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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Amyotrophe Lateralsklerose
1.1.1 Klinik

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) wurde erstmals von dem franzosischen Neuro-
logen Jean-Martin Charcot an dem Pariser Hospital de la Salpétriere beschrieben. Die
Erkrankung ist auch heute noch unter dem Namen , Maladie de Charcot” bekannt. Wei-
tere Synonyme sind Myatrophische Lateralsklerose und Motor Neuron Disease (MND).
Im amerikanischen Sprachraum ist auch der Begriff ,,Lou Gehring’s Disease” — gepréagt
durch den Baseball-Spieler Lou Gehring, der um 1930 an dieser Erkrankung litt — ge-
brauchlich [43].

Die ALS zéhlt zu den motorischen Systemdegenerationen. Sie ist charakterisiert durch
eine progressive Degeneration sowohl des ersten als auch des zweiten Motoneurons im
Bereich der Vorderhornzellen des Riickenmarks und der motorischen Hirnnervenker-
ne (Nn. V, VII, X, XII) sowie einzelner Abschnitte der Pyramidenbahn und des Gyrus
Préacentralis. Die daraus folgende Verschmilerung des Vorder- und Seitenstrangs des
Riickenmarks ist namensgebend (,,Lateralsklerose”) [69].

Bei zwei Drittel der Patienten mit , klassischer ALS” ist ein spinaler Beginn der Symp-
tome festzustellen (,,spinal onset”). Initialsymptome sind haufig Faszikulationen sowie
fokal auftretende atrophische Lihmungen einer Extremitdt. Die Symptome sind pro-
gredient und breiten sich iiber die Extremitdten aus, um letztlich auch den bulbédren
Bereich bzw. die Hirnnerven zu befallen. Die Krankheit schreitet rasch voran und fiihrt
im Mittel drei bis fiinf Jahre nach Diagnosestellung zum Tod. Eine Verbesserung der
Symptome oder ein Stocken der Progredienz ist untypisch und ldsst eher an eine Fehl-
diagnose denken [65].

Patienten mit ,bulbdrem Symptombeginn”, hdufig Frauen in hoherem Alter, haben ei-
ne schlechtere Prognose [20]. Hier sind vor allem die Hirnnervenkerne IX-XII (,,bulbaer
onset”) und gelegentlich auch die motorischen Teile des V und VII Hirnnervs betroffen

[61]. Die Patienten prasentieren sich mit Dysarthrie, Schluckbeschwerden und Sialo-
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Einleitung

roeh. Eine atrophische und faszikulierende Zunge ist pathognomisch fiir eine bulbére
Beteiligung [43].

Bei rund 5% der Patienten entwickelt sich eine reine Ateminsuffizienz. Hier stehen
Schlafstorungen, morgendliche Kopfschmerzen und Miidigkeit zu Beginn der Krank-
heit im Vordergrund [69].

Abgesehen von der ,klassischen ALS” gibt es viele weitere Varianten der Erkrankung.
Bei der seltenen priméren Lateralsklerose ist ausschliefilich das erste Motoneuron be-
troffen, bei der progressiven Muskelatrophie hingegen nur das zweite Motoneuron.
Hauptsachlich die Armmuskeln sind bei der Diplegia brachialis betroffen. Die moder-
ne molekulargenetische Forschung lockert die klinischen Grenzen zwischen diesen Er-
krankungen und zeigt, dass die klinischen Syndrome &tiologisch heterogen sind [61,
65].

In der erwachsenen Bevolkerung Europas tritt die ALS mit einer Inzidenz von
2,7/100.000 Personenjahre auf. Manner sind etwas haufiger betroffen (Inzidenz
3,0/100.000) als Frauen (Inzidenz 2,4/100.000). Die Erkrankung manifestiert sich zwi-
schen dem 40. und 60. Lebensjahr [63].

Neuere Auswertungen des ALS Registers Rheinland-Pfalz bestitigen, dass diese Zah-
len auch fiir Deutschland zutreffen.

Die Behandlungsstrategie der ALS beinhaltet einen kausal orientierten, pharmakolo-
gischen Ansatz und einen supportiven, palliativen Ansatz. Bis heute ist nur Riluzol
(6-(Trifluormethoxy)-1,3-benzothiazol-2-amin) als Medikament mit nachweislich lebens-
verlangernder Wirkung bekannt. Fiir dieses konnte in doppelblinden, placebokontrol-
lierten Studien eine neuroprotektive Wirkung gezeigt werden [8, 57].

Riluzol erhoht dosisabhédngig die Wahrscheinlichkeit das erste Therapiejahr zu tiber-
leben um ca. 9 %. Dies entspricht einer medianen Verlingerung des Uberlebens von
11,8 auf 14,8 Monate nach Beginn der medikamentdsen Therapie [72]. Eine retrospek-
tive Studie konnte zeigen, dass ein frither Beginn der Medikation den Verfall der mo-
torischen Funktionen verlangsamen kann [93]. Die Wirkung von Riluzol wird seiner
antiglutamatergen Eigenschaft zugesprochen. Trotz vieler Forschungen ist die genaue

Wirkungsweise bis heute nicht bekannt [1].

Seite 2 von 92



Einleitung

Die symptomatische Therapie sollte in einem interdisziplindren Team erfolgen. Ziel
dieser Therapie ist ein Erhalt der Lebensqualitdt und Selbststandigkeit im Alltag. Hier-
zu tragen vor allem Physiotherapie, Ergotherapie und die psychologische Betreuung
bei. Der Ubergang in die palliative Behandlung ist flieend, daher sollte von Anfang an
ein enger Kontakt zu einem erfahrenen Palliativmediziner gehalten werden [13]. In der
palliativen Betreuung steht die Leidensfreiheit im Vordergrund. Es stehen viele unter-
stiitzende Medikamente zur Verfiigung [80].

Es gibt Ansdtze ALS-Patienten in speziellen Kliniken zu betreuen. Allerdings gibt es

keine Studien, ob dies einen Uberlebensvorteil fiir die Patienten erbringt [104].

1.1.2 Atiologie und Genetik

Auch tber 130 Jahre nach der Erstbeschreibung der Erkrankung durch Charcot ist
die Atiologie der ALS fiir die meisten Falle nicht bekannt. Etwa 5-10 % der ALS-Falle
sind familidr bedingt (fALS), der weitaus grofiere Teil der ALS-Félle gilt als sporadisch
(sALS). Fiir die familidre amyotrophe Lateralsklerose (fALS) konnte die Genforschung
in den letzten Jahren einige verantwortliche Gene identifizieren. Momentan sind tiber
13 ALS-auslosende Genmutationen bekannt.

Unter diesen Genmutationen ist die Mutation auf Chromosom 2121 wohl die bekann-
teste. Dieses Gen kodiert fiir eine ubiquitdr vorkommende, zytosolische Kupfer/Zink-
Superoxiddismutase 1 (SOD1). Eine Mutation der SODL1 ist fiir etwa 20 % der fALS-
Falle und 5 % der sALS-Fille verantwortlich.

Die SOD1 ist ein Enzym, das fiir die Konversion des freien Sauerstoffradikals O, zu
H,O; verantwortlich ist. Durch die Glutathionperoxidase wird H,O, weiter zu H,O
transformiert [114, 35].

Viele Studien zeigen, dass die Aktivitdt oder Inaktivitdt der gesunden SOD1 nichts mit
dem Krankheitsmechanismus zu tun hat. Die Mutation auf dem SOD1-Gen fiihrt zu
einer neuen, toxischen Funktion der Dismutase (,,gain of function”). Der genaue pa-
thophysiologische Mechanismus ist jedoch noch nicht bekannt [94, 69].

Heute sind tiber 150 ALS auslosende Mutationen auf dem SOD1-Gen bekannt [61]. Bei

Seite 3 von 92



Einleitung

ALS Féllen mit einer Mutation auf dem SOD1-Gen spricht man auch von einer ,, ALS1”.

Eine Mutation, die noch deutlich mehr fALS-Fillen zu Grunde liegt, ist die GGGGCC-
Hexanukleotid-Expansion in der nicht kodierenden Region von Chromosom 9 Open
Reading Frame (C9ORF72). Diese Mutation wurde 2011 erstmals von DeJesus-Hernan-
dez et al. (2011) beschrieben [28, 92]. Bei 40 % der fALS-Fille und bei ca. 7 % der spora-
dische amyotrophische Lateralsklerose (sALS)-Falle in der europdischen Bevolkerung
konnte die C9ORF72 Mutation nachgewiesen werden [67]. Die genaue Pathogenese ist
noch ungeklirt, es wird jedoch eine Beeinflussung des mRINA Metabolismus angenom-
men. Allein aufgrund der Quantitiat der Mutation ist die C9ORF72 Mutation momentan
ein Hauptbestandteil der ALS-Forschung.

Weitere bekannte Gendefekte, die einen klassischen ALS Phanotypen hervorrufen, sind
Mutationen im Transactive response DNA binding protein 43 (TDP-43), fusion in sar-
coma (FUS), Angiogenin (ANG) und Optineurin (OPTN) [55].

Auch wenn die genauen krankheitsauslosenden Mechanismen der Mutationen nicht
bekannt sind, so ermoglicht die Kenntnis der Genmutationen dennoch die Generierung
von Tiermodellen. Dies bringt fiir die Forschung und das Verstdandnis der Erkrankung
enorme Vorteile. Auf das am weitesten verbreitete Mausmodell der ALS, die SOD1-

Maus, soll im Abschnitt 1.1.3 ndher eingegangen werden.

1.1.3 SOD1-Mausmodel der ALS

Mausmodelle stellen einen wichtigen Grundstein der Grundlagen- und klinischen For-
schung dar. Durch ihre kurze Reproduktionszeit und die kiirzere Lebensspanne im Ver-
gleich zu Menschen lassen sie einen schnelleren Erkenntnisgewinn tiber Beginn, Ablauf
und Ursache von Krankheiten und deren mogliche Therapie zu. Heute gibt es viele
Mausmodelle der ALS mit verschiedenen Vor- und Nachteilen.

Das SOD1-Mausmodell ist das dlteste Mausmodell der ALS. Die Versuchstiere weisen
sehr dhnliche klinische Symptome wie ALS Patienten auf. Wie oben bereits erwéhnt ist
die acSOD1-Mutation jedoch nur fiir einen Teil der ALS Fille beim Menschen verant-

wortlich.
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Bereits 18 Monate nach der Entdeckung der SOD1-Mutation als ALS-auslosende Gen-
verdnderung durch Rosen et al. (1993) stellte Gurney et al. (1994) sein entwickeltes
Mausmodell fiir die ALS vor — die G93A SOD1-Maus. Sie enthilt in allen Korperzel-
len neben der eigenen SOD1 zusitzliche 20-24 transgene humane Kopien der SOD1
[71]. Hierbei ist an Position 93 des SOD1-Gens die Aminosdaure Glycin gegen Alanin
ausgetauscht [94, 47].

Die Tiere entwickeln nach ca. 34 Monaten Muskelschwéchen und Paralysen. Der Pha-
notyp ist dem des Menschen mit ALS sehr dhnlich. Daten aus der Tierforschung sind
h&ufig nicht direkt auf den Menschen zu tibertragen, wie sich an einigen Beispielen im
Bereich der ALS-Forschung gezeigt hat.

Als ein Beispiel seien die Versuche mit Minocyl genannt. Minocyl, welches das Uberle-
ben von transgenen SOD1-Tieren signifikant verldngert hat, ethohte bei ALS Patienten
die Mortalitat [42].

Ein Grund fiir die mangelnde Vergleichbarkeit zwischen ALS beim Mensch und den
SOD1-Tiermodellen ist die Tatsache, dass in den Tiermodellen die krankheitsauslosen-
de Gensequenz stark iiberexprimiert wird [71]. Bereits eine Uberexpression der gesun-
den humanen SOD1-Sequenz kann in Mdusen neurodegenerative Symptome auslosen
[45]. Auch hiangt die Starke und der Beginn der Symptome im Tiermodell stark von der
Anzahl und Art der transgenen SOD1-Expression ab [71]. Bei Menschen ist die mutier-
te SOD1 nur einfach vorhanden.

