sinne eines
Schutzmechanismus einen antiinflammatorischen Phanotyp einnehmen. Diese Art der Reak-
tion entspricht einer typischen Reaktion der Mikroglia auf chronische Stérungen der Homdo-
stase des ZNS.*? Beim Vergleich der LPS-induzierten Entziindungsreaktion zwischen BV-2
Zellen und in vivo Mikroglia fiel interessanterweise ein deutlicher Unterschied in der zeitlichen
Dynamik der Entzlindungsreaktion auf. Wahrend die in vivo Reaktion nach 4 Stunden ihr Ma-
ximum erreichte und nach ca. 16 Stunden wieder abflachte, zeigte sich in vitro eine kontinu-
ierliche Hochregulierung.®® Méglicherweise spielen also die Zeitpunkte in vitro eine unterge-
ordnete Rolle. Da nicht-transkriptionelle Anpassungen binnen Sekunden bis Minuten und so-
gar die Induktion von Translation und Transkription innerhalb weniger Stunden erfolgen, kann
auch Dauer des Stimulus hIL-6 in dem hier durchgefiihrten Experiment von ausreichender
sein.’’

Des Weiteren ist das in der hiesigen Arbeit verwendete Modell einer Reinkultur der BV-2 Zellen
nicht reprasentativ fir das komplexe Zusammenspiel und die Rickkopplungsmechanismen
zwischen Neuronen und Glia in vivo. Die Homdostase im ZNS wird durch eine Vielzahl von
Zellpopulationen und deren Zusammenspiel aufrechterhalten. Bislang bleibt unklar, ob die Hy-
pothalamus-Neurone selbst oder aber die Mikrogliazellen zytotoxisch wirken und so degene-
rative Mechanismen unterstitzen. Zu dem Zellverband zahlen neben den Mikrogliazellen und
Neuronen auch die Astrozyten, die ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Homdostase wie auch der synaptischen Ubertragung spielen.??22° Um die Rolle der Astrozy-
ten bei der Entstehung von Gliose in dem komplexen Verbund verschiedener Zellen genauer
zu definieren, ware ein in vitro Experiment mit hlL-6 stimulierten Astrozytenkulturen erganzend
aufschlussreich. Glia und Neuronen stehen im physiologischen wie im pathologischen Zustand
in standiger wechselseitiger Kommunikation. Hierfuir sezernieren die einzelnen Zellpopulatio-
nen jeweils Stoffe, deren Gesamtheit als Sekretom bezeichnet werden kann. Die Komponen-
ten des Sekretoms modulieren die komplexe Signaltibertragung, die bei Neuroprotektion, Neu-
rodegeneration und Neuroregeneration eine wichtige Rolle spielen.?® In diesem Rahmen wiir-
den sich ebenfalls die Conditoned Media Versuche einreihen, die eine noch héhere Aussage-
kraft Uber die Effekte der von den Mikrogliazellen sezernierten Stoffe auf die Neurone und
Astrozyten bieten kdnnten.

Fir ein besseres Verstandnis des Crosstalks innerhalb der einzelnen Zellen, Zytokine und
Signalwege bedurfte es zudem einer genaueren Beschaftigung mit dem sIL-6R. Interessant

ware zu wissen, welche Zellen und Gewebe welchen Stimuli folgend den Rezeptor sezernie-
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ren. Islam et al. fanden heraus, dass die Reaktion der Zellen auf hlL-6 auch stark von dem
jeweils spezifischen sIL-6R abhangig ist.'® Beide Signalwege sind in primaren Mikrogliazellen
untersucht. Die Untersuchung des Trans-Signaling in BV-2-Zellkultur ist bisher in der Literatur
kaum beschrieben und sollte daher zur Klarung der Auswirkung auf Neurone versus Gliazellen
in Monokultur in dieser Arbeit untersucht werden. Um in Zukunft Interaktionen zu erklaren,
sollte das Modell der Untersuchung einzelner Zelltypen durch Kokultivierung mehrerer Zellrei-
hen ergéanzt werden.?' Auch Untersuchungen von Mikroglia beim Menschen werden immer
haufiger. Sie sind insbesondere fir die Bestimmung selektiver und spezifischer Biomarker not-
wendig, um die Ubertragbarkeit der Zell- und Maus-Experimente und méglicher Therapien auf

den Menschen anhand von aussagekraftigen Verlaufsparametern zu definieren.?’