Trotz Zweifel an der Ubertragbarkeit auf sporadische und andere familidre Formen ist
die G93A-SOD1-Maus immer noch das am weitesten verbreitete Versuchstier fiir die
ALS [107].

Mit Hilfe der Mausmodelle fiir ALS konnten viele wichtige Erkenntnisse iiber die Pa-
thogenese der ALS erforscht werden. In etwa die Feststellung, dass eine Uberexpres-
sion von mutierter SOD1 mSOD1 nur in Neuronen [89] oder Gliazellen [40] allein nicht
ausreicht, um einen ALS Phénotypen zu generieren. Hierdurch wurde dem Zusam-
menspiel von Gliazellen und Neuronen mehr Beachtung geschenkt und es entstand

die Theorie der nicht-neuronen-autonomen Atiologie [12]. In den letzten Jahren riicken
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zusatzlich die T-Zellen in den Fokus der Wissenschaft. Sie beeinflussen mit ihren Me-

diatoren die Art und Weise der Reaktion von Astrozyten und Mikroglia [7].

1.1.4 Molekulare Mechanismen und Pathophysiologie

Pathomechanisch gibt es bis heute keine gesicherte Erkldrung iiber den genauen mole-
kularen Mechanismus, der fiir die Degeneration der Motoneuronen im Verlauf der ALS
verantwortlich ist. Nach allem was man weif3, wird ein komplexes Zusammenspiel zel-
luldrer und pathologischer Mechanismen angenommen, die sowohl von genetischen
Faktoren wie auch von Umweltbedingungen beeinflusst werden [61].

Als krankheitsauslosende Ursache wird die Excitotoxizitdt von Glutamat diskutiert.
Glutamat kann bei der ALS nicht mehr schnell genug von Astrozyten aus dem synapti-
schen Spalt abtransportiert werden [16] und fiihrt somit zu einer toxischen Schadigung
der Neurone.

Eine weitere mogliche Ursache fanden Turner und Talbot (2008) heraus. Sie stellten
fest, dass in vielen SOD1-Médusen die mutierte SOD1 (mSOD1) nicht reguldr gefaltet
werden kann. Dies fiihrt zu einer Akkumulation von missgefalteten Proteinaggregaten
in den Zellen und im Extrazellularraum. Die Ansammlung der missgefalteten mSOD1
fiithrt zu Stress des Endoplasmatischen Retikulums [79], inhibiert die Proteasomen, be-
schiadigt die Mitochondrien, stort den ante- und retrograden Transport in Axonen der
Motoneuronen und beschadigt die Blut-Hirn-Schranke. Extrazelluldre Ansammlungen
von missgefaltetem mSODI1 fithren zu oxidativem Stress und aktivieren die Mikroglia.
Diese wiederum schdadigen durch ihre Reaktion die Motoneurone [52, 95]. Missgefalte-

te Proteinaggregate sind auch bei der FUS- und TDP-43 Mutation zu finden [11].

Wie bereits im vorigen Abschnitt erwdhnt, heben Beers et al. (2008) hervor, dass es sich
bei der ALS nicht um eine zellautonome Krankheit handelt, sondern dass eine Viel-
zahl von Zellen an dem Krankheitsprozess beteiligt sind. Eine alleinige Expression der
SOD1-Mutation in Neuronen reichte nicht aus, um im Tierversuch eine ALS auszuld-
sen [121, 22].

Beers et al. (2008) sprechen im Besonderen den Gliazellen eine entscheidende Rolle im
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Krankheitsgeschehen zu. Trotz des Absterbens der Motoneurone und einer Atrophie
des Riickenmarks ist in der Magnetresonanztomographie (MRT) nur selten eine Volu-
menminderung des Zentralen Nervenssystems ZNS zu sehen, da der Zellverlust eine
Gliareaktion hervorruft [86]. Die Neurodegeneration geht bei der ALS immer mit ei-
ner Neuroinflammation, einer Aktivierung von Mikroglia, den Makrophagen des ZNS,
und Astrozyten sowie einer Einwanderung von peripheren Immunzellen (T-Zellen)
einher. Lange Zeit wurde diese Reaktion als eine sekunddre Antwort auf den Unter-
gang von Motoneuronen gesehen mit dem Ziel die Inflammation zu beenden und die
Neurone zu regenerieren. Es gibt jedoch wachsende Evidenz fiir die Annahme, dass die
Neuroinflammation die degenerativen Prozesse unter bestimmten Umstdnden fordert
oder sogar auslost [82]. Sowohl bei Menschen als auch bei Tieren konnte gezeigt wer-
den, dass Mikroglia noch vor Auftreten von klinischen Symptomen aktiviert werden.
[56, 49, 2].

In Studien wurden Méuse geziichtet, die in einzelnen Zellpopulationen eine niedrigere
mSOD1-Rate aufweisen. Bei Mikroglia mit niedrigeren mSOD1-Raten war das Uberle-
ben der Tiere nach Symptombeginn signifikant verlangert [12]. Auch die Reduktion der
mSOD1 in Astrozyten fiihrte zu einer langsameren Progression der Erkrankung [120]
sowie zu einer Verringerung der Mikrogliaaktivierung.

Eine Reduktion der mSODI1 in ca. 70 % der Schwannzellen (durch PO-Cre gesteuerte
Exzision) fiihrte bei Ilieva et al. (2009) zu dem unerwarteten Ergebnis, dass diese den
Krankheitsverlauf nicht verlangsamte, sondern in der Spatphase sogar beschleunigte.
Eine Reduktion der mSOD1 reduziert auch die normale Funktion der Dismutase, den
Abbau von Sauerstoffradikalen. Dies ist eine mogliche Erklarungsgrundlage fiir die
Verschlechterung des Krankheitsverlaufs durch Reduktion der mSOD1 in Schwannzel-
len [62].

Neuere Studien von Kang et al. (2013) wiesen bei SOD1-Méusen hingegen eine protek-
tive Wirkung durch die Reduktion der mSOD1in Oligodendrozyten nach.

All diese Ergebnisse lassen auf eine wichtige Beteiligung der nicht-neuronalen Zellen

am Krankheitsverlauf und an der Entstehung der ALS schliefSen.
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1.2 Glia-Zellen

Als Neuroglia werden jene Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) bezeichnet, die
keine Neurone sind. Astrozyten, Mikroglia, Oligodendrozyten, Ependymzellen, Ple-
xusgliazellen und einige weitere Zellen werden den Gliazellen des ZNS zugeordnet.
Die meisten Gliazellen sind ektodermalen Ursprungs. Allein die Mikroglia bilden mit
ihrem mesodermalen Ursprung eine Ausnahme [66]. Erstmals beschrieben wurden die
Gliazellen von Rudolf Virchow im Jahre 1858. Er schrieb ihnen Stiitz- und Haltefunk-
tionen im Gehirn zu (gr. glia = Leime) [110].

Heute weifs man, dass die Funktion der Gliazellen weit tiber die reine Gertistfunktion
hinausgeht. Gliazellen sind zehnmal haufiger als Neurone und sind fiir deren Uberle-
ben unerlésslich [66]. Sie regulieren den Wasserhaushalt, sind fiir die Homoostase ver-
antwortlich, isolieren die Nervenzellen gegeneinander, halten die Blut-Hirn-Schranke
aufrecht, sind die Immunzellen des Gehirns und schiitten eine Vielzahl an Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Botenstoffen aus. Neuroglia-Zellen konnen daher allgemein
als homoostatische Zellen des ZNS bezeichnet werden [83].

Fiir viele neurologische und psychische Erkrankungen wird den Gliazellen ursdchliche
oder zumindest modulierende Wirkung zugeschrieben. So spielen Astrozyten und Mi-
kroglia eine Hauptrolle bei Entziindungen und physikalischen Verletzungen des ZNS.
Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen sind Gliazellen immer involviert [83]. Die
genaue Beteiligung der Gliazellen am Krankheitsprozess neurodegenerativer Erkran-
kungen wie ALS, Alzheimer und Chorea Huntington ist momentan Gegenstand der
Forschung.

Auf zwei Gliazell-Typen wird in den nidchsten Abschnitten genauer eingegangen.

1.2.1 Astrozyten

Astrozyten sind die hadufigsten Gliazellen im ZNS [66]. Die sternférmigen Astrozyten
mit ihren 5-10 Ausldufern werden mikroskopisch in zwei grofie Untergruppen geteilt.

Die protoplasmatischen Astrozyten finden sich hauptsédchlich in der grauen Substanz
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und haben etwas kiirzere, kraftigere und verzweigtere Auslaufer als die fibrilldren As-
trozyten. Die fibrilldren oder auch Faserastrozyten finden sich vornehmlich in der wei-
sen Substanz und an der Oberflache des Gehirns [90].

Die Faserastrozyten weisen mehr Intermediérfilamente auf, die aus dem sauren Gliafa-
serprotein (GFAP) bestehen. Die Intermediéffilamente verleihen den Astrozyten ihre
Stabilitat, auf Grund derer sie im ZNS Stiitz- und Geriistfunktion tibernehmen kon-
nen. GFAP wird seit Langem verwendet, um Astrozyten von andern Gliazellen zu un-
terscheiden und immunhistochemisch anzufdarben. Gesunde Astrozyten exprimieren
nicht die gleiche Menge an GFAP wie reaktive Astrozyten. GFAP ist daher kein abso-
luter Marker fiir alle Astrozyten. Jedoch konnen vor allem aktivierte Astrozyten gut
damit dargestellt werden [99].

Unter physiologischen Bedingungen nehmen Astrozyten eine Vielzahl an Funktionen
im ZNS wahr. Bereits wihrend der Entwicklung des Nervensystems nehmen Astrozy-
ten eine strukturgebende Rolle ein. Sie bilden Leitstrukturen fiir die aussprossenden
Axone [88].

Im adulten Gehirn bilden Astrozyten eine Membran, welche die gesamte Oberfldche
des Gehirns umgibt. Diese wird als Membrana limitans glialis superficalis bezeichnet.
Eine zweite Membran, die Membrana limitans gliae perivascularis, wird durch die Auslau-
fer der Astrozyten gebildet. Diese umschliefien die Gefdfse im Gehirn mit sogenannten
Fiifichen und bilden so eine Art zusétzliche Grenzschicht zwischen Blut und ZNS.
Astrozyten treten mit ihren Ausldufern auch an Synapsen heran und spielen durch die
Aufnahme und Abgabe von Botenstoffen (Glutamat, GABA, Glycin) eine wichtige Rol-
le in der neuronalen Informationsiibertragung [4, 48].

Des Weiteren senden sie Botenstoffe aus, die an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt sind. Uber die Freisetzung von Mediatoren regulieren sie den lokalen
Blutfluss im Gehirn [41].

Untereinander sind Astrozyten mit , Gap-Junctions” verbunden. ,,Gap-Junctions” sind
direkte Verbindungen zwischen benachbarten Zellen, die das Zytoplasma der Zellen
verbinden. Uber diese Kanile kénnen die Astrozyten schnell miteinander kommuni-

zieren und Stoffe innerhalb der Zellen transportieren [18].
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Astrozyten sind zudem mit zahlreichen Ionenkanélen und Transportmechanismen aus-
gestattet und regulieren mit deren Hilfe den lokalen pH-Wert, die Ionenkonzentration
und den Néhrstoffgehalt im Extrazellularraum. Insbesondere an der Regulation der

Kalzium- und Kaliumkonzentration sind sie mafigeblich beteiligt [19].

Astrozyten lassen sich durch Verletzungen, Storungen der Homoostase und Pathogene
aktivieren. Reaktive Astrozyten verdndern ihre Morphologie und bilden deutlich mehr
GFAP. Dadurch sind sie besser anfarbbar und erkennbar.

Reaktive Astrozyten konnen auf mannigfaltige Weisen auf Storungen reagieren. Die re-
aktive Astrogliose fiithrt zu einer veranderten Produktion von Botenstoffen und Trans-
mittern. Aktivierte Astrozyten proliferieren und kénnen gliale Narben bilden, die das
Wachstum von Neuronen behindern kénnen. Diese , Gliale-Narbenbildung” ist die am
langsten bekannte Reaktionsweise der Astrozyten. Heute wird sie als eine sehr extreme
Form der Astrogliose angesehen. Haufig hat die Astrogliose jedoch protektive Wirkung
fiir das Gehirn. So konnen reaktive Astrozyten Stoffe aussenden, welche die Reparatur
der Blut-Hirn-Schranke induzieren, Mikroglia aktivieren und durch lokale Narbenbil-
dung eine mechanische Eingrenzung von Infektionen im ZNS erzeugen.