5.8.3 Forschungsfeld Perinatale Programmierung

AbschlieRend sollte zudem festgehalten werden, dass das Forschungsfeld der perinatalen
Programmierung einige Herausforderungen birgt. Sowohl die Relevanz von Langsschnittstu-
dien als auch die Epigenetik als zunehmende Einflussgrée erweisen sich in ihrer Durchfihr-
barkeit als sehr zeit- und kostenintensiv.?*2%* Es ware erstrebenswert, bereits frith in der
Schwangerschaft oder sogar davor mit der Untersuchung grofer Humankohorten zu begin-
nen. Solche Humanstudien wiirden einerseits zwar zum besseren Verstandnis beitragen, ha-
ben andererseits jedoch den Nachteil, dass die meisten Surrogat-Parameter (z. B. Diabetes
mellitus Typ 2, koronare Herzkrankheit, neurodegenerative Erkrankungen) erst spater im Er-
wachsenenalter auftreten. Nicht nur wirde sich dadurch der Studienzeitraum erheblich aus-
dehnen, auch die Anzahl der Confounder, die im Laufe dieser Dauer auftreten kénnen, ist
immens. Hinzu kommt, dass der exakte Zeitpunkt und das genaue Ausmal intrauteriner Ex-
position gegenliber einem programmierenden Ereignis wie z. B. der Nahrstoffzufuhr oder hor-
monellen Einflissen methodisch nicht einfach zu bestimmen sind. Haufig treten sowohl pra-
als auch postnatal mehrere Stressreize gleichzeitig auf. Es ware notwendig, die Probanden im
Hinblick auf ihre geistige und korperliche Gesundheit in breit angelegten Langsschnittstudien
zu reevaluieren.?**?%

Nichtsdestotrotz bieten Krankheiten, die ihren Ursprung in utero haben und erst sehr viel spa-
ter im Leben relevant werden, die vielversprechende Moglichkeit, sie in genau diesem Kkriti-

schen Zeitfenster bereits zu verhindern.?*®

5.9 Ausblick

In Anbetracht der weltweiten Adipositasepidemie, insbesondere unter Frauen im gebarfahigen
Alter, ist es wichtig, gezielte und effektive praventive Strategien zu entwickeln, um friihe Risi-

kofaktoren fiir die Entwicklung von Ubergewicht und Adipositas in den Nachkommen iiberge-
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wichtiger Mutter zu reduzieren. Im Hinblick auf die Pragung einer hypothalamischen Dysfunk-
tion und Gliose in den Nachkommen adipéser Mutter fehlen solche Ansatze bislang ganzlich.
Far die Zukunft ware es winschenswert, die Entstehung von Adipositas-bedingten Krankheits-
bildern in den kommenden Generationen durch ein besseres Verstandnis fur die zugrundelie-
genden molekularen Mechanismen ihrer perinatalen Programmierung zu reduzieren. Insge-
samt gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass eine mikrogliale Dysfunktion in der friihen Ent-
wicklung zu einer gestérten synaptischen Reifung und Aktivitat fiihrt.’® In diesem Zusammen-
hang bilden auch genauere Erkenntnisse Uber dysregulierte Mechanismen in der Mikrogliaant-
wort die Grundlage dafiir, Therapien zu entwickeln, die helfen kénnen, neurodegenerative oder
in der neurologischen Entwicklung des ZNS begriindete Erkrankungen aufzuhalten oder um-
zukehren. Eine mechanistische Verbindung zwischen IL-6 und einer gestdrten Morphologie
und Funktion von Mikroglia und hypothalamischen Nervenzellnetzwerken in vivo fehlt bislang
ganzlich, ebenso wie eine longitudinale Betrachtung mdglicher Effekte. Auch fehlen in der Li-
teratur bisher praventive Ansatze einer gezielten Blockade molekularer Mechanismen wie bei-
spielsweise des IL-6-Trans-Signalings in Mikrogliazellen, die méglicherweise an der Dysregu-
lation hypothalamischer Nervenzellnetzwerke beteiligt sind. Ein solcher Versuchsansatz gabe
Aufschluss Uber mdégliche Vermeidung bzw. Reversibilitdt der Effekte des IL-6-Trans-Sig-
nalings. Um genauer herauszufinden, wie die von der Mikroglia sezernierten Stoffe Neuronen
und ihre Netzwerke beeinflussen, ware es interessant und notwendig, in vitro Neuronenkultu-
ren mit dem Uberstand der BV-2-Kulturen zu stimulieren. Neben einer schon erwéhnten Ko-
kultivierung der hirnansassigen Zellen bzw. der Stimulation der Neurone mit den Uberstéanden
der BV-2 Zellen waren eine gezielte Blockade des Trans-Signalings in den Mikrogliazellen
interessante Ansatze. Angesichts der Komplexitat und der vielfaltigen Funktionen der Mikro-
glia in Gesundheit und Krankheit besteht ein grofer Bedarf an neuen Biomarkern, die Aussa-
gen Uber spezifische mikrogliale Funktionszustande wie abnormale Phagozytose oder ent-
zundliche Aktivierung liefern. Die gezielte Beeinflussung dieser dysregulierten Funktionszu-
stande mit dem Ziel der Wiederherstellung der Homdostase kbnnten als therapeutisches Tar-
get dienen.?” Zuséatzlich haben neue bildgebende Verfahren bereits dazu beigetragen, die
Mikrogliazellen als hochdynamische Zellen besser zu untersuchen.*®

Da die jungsten Erkenntnisse Uber die unterschiedlichen Rollen der Mikroglia vor allem aus
Mausmodellen stammen, ist es wichtig, dass wir in die Entwicklung neuer Krankheitsmodelle
investieren, basierend z.B. auf menschlichen Stammzellen oder Organoiden, um eine bessere

Ubertragbarkeit auf den Menschen gewahrleisten zu kénnen. 237238239
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