Viele unterschiedliche interzellulare Signalmolekiile konnen eine Astrogliose bewirken
und auch ihre Starke modifizieren, zum Beispiel Cytokine (Interleukin 6 (IL-6), Tumor-
nekrosefaktor alpha (TNF-«), Interleukin 10 (IL-10), etc.), Neurotransmitter (Glutamat,
Noradrenalin) und reaktive Sauerstoffspezies (reaktive oxygen species) (ROS). Auch
Hypoxie, Hypoglykamie oder Stoffe, die mit neurodegenerativen Erkrankung assozi-
iert werden (z.B. Beta-Amyloid), 16sen eine Astrogliose aus.

Durch die Interaktion mit anderen Gliazellen, Neuronen, T-Zellen oder Bakterien wird
die astrozytédre Reaktion ebenfalls induziert und modifiziert [100].

Fiir einige Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass Astrozyten oder reaktive As-
trozyten den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen. Die Alexander Krankheit fiihrt
durch eine Mutation im GFAP-Gen zu Makroenzephalopatie mit Narbenbildung, psy-
chomotorischen Storungen und frithzeitigem Tod [14].

Auch in der ALS sind Astrozyten entscheidend am Krankheitsgeschehen beteiligt.
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Bei diesen beiden Beispielen wird die schddliche Wirkung auf Neurone und neuronales
Gewebe jedoch durch genetisch mutierte und abnorme Astrozyten und weniger durch

die reaktive Astrogliose hervorgerufen [100].

1.2.2 Rolle der Astrozyten in der amyotrophen Lateralsklerose

Die ALS geht mit einer heftigen Astrogliose im Riickenmark sowie im Gehirn einher.
Die Astrogliose geht sowohl im Mensch als auch beim Tier den klinischen Symptomen
weit voraus [16].

Es gibt Evidenz fiir zwei grundsatzlich verschiedene mogliche Rollen der Astrozyten
im Krankheitsprozess der ALS. Zum einen den Verlust von neuroprotektiven Funktio-
nen und zum anderen die Entwicklung von neurotoxischen Effekten.

Astrozyten mit einem Verlust oder einer Dysfunktion des Glutamattransporters
(EAAT2) sind charakteristisch fiir die ALS (SOD1-Modell). Der EAAT2 nimmt Glutamat
aus dem synaptischen Spalt auf. Astrozyten mit geringer Expression des EAAT2 in
mSOD1-Médusen werden vor allem im Riickenmark und in bestimmten Regionen des
Gehirns gefunden. Dies suggeriert, dass die Excitotoxizitdt einer erhohten Glutamat-
konzentration im Extrazellularraum fiir das Absterben der Neurone verantwortlich ist
[34, 68,91, 97].

Gestiitzt wird diese Theorie von einer Studie, die zeigen konnte, dass bestimmte beta-
Laktamantibiotika die Expression von Glutamattransportern auf Astrozyten erhohen
und somit die Glutamataufnahme suffizient steigern konnen. Im Tiermodell fiir ALS
zeigte sich durch die Gabe dieser Antibiotika ein neuroprotektiver Effekt [96]. Auch
die lebensverlingernde Wirkung von Riluzol wird, wie bereits erwdhnt, seinen anti-
glutamaterge Eigenschaften zugeschrieben [1].

Andere Studien geben Hinweise in die Richtung, dass Astrozyten, die das mSOD1-Gen
tragen, 16sliche Molekiile produzieren, die selektiv fiir Motoneurone toxisch und somit
fiir deren Absterben verantwortlich sind [29, 77].

In der ALS nehmen Astrozyten eine entscheidende Rolle ein. Sie sind zwar nicht krank-

heitsauslosend, jedoch fiir die Progression der Erkrankung mit verantwortlich und
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konnen andere Gliazellen, wie Mikroglia beeinflussen. Wird die mSOD1 selektiv in
Astrozyten ausgeschaltet, so verlangert sich das Uberleben von SOD1-Mausen nach

Krankheitsbegin signifikant und auch die Mikroglia werden nicht so stark aktiviert

[120].

1.2.3 Mikroglia

Mikroglia formen die spezifische Makrophagenpopulation des ZNS. Sie exprimieren
Makrophagenmarker wie CD11b, sind die immunkompetenten und phagozytoseféhi-
gen Wichter des ZNS und weisen dhnliche Reaktionsweisen wie periphere Makropha-
gen auf [24]. Die Blut-Hirn-Schranke macht das ZNS zu einem immunprivilegierten
Organ, da Leukozyten nicht ohne Weiteres von intravasal nach extravasal wandern
konnen und daher das ZNS kaum besiedeln. Mikroglia iibernehmen hier die Aufgabe
der angeborenen Immunitat [50].

Mikroglia sind mesodermalen Ursprungs. Sie wandern in der Embryonalphase als pe-
riphere Monozyten in das ZNS ein und bilden dort die ZNS-spezifische Makropha-
genpopulation. Organspezifische Makrophagen gibt es in fast allen Geweben. Als ein
weiteres Beispiel seien die Kupferzellen der Leber genannt [84, 59].

Unter physiologischen Bedingungen spielen Mikroglia eine Schliisselrolle bei der Re-
gulierung neuronaler Synapsen, der Neurogenese, dem Entsorgen von apoptotischen
Zellen und der Produktion von Wachstumsfaktoren im ZNS [25].

,Ruhende Mikroglia” sind durch einen kleinen Zellkoérper und eine verdstelte Morpho-
logie gekennzeichnet (Abbildung 1a). Entgegen ihrer Bezeichnung sind sie immer in
Bewegung und scannen ihre Umgebung. Nimmerjahn et al. (2005) zufolge tasten ,ru-
hende Mikroglia” innerhalb wenigen Stunden den gesamten extrazelluldaren Raum des
ZNS ab. ,Ruhende Mikroglia” machen 5-20 % der neuroglialen Zellen im ZNS aus [59].
Stoflen sie auf pathologische Stimuli, werden ,,ruhende Mikroglia” aktiviert und wan-
deln sich morphologisch und funktionell zu Effektorzellen um (Abbildung 1b). Diese
Aktivierung kann durch Infektionen, Verletzungen der Blut-Hirn-Schranke, Protein-
Aggregate oder das Auftreten intrazelluldrer Bestandteile im Extrazelluldrraum ausge-

10st werden.
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,Aktivierte Mikroglia” machen eine dramatische morphologische Wandlung zu amo-
boiden Zellen durch und présentieren eine Vielzahl an Oberfldchenmolekiilen. Sie wan-

dern schnell an den Ort des Geschehens und proliferieren [26, 78, 33].

a) b)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der morphologischen Anderung aktivierter Mikroglia
a) ruhende Mikroglia

b) aktivierte Mikroglia, der ,Blitz” symbolisiert einen pathologischen Stimulus

Mikroglia haben verschiedene Moglichkeiten auf Storfaktoren im ZNS zu reagieren.
Die Beschreibungen der Aktivierungszustdnde von Mikroglia lehnen sich stark an die
der peripheren Makrophagen an.

~Aktivierte Mikroglia” konnen durch die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytoki-
nen wie Tumornekrosefaktor o (TNNF-«x), Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 13 (IL-13)
gewebeschddigende Prozesse in Gang setzen. Die Freisetzung dieser Stoffe fiihrt zur
Sekretion weiterer Zytokine, zytotoxischer Faktoren wie reaktive Sauerstoffspezies (re-
aktive oxygen species) (ROS), Stickstoffmonoxid (NO) [74] und erlaubt die Infiltration
peripherer Leukozyten. Hieraus resultiert eine Schadigung von Neuronen, Gliazellen
und Strukturen der Extrazelluldarmatrix. Diese Reaktionsweise bedingt das Absterben

von Zellen in der Umgebung der Mikroglia.
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Reize, die diese gewebeschddigende Reaktion hervorrufen, sind vielféltig und reichen
von Umweltgiften bis zur Beschddigung oder dem Tod von Neuronen [9, 37].

Diese Reaktionsweise wird als die , pro-inflammatorische Aktivierung” bezeichnet. Ei-
ne weitere pro-inflammatorische Antwort der Mikroglia ist die ,klassische Aktivie-
rung” oder auch M1 Reaktion. Diese ist eng mit den T-Helferzellen Typ 1 (TH1) as-
soziiert und wird durch Lipopolysaccharid (LPS) und Interferron-y (IFN-y) ausgelost
(siehe Abbildung 2a).

Die Aktivierung der Mikroglia in den , pro-inflammatorischen Aktivitatszustand” er-
folgt in vitro haufig mittels LPS-Stimulation. LPS sind die Endotoxine gramnegativer
Bakterien. Die ,pro-inflammatorische Aktivierung” ist seit den 1960ern bekannt [37,
44].

Um groflere Gewebeschdden abzuwenden ist es wichtig, dass die gewebeschddigende
Reaktion der Mikroglia beendet wird und es nicht zu einer Uberreaktion der Mikroglia
kommt. Diese Aufgabe iibernehmen endogene, protektive Signalstoffe wie Neuropep-
tide, Canabinoide und anti-inflammatorische Zytokine [9].

Das Konzept der ,alternativen Aktivierung” von Makrophagen/Mikroglia wurde von
Stein et al. (1992) erstmals vorgestellt. , Aktivierte Mikroglia” konnen durch die Pha-
gozytose von abgestorbenen Zellen die Mobilisation neuronaler Vorlduferzellen, An-
regung der Remyelinisierung und Hilfe bei der Regeneration von Axonen gewebe-
protektive Effekte bewirken. Durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren und anti-
inflammatorischen Faktoren sind sie essenziell fiir das Uberleben der Neurone verant-
wortlich [9].

Die ,alternative Reaktionsweise” oder auch M2 Reaktion ist mit Lymphozyten des
T-Helferzellen Typ 2 (TH2) und regulatorischen T-Zellen (Tregs) assoziiert [7]. Ma-
krophagen/Mikroglia, die zusatzlich zu inflammatorischen Stimuli mit Interleukin 4
(IL-4) oder Interleukin 13 (IL-13) aus T-Helferzellen stimuliert werden, schiitten deut-
lich weniger pro-inflammatorische Zytokine aus [125] (siehe Abbildung 2b). Makro-
phagen und Mikroglia tragen zudem Rezeptoren zur Bindung von IL-4/IL-13, die mit
einer Janus-Kinase (JAK) verbunden sind. Uber diese wird die Expression von Argi-

nase I gefordert. Dieses Enzym metabolisiert Arginine zu Prolin, was wiederum zu
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Kollagenproduktion fithrt. Dadurch stehen weniger Substrate fiir die NO-Produktion
zur Verfiigung. Die durch IL-4 und IL-13 ausgeloste ,alternative Aktivierung” for-
dert somit die Wundheilung und den Riickgang der Inflammation und wird als anti-

inflammatorischer Zustand bezeichnet [58].

Pro-inflammatorische

a) klassische Aktivierung (M1) Zytokine betoxische Reakt
IFN- vy 1L-6 gewebetoxische keaktion:
@IFN-V TNF- glj Vt r <D IL-12 | * Gewebeschaden
o~ L LPS R IL-1 * Zellulare Immunitat
INF | s y
- , Mikrobizid
MHC Klasse IT
NO

mSOD1

b) alternative Aktivierung (M2)

@ IL-10 gewebeprotektive Reaktion:
N .
2 IL-4/IL-1 <D IL-6 Wundheilung
x{y v Rezeptor * gedampfte Inflammation
v * Granulome
- MHC Klasse 1T
@\\)y' ~ “Collagen

Abbildung 2: Klassische und alternative Aktivierung von Mikroglia

a) Durch T-Helferzellen Typ 1 (THI1), Interferron-y (IFN-y), Tumornekrosefaktor al-
pha (TNF-«), Lipopolysaccharid (LPS) so wie weitere Stimulie wie z.B. mutierte SOD1
(mSOD1) wird in Mikroglia die , klassische Aktivierung” ausgelost. Dies fiihrt zur Aus-
schiittung pro-inflammatorischer Substanzen wie Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 12
(IL-12), Interleukin 1 (IL-1), TNF-« und Stickstoffmonoxid (NO). Auch eine bestimmte Re-
zeptorexpression kennzeichnet diese Aktivierung (z.B. der Major Histocompatibility Com-
plex Klasse II (MHC Klasse II).

b) Durch T-Helferzellen Typ 2 (TH2) und regulatorische T-Zellen (Tregs) die Interleu-
kin 4 (IL-4) und Interleukin 13 (IL-13) ausschiitten wird in den Mikroglia die ,alterna-
tive Aktivierung” ausgeltst. Diese fiihrt tiber die Ausschiittung anti-inflammatorischer
Substanzen (z.B. Interleukin 10 (IL-10) und Canabinoide) und die Reduktion der pro-

inflammatorischen Substanzen zu einer gewebeprotektiven Wirkung.

Eine Theorie besagt, dass aktivierte Mikroglia neuronalen Zelltod herbeifiihren und fiir

die schnelle Progression von neurodegenerativen Erkrankungen verantwortlich sind,
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wenn die anti-inflammatorischen Mechanismen versagen oder wenn sie von einer ex-
zessiven inflammatorischen Antwort tiberwaltigt werden [87, 10].

Die Kenntnis der genauen Mechanismen, die der Dysregulation und Uberaktivierung
von Mikroglia zugrunde liegen, ist von grofsem wissenschaftlichen Interesse, da dies
mogliche Erkenntnisse zur Atiologie, Pathogenese und Behandlung von vielen neuro-

degenerativen Erkrankungen bereithalten konnte [9].

1.2.4 Rolle der Mikroglia in der amyotrophen Lateralsklerose

Fiir viele neurodegenerative Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer, Huntington und
amyotrophe Lateralsklerose konnte gezeigt werden, dass den Mikroglia eine entschei-
dende Rolle am Krankheitsprozess zukommt [103, 32].

Ein Kennzeichen der ALS ist die Neuroinflammation. Diese wird charakterisiert durch
aktivierte Mikroglia in der Umgebung von geschddigten Neuronen. Eine Neuroinflam-
mation ist bei der ALS sowohl beim Menschen als auch im Tiermodell bereits vor Be-
ginn der klinischen Symptome nachzuweisen [49, 2, 115, 15].

Mikroglia aus transgenen SOD1-Tieren sind generell starker aktiviert als aus wildtyp
Tieren. Mikroglia aus mSOD1-Tieren produzieren und schiitten mehr NO und Super-
oxide aus als gesunde Mikroglia, was als , pro-inflammatorische Aktivierung” angese-
hen werden kann und zu einem verstiarkten Untergang der Neuronen fiihrt [3].

Die Mikroglia scheinen jedoch nicht die auslosenden Zellen der ALS zu sein, da ei-
ne alleinige Expression der mSOD1 in Mikroglia nicht zu Krankheitssymptomen im
Tiermodell fiihrt. Eine Verringerung der mSOD1 in Mikroglia fiihrt hingegen zu einem
verlangerten Uberleben der Versuchstiere nach Krankheitsbeginn [12].

Boillée et al. (2006) folgern daraus, dass die Mikroglia direkt an der Atiologie der ALS
beteiligt und vor allem fiir die rasche Progression der Symptome nach Beginn der
Krankheit verantwortlich sind [12, 6, 112].

Diese Theorie wird durch Versuche mit Minozyklin gestiitzt, einem Tetrazyklinderivat,
das die ,pro-inflammatorische Aktivierung” der Mikroglia hemmt [123] und zu einem
verldngerten Uberleben der transgenen Tiere fiihrt [56, 108, 126].

Eine weitere Studie differenziert die Rolle der Mikroglia noch weiter. Sie zeigt, dass die
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,alternative Aktivierung” der Mikroglia den Krankheitsprozess verlangsamen kann,
wohingegen die ,pro-inflammatorische Aktivierung” das Voranschreiten fordert [7].
Werden Mikroglia aus gesunden Mdusen extrazellulirem mSOD1-Protein ausgesetzt,
so bewirkt dies eine morphologische und funktionelle Aktivierung der Mikroglia, &hn-
lich wie die Zugabe von LPS, was einer ,pro-inflammatorischen Aktivierung” ent-
spricht [124].

Es ist anzunehmen, dass die mSOD1 die Aktivitit der Mikroglia von neuroprotektiv zu
neurotoxisch verdndert und damit die Progression der Erkrankung bedingt.

Auch der Riickgang an Tregs, die IL-4 ausschiitten und damit die ,alternative Akti-
vierung” von Mikroglia unterstiitzen, ist ein moglicher Grund fiir den Ubergang zum
rasch progredienten Krankheitsstadium [7].

Das komplexe Zusammenspiel der Mikroglia mit anderen Gliazellen, Neuronen und
Lymphozyten bildet eine Schliisselrolle fiir das Verstandnis der ALS-Pathogenese. Mi-
kroglia nehmen in der ALS eine entscheidende, modulierende Rolle im Krankheitsge-
schehen ein. Das genaue Wissen iiber die Aktivitdtszustinde im jeweiligen Krankheits-
stadium, deren Charakterisierung und Beeinflussung sind vielversprechende Ziele fiir

die Therapie der ALS.
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1.3 Fragestellung

Der symptomatische Krankheitsbeginn der SOD1 liegt im mittleren Erwachsenenalter.
Im SOD1-Mausmodell liegt der Symptombeginn um den 130ten Lebenstag. Die Muta-
tionen in dem SOD1-Gen, das fiir ca. 10 % der fALS Félle verantwortlich gemacht wird,
ist jedoch von Geburt an in allen Zellen vorhanden. So auch in Mikrogliazellen, die zu
einem raschen Fortschreiten der Erkrankung beitragen.

Primére Mikrogliazellkulturen werden meist aus neugeborenen Mausen gewonnen und
stellen daher nur ein insuffizientes Modell zur Untersuchung von Verdnderungen dar,
die erst im adulten Tier auftreten. Gerade fiir die ALS wire es interessant, Zellen aus
adulten Méausen, die bereits Krankheitssymptome aufweisen, genauer zu untersuchen.
Moglicherweise ergeben sich hier Hinweise, welche Verdnderungen in den Zellen zum
Ausbruch oder dem Ubergang in den rasch progredienten Krankheitsverlauf fiihren.
Weydt et al. (2004) verglichen neugeborene und 60 Tage alte Mikroglia aus wildtyp und
transgenen SOD1-Tieren miteinander. Sie stellten bei den adulten Tieren einen deutli-
chen Unterschied in der Reaktionsweise zwischen Mikroglia aus transgenen und denen
aus wildtyp Mdusen fest.

Im Rahmen dieser Dissertation soll untersucht werden, ob Mikrogliazellen aus adulten
wildtyp Médusen und adulten transgenen Tieren, die bereits charakteristische Merkma-
le der Neurodegeneration aufweisen, ein erhohtes inflammatorisches Potential besitzen
als Zellen aus jungen Tieren. Zusétzlich soll gepriift werden, ob dies mit einer vermin-
derten alternativen Aktivierung assoziiert ist. Hierzu sollte zundchst eine Methode zur
Kultivierung adulter primérer Mikroglia aus Madusen im Labor etabliert werden. Dazu
stand ein Protokoll der AG Draheim zur Verfiigung [75].

Daraufhin sollte anhand dieser Zellkulturen die inflammatorische Reaktionsweise der
Mikroglia untersucht werden. Die inflammatorische Antwort soll durch 18-stiindige
Stimulation mit LPS ausgelost werden, die , alternative Aktivierung” durch Vorstimu-
lation mit IL-4. Im Uberstand soll das Zytokin IL-6 mittels ELISA quantifiziert wer-
den. Interleukin 6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das als Marker fiir die , pro-

inflammatorische Aktivierung” der Mikroglia gilt und dessen Inhibition als ein indi-
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rekter Indikator der , alternativen Aktivierung” gesehen wird.
Aus einer besseren Kenntnis der Rolle der Mikroglia im Verlauf der ALS werden sich

neue Ansatzpunkte zum Verstdndnis und fiir die Therapie der Erkrankung ergeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
Tabelle 1: Material fiir die Zellkultur
Material Firma Katalog-Nr.
Ampuwa Spiillosung Plastipur Fresenius Kabi ~ # B230673
D-MEM+GlutaMAXTM-I 1x — high glucose Invitrogen #61965-059
DMEM/F-12+GlutaMAX Invitrogen # 31331-028
DNAase I (Deoxyribonuclease I) Worthington # 1L.S-002139
DPBS™ (D-PBS 1x — ohne Calcium, Magnesium) Invitrogen #14190-169
DPBS™ (D-PBS 1x — mit Calcium, Magnesium) Invitrogen #14040-174
FCS hitzeinaktiviert PAA Laborato- # A15-152
ries GmbH
GlutaMAXTM I Supplement — 200 mM Invitrogen # 35050-038
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)(10x) Invitrogen # 14060-040
Kulturplatte (BD Primaria’ Clear 96-well BD Falcon # 35387
MicrotestTM Plate)
1929 steril filtrierter Uberstand aus 1.929 Zellinie — —
Neubauer-Zahlkammer LO Laboroptik ~ # 1310000
Papain Sigma #4762
Pen/Strep (Penicillin-Streptomycin) Invitrogen #15140-122
Percoll Sigma # P4937
Petrischale (CELLSTAR Zellkultur greiner bio-one  # 628160
Schale 15 mm)
PON (Poly-L-Ornithin Hydrobromid) Sigma # P3655

steriles Wasser (Ampuwa Spiillosung Plastipur) Fresenius Kabi

steriles Werkzeug: Skalpell, Schere, Pinzetten — —
Tryptanblau (Trypan Blue Solution) Sigma #T8157
Zellsieb (100 pm) BD Bioscience # 352360
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Zellkulturflasche (Gewebekulturflasche
Plug Seal Cap mit Beliiftung 75 cm?)
Zellkulturflasche (Gewebekulturflasche
Plug Seal Cap mit Beliiftung 25 cm?)

Petrischale 35 mm

Sarstedt # 83.1813.002
Sarstedt # 83.1810.002
greiner #628-102

Tabelle 2: Hergestellte Losungen fiir die Zellkultur

Losung

Bestandteile

DNAase I
DMEM/F12+

DMEM™*

DMEM™

Papainsolution

10mg/ml in DPBS™
DMEM /F12+GlutaMAXTM-I
1x

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
10 % FCS (hitzeinaktiviert)
D-MEM+GlutaMAXTM-I
1x — high glucose

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
10 % FCS (hitzeinaktiviert)
D-MEM (1x)

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2mM GlutaMAXTM I Supple-
ment

116 mM NaCL

54 mM KCl

26 mM NaHCO3

1 mM NaH;POq4

1,5mM CaCl,
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1mM MgS0,
0,5mM EDTA
25mM Glukose
1mM Cystein
20 units/ml Papain
PON 100 pg/ml in sterilem Wasser
20 % FCS 4ml FCS
16 ml HBSS (1x)
20 %SIP Losung 3,6 ml Percoll
0,4 ml HBSS (10x)
16 ml HBSS (1x)
Tabelle 3: Material fiir die L929 Zelllinie aus Mausfibroblasten
Material Firma Katalog-Nr./Lot
DMSO Sigma #D2650
Trypsin / EDTA Biochrom #1.2143
Zellkulturflasche (Gewebekulturflasche Sarstedt # 83.1812.002
Plug Seal Cap mit Beliiftung 75 cm?)
Nunc Kryorohrchen SIGMA # 363401

Tabelle 4: Hergestellte Losungen fiir die L929 Zelllinie

Losung

Bestandteile

Kulturmedium

Einfriermedium

DMEM

10 % FCS

1% Pen/Strep.
DMEM

30% FCS

1% Pen/Strep.
5% DMSO
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Auftaumedium DMEM
30 % FCS
1% Pen/Strep.
Tabelle 5: Material fiir die Stimulationen
Material Firma Katalog-Nr./Lot
LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli) Sigma # 14391
IL-4 R&D Systems #404/
BC1613061
Tabelle 6: Material fiir den IL-6 ELISA
Material Firma Katalog-Nr./Lot
BSA (Albumin Fraktion V) Carl ROTH # 8076.2
ELISA MAXTM Standard SET Mouse IL-6 BioLegend # 431302
IL-6-Standard-Stocklosung BioLegend # B 110104A
Mikrotiter-Platte (Immuno-Plate Maxisorp F96) nunc # 735-0083
Schwefelsaure H,SO, MERCK # K2664673123
TMB-Substrate Solution BioLegend #421101
TWEEN20 Sigma #DP9416
Tabelle 7: Hergestellte Losungen fiir den IL-6 ELISA
Losung Bestandteile
Coatin Buffer 100 mM NaHCO;
*pH 9,5 33,6 mM NapCO3
in H,O
PBS 137 mM NaCl
*pH 7,2-7,4 2,5mM KCl
*0,2 pm filtriert 8,1 mM Na,HPO,
1,5mM KH,POy4
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in H,O
Assay diluent 1% BSA in PBS (1x)
Wasch Buffer 0,05 % TWEEN20 in PBS (1x)
Stopp Solution 2M H,S04

Tabelle 8: Material fiir den Protein-Assay

Material Firma Katalog-Nr./Lot
DC Protein Assay Kit Bio Rad #500-0113/
-0114/-0115

Tabelle 9: Hergestellte Losungen fiir den Protein-Assay

Losung Bestandteile
1 % Triton 1 % Triton X-100 in PBS (1x)
Protein-Standard BSA in 1 %-Triton in PBS (1x)

Tabelle 10: Material fiir die Farbungen

Material Firma Katalog-Nr./Lot

Fettstift Science Services #N71310

BSA (Albumin Fraktion V) Carl ROTH # 8076.2

Thiopental ROTEXMEDICA #4464966
GmbH

Tissue Tek Weckert Labor- # 600001
technik

Triton X-100 Sigma #9002-93-1

TWEEN20 Sigma #P9416
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Tabelle 11: Hergestellte Losungen fiir die Farbungen

Losung Bestandteile

PBS 137 mM NaCl

*pH 7,2-7,4 2,5mM KCl

*0,2 pm filtriert 8,1 mM Na,HPO,

1,5 mM KH,PO4
in H,O
Tabelle 12: Sonstige Gerdte und Materialien
Material Firma Katalog-Nr./Lot
24-Well-Platte (Corning® Primaria™) VWR 734-0078
96-Well-Platte (Mikrotestplatte 96-Well F) Sarstedt # 82.1581
Inkubator (CO»,-Inkubator) Thermo Scienti- Heraeus
fic

Magnetriihrer IKA KMO2basic
Mikroskop Zeiss Axiovert25
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert200
Kryotom Leica CM 3050S
Okular LOMO MBC-10
Pasteurpipetten (Glas) VWR #612-1720
Photometer BIO-TEK ELx800uv
Pipetten (Glas) — —
Reaktionsgeféfse (SafeSeal Gefafs 1,5 ml) Sarstedt #72.706
Waage Acculab ALC110.4
Zentrifugenrohrchen 15 ml greiner bio-one  # 188271
Zentrifugenrohrchen 50 ml greiner bio-one  # 227261
Zentrifuge mit Kithlung eppendorf 5810R
Parafilmfolie (PARAFILM® M) VWR #291-1212
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Mikrogliapriaparation nach einem modifizierten Protokoll der AG Dranheim

Die Versuche wurden mit primdren Mikroglia aus B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)1Gur/
JxC57BI1/6] hemizygoten- und C57BI/6]J-Méuse, als Kontrollen, der AG Ludolph, so-
wie B6.SV129(PrP+/-)*B6.Cg-Tg/SOD1-G93A)1Gur(tg) und B6.SV129(PrP+/-)*B6.Cg-
Tg/SOD1-G93A)1Gur(wt), als Kontrollen, der AG Otto im Alter von 130-155 Tagen
oder mit neugeborenen Tieren im Alter von 2-5 Tagen durchgefiihrt. Die Tiere der AG
Otto waren jeweils einfach positiv fiir das Prion Gen. Dies zeigte keine Auswirkungen
auf das Verhalten und Uberleben der Tiere im Vergleich zu ,normalen” SOD1-G93A-
Maiusen [102]. In den Versuchen mit LPS und IL-4 zeigten sich keine Unterschiede der
Tiere aus der AG Otto und der AG Ludolph, daher wurden die Versuchstiere zusam-
mengefasst. Die Praparation des murinen Gehirns erfolgte nach den Richtlinien des
Tierforschungszentrums der Universitat Ulm.

Die Durchfiihrung der Prdparation lehnt sich stark an das Protokoll zur Praparation
adulter Mikrogliazellen von Moussaud und Draheim (2010) an. Fiir die Praparation
der primdren Mikroglia aus adulten Mdusen wurden vor der Praparation Kulturfla-
schen (Gewebekulturflasche Plug Seal Cap mit Beliiftung 75cm?) mit 7ml PON Lé-
sung in einer Konzentration von 100 pg/ml beschichtet und fiir 30 Minuten in den
Inkubator bei 37 °C gestellt. Danach wurden die Flaschen zweimal mit steriler Spiil-
16sung (Ampuwa Spiilldsung Plastipur) und einmal mit DPBS+/+ (DPBS 1x mit Cal-
cium, Magnesium) gewaschen. In die Kulturflasche wurden 9 ml Medium (50 % F12
+ 50 % 1.929 Uberstand) fiir die Zellen vorgelegt und in den Inkubator gestellt. Das
Medium wurde zuvor hergestellt aus 500 ml F12 Medium unter Zugabe von 5 ml Peni-
cillin/Streptomycin (Pen/Strep) und eigenhédndig hitzeinaktivierten 50 ml Fetal bovin
serum gold (FBS). Der L929 Anteil ist sterilfiltrierter Uberstand einer 1.929 Zellreihe.
Der konditionierte Uberstand enthlt das Zytokin Monozytenkolonien stimulierender
Faktor (M-CSF). Dies wirkt wachstumsfordernd auf Mikroglia [51].

Fiir die Praparation neugeborene Mause wurden 25cm? und eine angepasste Menge
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an Medium verwendet. Die folgende Praparation fand an einem desinfizierten Arbeits-
platz unter Zuhilfenahme von Werkzeugen, die zuvor mit Ethanol (70 %) desinfiziert
wurden, statt. Fiir die Vitalitat der Zellkultur ist es wichtig, moglichst ziigig zu arbeiten
und das Gewebe gekiihlt zu halten. Fiir eine gute Vergleichbarkeit sollte die Prapara-
tion moglichst immer gleich ablaufen.

Die Tiere wurden mittels cervicaler Dislokation getotet. Die Entnahme des Gehirns er-
folgte, indem Haut und Schadelknochen zuvor entfernt wurden. Anschliefsend wurde
das Gehirn in eine Petrischale (CELLSTAR Zellkultur Schale 35 mm) mit 3 ml DPBS™
(DPBS 1x ohne Calcium, Magnesium) auf Eis gelagert. Unter dem Okular wurden das
Cerebellum und die Bulbi Olfaktorii abgetrennt und alle Meningen mit Hilfe von Pin-
zetten sorgfiltig entfernt. Beide Hemisphdren wurden daraufhin in eine frische Petri-
schale mit DPBS™ auf Eis gegeben. Die Meningen und das abgetrennte Gewebe wurden
verworfen. Die sorgfailtige Entfernung der Meningen ist wichtig, um eine moglichst ge-
ringe Kontamination der Zellkultur mit Epithelzellen zu erlangen.

Die folgenden Schritte fanden in der Sterilbank statt. Das Gehirngewebe wurde in einer
Petrischale unter Zugabe von 3 ml Papainsolution mit dem Skalpell (Braun; BA222) fein
zerkleinert und fiir 90 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Papain verdaut und lockert die
Proteine im Gewebe und ermdglicht so eine Isolierung der Zellen aus dem Gewebever-
band. Danach wurde das Gewebe in ein 50 ml Tube {iiberfiihrt und der Enzymverdau
mit 20ml 20 % FCS in PBS gestoppt. Um das Gewebe von der Fliissigkeit trennen zu
konnen, wurde das Tube bei 200 relative centrifugal force (rcf) und 4 °C sieben Minu-
ten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Nun wurden 100 pl Desoxy-
ribonuclease I (DNAse) (gelost in DPBS™; 10 mg/ml) und 900 pl einfache Hanks ba-
lanced salt solution (HBSS) zugegeben. DN Ase vermittelt den Abbau von freier DNA,
die aufgrund der mechanischen Schadigung wihrend der Praparation durch vorwie-
gend nekrotischen Zelltod frei wird. Dies erleichtert das Homogenisieren des Gewebes.
Das Pellet wurde ca. sieben Mal mit einer Pasteurpipette homogenisiert und danach
durch ein Sieb mit 100 pm Lochweite gesiebt. Damit die Zellen moglichst vollstandig
das Zellsieb passieren und nicht an diesem haften blieben, wurde mit 20 ml einfachem

HBSS griindlich nachgespiilt. Um die Zellen weiter verarbeiten zu kénnen, wurde er-
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neut sieben Minuten bei 200 rcf und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals
abgesaugt und das Pellet in 20ml 20 % SIP Losung resuspendiert. Zur Ausbildung ei-
nes Gradienten wurde die 20 % Stock isotonic percoll (SIP) Losung mit 20 ml einfachem
HBSS tiberschichtet. Nun folgten 20 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 200 rcf. Damit
sich der Gradient nicht auflost, wurde die Beschleunigung auf Stufe 3 eingestellt und
die Bremsen komplett ausgeschaltet. Die Mikroglia sammeln sich als Pellet am Grund
des Tubes. Die Interphase und der Uberstand werden abgesaugt. Um das Percoll aus
den Zellen auszuwaschen, wurde das Pellet in 40 ml einfachem HBSS resuspendiert
und weitere sieben Minuten bei 4 °C und 200 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abermals abgesaugt und das Pellet in 1 ml Medium (50 % F12 + 50 % 1929 Uberstand)
resuspendiert. Die Zellen wurden nun in die vorbereiteten Kulturflaschen gegeben, so
dass jede Flasche 10 ml Medium und das Gewebe eines Gehirns enthielt. Die Flaschen
wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Wenn mit neugeborenen SOD1-
Tieren gearbeitet wurde, wurden die Gehirne einzeln verarbeitet und nach der Polyme-
rase Chain Reaction (PCR)-Typisierung der Tiere endgiiltig beschriftet.

Um den Zellen Zeit zu geben, sich auf dem Flaschenboden anzuheften, liefs man die
Kulturen tiber eine Dauer von drei Tagen ruhen. Danach wurde das Medium abgenom-
men, der Rasen aus adherenten Zellen wurde mit frischem Medium (50 % F12 + 50 %
L929 Uberstand) versorgt. Das Absetzen der Zellen wird durch die Beschichtung der
Kulturflaschen mit Poly-L-Ornithin Hydrobromid (PON) begtinstigt. PON bevorzugt
die Adhdsion von Astrozyten am Flaschen-Boden [30], wodurch diese idealerweise ei-
ne geschlossene Oberfldche bilden. Mikroglia gehen lockere Interaktionen mit Astro-
zyten ein und lagern sich daher auf der einzelligen Schicht ab. Astrozyten produzieren
des Weiteren M-CSF. Dieses Zytokin wirkt als Wachstumsstimulator ftir Mikroglia [51].
Dies stellte die Voraussetzung fiir die Ernte von adulten Mikroglia in Zeitintervallen
von ca. 14 Tagen nach einer anfanglichen Proliferationsphase von 14 bis 21 Tagen dar.
Um die Zellen immer ausreichend mit Ndhrstoffen zu versorgen, wurde das Medium
jede Woche zur Halfte ausgetauscht. Aus jeder Mischkultur konnten bis zu drei Mal Mi-
kroglia entnommen werden. Allerdings war die Ausbeute der adulten Kulturen nicht

vergleichbar mit der aus jungen Mikrogliakulturen, sondern deutlich geringer [118].
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Die Gewinnung der Mikroglia erfolgt durch kraftiges Beklopfen der Flaschen, wobei
sich die Mikroglia vom Astrozytenrasen l6sen und im Medium schwimmen. Das Medi-
um wurde mit Hilfe einer Glaspipette abgenommen. Die Kulturflasche wurde sogleich
mit 10 ml Medium (50 % F12 + 50 % 1929 Uberstand) bedeckt und in den Brutschrank
zuriickgestellt. Das abgenommene Medium mit den Mikroglia wurde in einem 15ml
Tube 10 Minuten bei 500 rcf zentrifugiert. Um die Zellen gleichmaéfig fiir Versuche auf-
teilen zu konnen, erfolgte nach Abnahme und Verwerfen des Uberstandes eine Resus-
pendierung in 1ml F12 Medium. Mit Hilfe von Tryptanblau (Tryptan BlueSolution)
wurde in der Neubauer-Zihlkammer die Zelldichte in der Fliissigkeit ermittelt. Hier-
zu wurden 10pl der Zellsuspension mit 10 ul Tryptanblau vermischt. Je 10 ul dieser
Mischung wurden auf die Zahlfelder gegeben und mit einem Deckgldschen bedeckt.
Gezidhlt wurden nicht gefdrbte, hell-leuchtend erscheinende Zellen in den Zihlfeldern.
Die Methode beruht darauf, dass der anionische Farbstoff Tryptanblau nur die durch-
lassige Zytoplasmamembran toter Zellen durchdringen kann und daher ausschliefslich
tote Zellen anfarbt. Nach Berechnung der Zellzahl in 1000 ul wurde die Zellsuspension
durch Zugabe der entsprechenden Menge an F12-Medium auf die jeweils gewiinschte
Zelldichte gebracht. Nun erfolgte die Weiterbehandlung der Zellen je nach geplantem

Experiment.

Mikrogliapriparation nach der Labormethode

Die Vorbereitung der Kulturflaschen gleicht der bei der Praparation nach [75]. Das vor-
gelegte Medium hingegen waren 9 ml DMEM ™ (serumbhaltiges Medium). DMEM ™ war
zuvor aus ,DMEM+GlutaMAXTM-I 1x - high glucose (500 ml)” durch Zugabe von 5 ml
Pen/Strep und 50 ml eigenhdndig hitzeinaktiviertem FBS hergestellt worden. Die De-
kaptierung der neugeborenen Mause und die anschlieffende Praparation fanden an ei-
nem desinfizierten Arbeitsplatz unter Zuhilfenahme von Werkzeugen, die zuvor mit
Ethanol (70 %) desinfiziert wurden, statt. Auch hier sollte die Praparation moglichst
ziigig ablaufen, um die Qualitdt der spateren Zellkultur zu sichern. Das Gehirn wurde
freigelegt, indem Haut und Schiddeldecke entfernt wurden. Nach Entnahme aus dem

Schéddel wurden alle Gehirne in DPBS™ auf Eis gelagert. In einer Petrischale (CELL-
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STAR Zellkultur Schale 15 mm) mit DPBS™ wurden unter dem Okular Cerebellum und
Bulbus olfactorius von den Hemisphéren abgetrennt und die Hirnhédute sorgfaltig ent-
fernt. Diese lassen sich umso leichter entfernen, je jiinger die Tiere sind. Die meningen-
freien Hirnhélften wurden ziigig in Zentrifugenréhrchen mit DPBS™ auf Eis transfe-
riert. Die weitere Praparation fand unter der Sterilbank statt. Zuerst wurde das isolierte
Material durch dreimaliges Waschen in DPBS™ von unerwiinschten Bestandteilen wie
Blut, Reste der Hirnhdute oder Bakterien gesdubert [118]. Das Gewebe wurde durch
Zugabe von 1,25 ml Trypsin (2,5 %) fiir 1-2 Minuten angedaut. Trypsin spaltet u.a. Pro-
teine, die Zell-Zell-Kontakte aufrecht erhalten und sorgt damit fiir die Lockerung ei-
nes Gewebeverbands. Es folgte eine Inkubation mit 50 ul DNAse (gelost in DPBS™;
10 mg/ml) fiir 4-5 Minuten.

Nach dreimaligem Waschen wurden erneut 50 ul DNAse zugegeben, bevor das Ge-
webe mit einer Pasteur-Pipette homogenisiert wurde. Die Anwesenheit der DNAse
verhindert eine gallertartige Ansammlung von freier DNA, die den weiteren Verar-
beitungsprozess behindern wiirde. Um die Enzymreaktionen zu stoppen, wurde das
Zellhomogenisat mit 5ml DMEM™ vermischt. Nach Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
250 rcf und Raumtemperatur wurde der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wur-
de mit DMEM ™ resuspendiert und dabei auf ein Volumen gebracht, das umgerechnet
ca. zwei Gehirne in 1 ml enthélt. Von dieser Zellsuspension wurde 1 ml zu dem vor-
gelegten DMEM™ in einer Zellkulturflasche (siehe oben) gegeben. Somit betrug das
Gesamtvolumen pro Zellkulturflasche 10 ml mit Praparationsmaterial aus ca. zwei Ge-
hirnen.

Das verwendete Medium DMEM™ erméglicht Uberleben und Wachstum von Zellen in
Kultur. Erstens stellt erworbenes D-MEM+GlutaMAXTM-I direkt Glucose (4,5 g/1) und
indirekt L-Glutamin bereit. Letzteres ist in Form des Dipeptids L-Alanyl-L-Glutamin
(GlutaMAXTM) enthalten. Es kann von freigesetzten zelluldren Peptidasen gespalten
und als essentielle Aminosdure in Stoffwechselprozesse der Zellen eingebracht werden
[21]. Zweitens fordert der Zusatz von FBS (10 %) das Wachstum der Zellen. Antibakte-
rieller Schutz wird {iber das zugefiigte Pen/Strep gewdhrleistet. Mikrogliazellen wer-

den zusitzlich von astrozytdren Wachstumsfaktoren zur Proliferation angeregt. Weitere
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Zellen des ZNS (v.a. Neurone und Oligodendrozyten), die im Homogenisat enthalten
waren, konnen aufgrund fehlender essentieller Faktoren im Medium nicht {iberleben.
Trotzdem ist es moglich, dass eine geringe Verunreinigung der Mischkultur aus Mi-
kroglia und Astrozyten durch z.B. Ependymzellen vorlag. Die Kultivierung erfolgte
im Inkubator bei 37 °C und 5% CO;, wodurch eine Umgebung geschaffen wird, die
dem Milieu in vivo sehr nahe kommt. Um den Zellen Zeit zu geben sich auf dem Fla-
schenboden abzusetzen, wurden die frisch hergestellten Kulturen iiber eine Dauer von
etwa drei Tagen ruhig im Inkubator stehen gelassen. Danach wurde das Medium ab-
genommen, der Rasen aus adhdrenten Zellen mit DPBS™ gewaschen und mit frischem
Medium versorgt. Die jungen Mikroglia konnen in Zeitintervallen von ca. sieben Tagen
nach einer anfanglichen Proliferationsphase von 10 bis 14 Tagen geerntet werden. Aus

jeder Mischkultur konnten bis zu vier Mal Mikroglia entnommen werden [118].

2.2.2 L929 Zelllinie aus Mausfibroblasten

Da die adulten Mikroglia ohne wachstumsfordernde Substanzen nicht ausreichend
proliferierten, wurde eine L929 Zellreihe kultiviert. Der Uberstand ist mit Faktoren an-
gereichert (z.B. M-CSF), die sich wachstumsfordernd auf Mikroglia auswirken [81, 17].
Zum Auftauen der Zellen wurde eine Kulturflasche (75 cm?) mit 10 ml Auftaumedium
befiillt. Weitere 10 ml Auftaumedium wurden in einem Zentrifugenréhrchen auf Eis
gestellt. Ein Kryorohrchen (1x 106 Zellen L929/ml) wurde im H,O-Bad angetaut, bis
nur noch kleine Eiskliimpchen vorhanden waren. Die Zellsuspension wurde vorsich-
tig gemischt und in das vorgekiihlte Auftaumedium iiberfiihrt. Die Mischung wurde
bei 800 rounds per minute (rpm) und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml Auftaumedium resuspen-
diert und in die Gewebekulturflasche tiberfiihrt. Nach kurzem Schwenken wurde den
Zellen mindestens sechs Stunden Zeit gegeben sich bei 37 °C und 5 % CO; an den Fla-
schenboden anzuheften. Darauf erfolgte der erste Medienwechsel. Das alte Medium
wurde abgesaugt. Die Kulturflasche wurde zwei Mal mit je 10 ml Kulturmedium ge-
waschen und danach mit 15ml Kulturmedium weiter inkubiert. Zur anschlieSenden

Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen und dem Abtransport von verbrauchtem Me-
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dium erfolgte alle drei Tage ein Medienwechsel, bis der Zellrasen konfluent war.

Bei konfluentem Zellrasen konnten die Zellen passagiert werden. Zum Passagieren
der Zellen wurden diese zundchst zwei Mal mit Dulbecco’s Phosphate-Buffered Sali-
ne (DPBS) gewaschen und danach mit Trypsin/EDTA bei 37 °C 2-3 Minuten inkubiert.
Die Trypsinierung wurde mit 8 ml Kulturmedium abgestoppt, um eine Schidigung der
Zellen zu verhindern. Das Medium mit den abtrypsinierten Zellen wurde aus der Kul-
turflasche entnommen und in einem Zentrifugierrohrchen bei 4 °C und 800 rpm fiir
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen, das Pel-
let in 23 ml Kulturmedium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden je Kul-
turflasche (75cm?) 2,5ml Zellsuspension in 10 ml vorgelegtem Kulturmedium ausge-
sit. Bei Kulturflaschen der Grofle 175 cm? wurden entsprechend 6 ml Zellsuspension
in 25ml vorgelegtes Kulturmedium ausgesdt. Beim ndchsten Medienwechsel wurden
25 ml Kulturmedium auf eine 75 cm? Kulturflasche gegeben und dieses Medium eine
Woche inkubiert. Bei 175 cm? Kulturflaschen wurden 70 ml fiir zwei Wochen inkubiert.
Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde das Medium in sterilen R6hrchen ge-
sammelt und bei 4 °C und 1000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de vorsichtig in frische Rohrchen {tiberfiihrt und bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden
maximal bis Passage 30 passagiert und danach verworfen.

Sollten die Zellen eingefroren werden, so wurden die Zellen abtrypsiniert, um sie vom
Boden der Zellkulturflasche zu 16sen. Die Zellsuspension wurde in einem Réhrchen
gesammelt und bei 800 rpm und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die Zellzahl wur-
de mit kaltem Einfriermedium auf 1x10° Z/ml eingestellt. Je 1 ml Zellsuspension pro
Kryorohrchen wurde tiber Nacht bei 4 °C vorgekiihlt und anschlieffend bei -80 °C im
Isotank weitergekiihlt. Im Isotank verblieben die Kryorohrchen fiir mindestens einen

Tag bevor sie zur weiteren Lagerung in den N>-Tank transferiert wurden.

2.2.3 Stimulation

Um die Aktivierung von Mikroglia zu ermitteln, wurden Stimulationsversuche an ad-
hidrenten Monokulturen von adulten Mikroglia mit LPS und IL-4 plus LPS durchge-
fiihrt. Die Stimulationen erfolgten alle in 96-Well Kulturplatten (BD Primaria™ Clear
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96-well Microtest Plate). Hierfiir wurden die frisch abgeschiittelten Mikroglia auf eine
Zelldichte von 4x10* Zellen in 100 ul verdiinnt. In einer 96-Well Kulturplatte wurden
je Well 100 pl der erhaltenen Zellsuspension ausplattiert, sodass die Zellzahl je Well ca.
4x10* Zellen betrug. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten, in der sich die Zel-
len auf dem Boden der Wells absetzen, wurde das Medium vorsichtig abgenommen
und durch 120 ul DMEM ™ ersetzt. Dadurch wurden Reste von toten Zellen und serum-
haltiges Medium entfernt. Die Entfernung des serumhaltigen Mediums ist notwendig,
um in den spédteren Messungen keine Storeffekte durch das Serum zu messen. Zudem
verhindert der Serumentzug eine weitere Proliferation der Zellen. Hierdurch wurde ei-
ne Vergleichbarkeit der folgenden Experimente geschaffen. Die in DMEM™ enthaltene
Glucose (4,5 g/1) und zugegebenes GlutaMAX"" I Supplement (2 mM) erméglichen das
weitere Uberleben der Zellen. Alle folgenden Experimente sollten jedoch moglichst zii-
gig durchgefiihrt werden, da die Kulturbedingungen nicht mehr als optimal anzusehen
sind.

Um die klassische Aktivierung der Mikroglia zu messen, wurden die Mikroglia mit
1pg/ml LPS stimuliert, nachdem sie 24 Stunden auf der 96-Well Platte geruht hatten
(siehe Abbildung 3a).

Fiir die alternative Aktivierung wurde beim ersten Medienwechsel nach dem Ausplat-
tieren 10 ng/ml IL-4 zum Medium zugefiigt und ebenfalls nach 24 Stunden mit 1 pg/ml
LPS stimuliert (siehe Abbildung 3b).

Um Effekte auf die IL-6 Produktion durch IL-4 zu sehen, wurde ein Teil der Zellen fiir
42 Stunden nur mit 10ng/ml IL-4 in DMEM™ stimuliert. Zur Kontrolle wurden Zellen
nur mit DMEM™ iiber 42 Stunden mitgefiihrt.

Am Ende der Gesamtinkubationszeit von 42 Stunden wurde das Medium zur Bestim-
mung der Zytokinmenge abpipettiert und auf eine andere 96-Well Platte in die entspre-
chenden Wells gegeben. Die Platte mit den Zellen wurde zur Bestimmung der Protein-

menge aufbewahrt. Beides wurde bei -80 °C eingefroren.
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Abbildung 3: Zeitabfolge der Stimulationen mit IL-4 und LPS
a) Stimulation fiir klassische Aktivierung
b) Stimulation fiir alternative Aktivierung
LPS = Lipopolysaccharid; IL-4 = Interleukin 4, DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle Me-

dium.

2.2.4 Interleukin 6 ELISA

Der Aktivierungsstatus von Mikroglia unter Einfluss der Stimulanzien wurde anhand
der Sekretion spezifischer Zytokine bewertet. Fiir die Quantifikation von freigesetz-
tem IL-6 wurde das ELISA MAX"" Standard SET Mouse IL-6 Kit verwendet, welches
nach dem Prinzip des ,Sandwich-ELISA” funktioniert. Bei der Durchfithrung wurden
die Anweisungen und Empfehlungen der Herstellerfirma beachtet. Der Assay wurde
auf einer speziellen 96-Well Immuno-Mikrotiter-Platte (Immuno-Plate Maxisorp F96)
durchgefiihrt. Zunichst wurde ein priméarer Antikorper (,Capture-Antibody”) gegen
murines IL-6 auf diese Mikrotiter-Platte aufgebracht. Die Verdiinnung der Antikor-
perfliissigkeit (1:200) erfolgte in einem Beschichtungspuffer (,Coating Buffer”). Die-
ser Puffer (pH 9,5) wurde aus NaHCOj3 (100 mM) und NayCO3 (33,6 mM) hergestellt.
Er dient einer erleichterten Immobilisierung des primaren Antikorpers auf der Ober-
flache der Mikrotiter-Platte. Je Well wurden 100 pl der verdiinnten Antikdrperlosung
aufgetragen und tiber Nacht bei 4 °C oder fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Im Laufe
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der Inkubation tritt das Immunglobulin tiber einen Kohlenhydratrest seiner konstanten
Region in Wechselwirkung mit den hydrophilen Gruppen der behandelten Polystyren-
Oberflache der Mikrotiter-Platte. Die somit freiliegenden Bindungsstellen der variablen
Regionen des gebundenen Antikorpers sind hochspezifisch fiir eine Proteinstruktur
von IL-6.

Nach Ende der Inkubation wurde die Antikorperlosung abgeschiittet, gefolgt von vier-
maligem Waschen mit einem Waschpuffer (,, Washing Buffer”: 0,05 % TWEEN20 in 1x-
Phosphat buffer salin (PBS)). Dafiir wurde jedes Well fiir etwa eine Minute mit 300 ul
Waschpuffer bedeckt, die Fliissigkeit wurde abgeschiittet und die Wells wurden mit
frischem Waschpuffer befiillt. Durch die Wirkung als Detergenz 16st der Waschpuffer
schwache unspezifische Bindungen und spiilt nicht gebundene Antikoérper-Molekiile
fort. Nach dem letzten Waschschritt wurden Fliissigkeitsreste besonders griindlich
durch Ausklopfen entfernt. Diese Waschprozedur wurde nach jeder folgenden Inku-
bation identisch wiederholt. Dabei sollte stets beachtet werden, dass es nicht zum Aus-
trocknen der entleerten Wells kommt. Es folgte ein Block-Schritt mit ,Assay Diluent”
(1% BSA in 1x-PBS; 200l je Well) iiber einen Inkubationszeitraum von einer Stun-
de bei Raumtemperatur. Das , Assay Diluent” wurde durch Losen von 1g pulverfor-
migem ,bovinen Serumalbumin® BSA in 100 ml 1x-PBS vorbereitet. Die enthaltenen
Proteine im BSA sittigen freie Bindungsstellen, z.B. auf der Plastikoberfliche, ab. So
werden sowohl unspezifische Bindungen von IL-6 Molekiilen an die Plastikoberfla-
che verhindert und damit das Hintergrundsignal reduziert, als auch eine Stabilisie-
rung der Antikorperbeschichtung erzeugt. Anschlieffend an den Blockschritt wurden
vier Waschschritte in derselben Art wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Dann wur-
den je 50 ul des Probenmaterials aufgetragen, welches aus dem Uberstand stimulier-
ter Zellen entnommen worden war. Zuséatzlich wurden IL-6-Standard-Proben aufge-
bracht. Diese wurden, ausgehend von einer Stock-Losung an rekombinantem IL-6, mit
Hilfe einer Verdiinnungsreihe in Medium (DMEM ™) hergestellt. Die Verdiinnung des
Top-Standards (500 pg/ml) erfolgte Lot-spezifisch unter Beachtung der Angaben des
Kits. Von allen Konzentrationen der Standardreihe (0pg/ml; 7,8 pg/ml; 15,6 pg/ml;
31,25pg/ml; 62,5 pg/ml; 125 pg/ml; 250 pg/ml; 500 pg/ml) wurden 100 pl je Well ein-
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gesetzt.

Um eine erfolgreiche Bindung von IL-6-Molekiilen an die , Capture-Antibodies” zu ge-
wihrleisten, wurde fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Auf die Inkubation folgten wiederum vier Waschschritte. 100 pl einer
vorbereiteten Verdiinnung (1:200) des sekundaren Antikorpers (,,Detection-Antibody”)
in ,Assay-Diluent” wurde auf die gewaschenen Wells gegeben und fiir mindestens eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Biotin-gekoppelte Sekundar-Antikorper
ist wie der primdre Antikdrper gegen IL-6 gerichtet. Es handelt sich um einen nicht-
kompetitiven ELISA, da die beiden Immunglobuline verschiedene Bindungsmotive am
Zielmolekiil erkennen. Die Biotinylierung des ,Detection-Antibody” dient dem Nach-
weis des , Antikdrper—IL-6 Antikdrper-Sandwich-Komplexes”. Das gekoppelte Biotin-
Molekiil hat eine hohe Affinitdt zu Avidin und kann so als Anker fiir eine Avidin-
konjugierte Meerrettich-Peroxidase (HRP) fungieren. Eine Avidin-HRP-Losung wurde
in einer Verdiinnung von 1:1000 in , Assay Diluent” hergestellt. Nach dem Abwaschen
der ,Detection-Antibody”-Losung (identisch zu vorausgegangenen Waschprozeduren)
wurden 100 pl dieser Avidin-HRP-Losung zu jeder Probe gegeben und fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Einwirkung von Licht sollte wihrend der gesamten weiteren Versuchsdurchfiithrung
vermieden werden, um photosensitive Komponenten zu schiitzen.

Die Platte wurde daher mit Alufolie bedeckt. Der nachfolgende Waschschritt musste
fiinf Mal wiederholt werden, um ungebundene Avidin-HRP Molekiile moglichst voll-
standig zu entfernen.

Der letzte Schritt bestand in der Zugabe der , TMB Substrate Solution”. Eine 1:1-Mi-
schung aus der im Kit enthaltenen Reagenz A (H,O,) und Reagenz B (TMB-Dihydro-
chlorid) wurde vorbereitet und mit jeweils 100 pul pro Well eingesetzt. Die Inkubations-
zeit bei Raumtemperatur betrug etwa 15 Minuten. HRP nutzt zugefiigtes 3, 3’, 5, 5'-
Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat fiir die Reduktion von H,O,, wodurch ein ka-
tionisches TMB-Radikal als blau gefarbtes Zwischenprodukt entsteht. Die Bildung des
blauen Farbstoffes wurde durch Zugabe von 2N-Schwefelsdure (je 100 pl pro Well) be-

endet. Dadurch ergab sich ein sofortiger Farbumschlag ins Gelbe. Dieser Vorgang kann
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dadurch erkldrt werden, dass die Ansduerung der Losung die Umsetzung von Schwe-
felsdure bewirkt und dies in der irreversiblen Inaktivierung des Enzyms endet [73]. Zu-
gleich bildet sich ein gelb gefdarbtes Produkt (3,3’,5,5’-Tetramethyl-1,1’-Diphenochinon-
4,4’-Diimmoniumion) aus dem TMB-Radikal [36].

Die Menge an gebildetem Farbstoff wurde iiber die Absorption bei einer Wellenladn-
ge von 450 nm innerhalb eines Zeitraums von 30 Minuten gemessen. Diese ist direkt
proportional zur Konzentration an IL-6 und konnte daher tiber eine mitgefiihrte Stan-

dardreihe aus den Absorptionswerten berechnet werden.

2.2.5 Protein Assay

Die gemessene Zytokin-Menge sollte in Bezug zur Zellzahl gesetzt werden, um Un-
terschiede in der Zellzahl zwischen den einzelnen Proben auszugleichen. Zu diesem
Zweck wurde die Gesamtprotein-Konzentration in jedem Well bestimmt. Diese wurde
mittels eines kalorimetrischen Assays anhand einer Protein-Standardkurve berechnet.
Der Protein-Assay wurde mit Hilfe des BioRad DC Protein-Assay Kits nach dessen An-
leitung ausgefiihrt. Die Methode basiert auf dem Lowry-Protokoll fiir Protein-Messung
[64].

Nach vollstandiger Abnahme des Uberstandes von den adhirenten Zellen in einem
Well wurden diese mit 30l 1 %-Triton lysiert. Dieses Octylphenol-Derivat ist ein De-
tergenz, das Proteine 16slich macht ohne sie dabei zu denaturieren. Je 5l eines Zell-
Lysats wurden in das korrespondierende Well einer 96-Well Platte transferiert und mit
251l eines Gemisches aus dem mitgelieferten Reagenz A (alkalischer Kupfer-Tartrat-
Losung) und Reagenz S (Tensid) (Verhaltnis 50:1) vermengt. Fiir die Erstellung einer
Protein-Standardkurve wurden ebenfalls 5 pul unterschiedlich konzentrierter Proteinl6-
sungen (0mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,2mg/ml; 0,5mg/ml; 1 mg/ml; 1,5mg/ml) eingesetzt.
Diese Standard-Proteinldsungen wurden mit Bovines Serumalbumin, Albumin Frakti-
on V (BSA), gelost in 1 %-Triton, in entsprechenden Verdiinnungen hergestellt. Durch
die Zugabe der Reagenz B (Folin-Reagenz) (200 ul) bildete sich ein blauer Farbstoff,
dessen Absorption nach ca. 15 Minuten im Photometer bei 750 nm gemessen wurde.

Der Methode liegen zwei Reaktionen zu Grunde: Kupfer(Il)-Ionen der alkalischen Tar-
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trat-Losung interagieren mit Peptidbindungen, was zur Bildung von Kupfer-Protein-
Komplexen fiihrt. Im Komplex gebundenes Kupfer(II) wird reduziert und sorgt schlief3-
lich fiir die Reduktion des Folin-Reagenzes zu dem Farbstoff Molybdanphosphat. [64]
Die gemessene Absorption korreliert mit der Protein-Konzentration, die wiederum ein
Maf fiir die Zellzahl darstellt. Die Protein-Konzentration einer Probe errechnete sich
mit Hilfe der Protein-Standardkurve. Die Protein-Konzentration wurde in die Auswer-
tung der Ergebnisse eines ELISAs miteinbezogen. Fiir jede Probe wurde der Quoti-
ent aus Zytokin-Konzentration und Protein-Konzentration gebildet. Dabei musste in
die Rechnung miteinbezogen werden, dass die beiden Konzentrationen nicht aus dem
gleichen Volumen ermittelt wurden. Um die Zytokin-Konzentration (in 120 pl) auf die

Gesamtprotein-Konzentration (in 30 pl) beziehen zu kénnen, wurde letztere geviertelt

[5].

IL — 6 Konzentrationgy jsa [%]

IL — 6 Konzentration {E} =
mg

(Proteinkonzentration/4) [%]

2.2.6 Farbungen von Zellen

Nach dem Abschiitteln der Mikrogliazellen ist die Verunreinigung durch Astrozyten
von Interesse. Um diese zu bestimmen, wurden die Zellen auf Deckgldschen ausplat-
tiert und immunhistochemisch angefarbt. Als Marker fiir Mikrogliazellen wurde clus-
ter of differentiation molecule 11B (CD11b) verwendet und als Astrozytenmarker glial
fibrillary acedic protein (GFAP). Die sduregereinigten und autoklavierten Deckglas-
chen wurden 30 Minuten lang in einer 32 Well Platte mit PON (1:10) beschichtet. Da-
nach wurden die Deckgldaschen zweimal mit destilliertem Wasser und einmal mit DPBS™
gewaschen. Pro Well wurden 15x10* Mikroglia in 500 ul DPBS~ ausplattiert und fiir ei-
ne Stunde in den Inkubator gestellt. In dieser Zeit heften sich die Zellen an das mit PON
beschichtete Deckgldschen an und konnen so spéter gefarbt werden. Mit Pinzette und
Nadel wurden die Deckgldschen aus den Wells gehoben und auf eine Paraffin-Folie in
einer Feuchtkammer umgebettet. Um das Austrocknen der Zellen zu verhindern, wur-
de jedes Deckgldschen sofort mit 100 ul PBS bedeckt und anschlieffend noch einmal mit

100 pl gewaschen. Um die Zellen zu fixieren, wurden nun 100 pl 4 % Paraformaldehyd
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Tabelle 13: Antikorperverdiinnungen fiir die Firbung von Zellen

Ziel | Antikorper Verdiinnung in 0,1 % TWEEN20
CD11b | Rat anti CD11b 1:50
AlexaFluor 568 goat anti rat 1:200
GFAP | Rabbit anti GFAP 1:100
AlexaFluor 488 donky anti rabbit | 1:200

auf das Deckgldschen gegeben und fiir 10 Minuten zum Einwirken dort belassen. Es
folgte ein Waschschritt, bei dem die Zellen dreimal mit je 100 ul PBS fiir jeweils 5 Mi-
nuten gewaschen wurden.

Um die Zellmembranen aufzubrechen und somit den Antikdrpern den Zugang zu
(Trans-)Membranproteinen zu gewahren, wurden die Zellen mit 100 ul 0,1 % Triton fiir
5 Minuten behandelt. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt wie oben beschrieben. Um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Deckgldschen fiir 15 Minuten
mit 100 pl 1% BSA in PBS {iberschichtet. In der Wartezeit wurden die Verdiinnungen
des Erst-Antikorpers hergestellt (siehe Tabelle 13).

Nach Abnehmen des 1 % BSA in PBS wurden pro Deckgldschen 50 ul des entsprechen-
den Erst-Antikorpers zugefiigt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Auf die Kontrollen
wurden je 50 ul 0,1 % TWEEN20 gegeben.

a) Erster Antikorper b) Zweiter Antikorper ¢) Endzustand

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Fluoreszenzfirbung am Beispiel von CD11b

Am néchsten Tag wurden die Deckgldschen dreimal fiir je 5 Minuten mit jeweils 100 ul
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0,5 % Tween20 gewaschen. Danach wurden je 50 ul des Zweit-Antikdrpers in entspre-
chender Verdiinnung (siehe Tabelle 13) auf die Deckgldschen gegeben. Im Dunkeln, da-
mit der Fluoreszenzfarbstoff nicht ausbleicht, lief man den Antikorper fiir eine Stunde
auf den Zellen. Freie Antikorperreste wurden durch dreimal 5-miniitiges Waschen mit
je 100 11 0,5 % TWEEN20 griindlich entfernt. Um die Zellen haltbarer zu machen und sie
unter dem Fluoreszenzmikroskop anschauen zu konnen, wurden die Deckgldschen mit
Mowiol eingedeckelt. Dem Mowiol wurde zuvor 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
beigemischt. DAPI ist ein fluoreszierender Farbstoff, der an Desoxyribonukleinsdure
(Desoxyribonukleinacid) (DNA) bindet und unter ultraviolettem Licht blau leuchtet.

Somit kann man mit Hilfe von DAPI die Zellkerne identifizieren [117].

2.2.7 Farbungen von Schnitten

Fiir die vergleichende Farbung von Riickenmark und Gehirn bei hemizygoten Tieren
B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)1Gur /JxC57BI/6] und C57BI/6] als Kontrollen, wurden Tiere
im Alter von 135 Tagen (entspricht dem Krankheitsonset) und 150 Tagen (entspricht
dem Endstadium) verwendet. Um befriedigende Ergebnisse bei der Immunfluores-
zenzfarbung zu erhalten, mussten die Mduse perfundiert werden. Dazu wurden die
Tiere zundchst mit 500 mg/kg Thiopental intra peritoneal (i.p.) betdubt und daraufhin
mit Natriumchlorid (NaCl) intracardial perfundiert.

Als nédchstes erfolgte die Fixierung des Gewebes mit 2 % Paraformaldehyd (PFA), eben-
falls durch Perfusion. Das Gehirn und das Riickenmark in seiner Knochenhiille wurden
aus dem Tier prapariert und iiber Nacht zur weiteren Fixierung in 4 % PFA eingelegt.
Da das Wasser in den Zellen diese beim Einfrieren zerstoren wiirde, wird es osmotisch
aus den Zellen gezogen. Hierzu verblieb das Gewebe in den nédchsten 34 Tagen bei
4 °C in einer 30 % Succroselosung. Anschlieffend wurde das Riickenmarksgewebe aus
der Knochenhiille ausgebrochen und in 3 Teile (cervical, thorakal und lubal) geteilt.
Die Riickenmarkabschnitte und das Gehirn wurden einzeln in Tissue Tek eingebettet
und bei -80 °C eingefroren. Hier verblieb das Gewebe bis zur Weiterverarbeitung. Am
Kryotom wurden die eingefrorenen Gewebe in 16 pm diinne Préparate geschnitten.

Auf Objekttrager aufgebracht und eingefroren konnten die Schnitte zu einem spéteren

Seite 40 von 92



Material und Methoden

Zeitpunkt gefdarbt werden.

Zum Farben der Schnitte liefs man die gewiinschten Praparate bei Raumtemperatur ca.
25 Minuten auftauen. Mit einem Fettstift wurden die Praparate umkreist. Dieser Schritt
dient dazu, Chemikalien und Antikdrper zu sparen, da so nicht der gesamte Objekt-
trager bearbeitet werden muss. Die Praparate wurden nun dreimal je fiinf Minuten mit
einfachem PBS gewaschen. Hierzu wurden in den Bereich des Schnittes je 50 pl PBS mit
der Pipette aufgetropft (Bei Gehirnschnitten 100 pl). Nach einer Wartezeit von fiinf Mi-
nuten konnte das PBS vorsichtig abgeklopft und frisches aufpipetiert werden. Danach
wurde der Vorgang noch einmal wiederholt. Dieser Waschschritt dient dem Sdubern
der Probe, der noch etwaige Gewebereste aus dem Schneidevorgang auswdascht.

Zum Permeabilisieren wurden die Schnitte nun fiir 45 Minuten mit 0,2 % Triton in PBS
in Kontakt gebracht. Auch hier wurden 50 pl fiir die Riickenmarksschnitte und 100 pl
fiir die Gehirnschnitte verwendet. Triton ist ein nichtionisches Detergenz, das die Zell-
membranen aufschlief3t, jedoch nicht mit den Proteinen agiert [85]. Somit bleiben viele
(Trans-)Membranproteine in ihrer Struktur erhalten und kénnen sichtbar gemacht wer-
den. Danach erfolgte wiederum dreimaliges Waschen mit einfachem PBS fiir je fiinf Mi-
nuten. Um unspezifische freie Proteinbindungsstellen zu blockieren, wurden die Pra-
parate fiir 20 Minuten mit 5 % BSA in Kontakt gebracht. BSA sittigt die vielen unspezi-
fischen Bindungsstellen in den Schnitten und ermoglicht so die spezifische Bindung an
die Zielstruktur. Somit wird das Hintergrundleuchten durch BSA deutlich reduziert.
Das tibrige BSA wurde einmal behutsam abgeklopft. Von dem Erst-Antikorper wurde
je 25ul (50 ul bei Gehirnschnitten) in der entsprechenden Verdiinnung in 5 % BSA auf
die Schnitte gegeben. Die Proben wurden iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Verdiin-

nungen sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Am nédchsten Tag wurde der erste Antikorper durch dreimaliges Waschen mit 0,05 %
TWEEN20 in PBS fiir je fiinf Minuten von den Schnitten entfernt. Es folgte ein weiteres
Blocken mit 1 % BSA fiir 30 Minuten.

Darauthin fand die Detektion mit dem Zweit-Antikorper statt. Hierzu wurde dieser in

einer in Tabelle 14 angegebenen Verdiinnung auf die Proben gegeben und die Préparate
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Tabelle 14: Antikorperverdiinnungen fiir die Firbung von Schnittpraparaten

Ziel | Antikorper Verdiinnung in 5% BSA /1% BSA
CD11b | rat anti CD11b 1:50
AlexaFluor 568 goat anti rat 1:200
GFAP | rabbit anti GFAP 1:100
AlexaFluor 488 donkey anti rabbit | 1:200

fiir zwei Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Alle folgenden Schritte
miissen ebenfalls so gut wie moglich im Dunkeln erfolgen, da sonst der Fluoreszenz-
farbstoff am freien Ende des Zweit-Antikorpers ausbleicht. Die ungebundenen Reste
des Antikorpers wurden durch dreimaliges Waschen mit 0,05 % TWEEN20 in PBS fiir
je fiinf Minuten von den Praparaten entfernt. TWEEN20 sittigt ebenfalls offene, unspe-
zifische Oberflichenbindungsstellen. Um die Praparate haltbarer zu machen, werden
sie zum Schluss mit 2-5 ul Mowiol unter einem Deckgldschen eingedeckelt. Es ist dar-
auf zu achten, dass sich keine Luftbldschen unter dem Deckgldschen befinden. Dem
Mowiol ist DAPI beigefiigt, um die Zellkerne anzufdarben. Nach zwei Stunden Aus-
hértezeit bei 4 °C im Dunkeln konnten die Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop

angeschaut werden.

2.2.8 Mikroskopieren der Gewebeschnitte

An einem Fluoreszenzmikroskop wurden die zuvor gefarbten Schnitte begutachtet und
reprasentative Aufnahmen angefertigt. Dabei wurden die Kontrollen jeweils mit der
gleichen Belichtungszeit wie das gefarbte Praparat aufgenommen. Von jedem Préparat

wurden Bilder in 10-, 20- und 40-facher Vergrofierung aufgenommen.

2.2.9 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der ELISA-Daten wurde die Software OpenOffice.org
Calc 3.4.1 und GraphPad Prism 5 verwendet. Zur Varianzanalyse der Ergebnisse wur-

de ein one-way ANOVA durchgefiihrt. Um signifikante Differenzen zwischen einzel-
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nen Gruppen von ELISA-Ergebnissen zu ermitteln, wurde anschlieSend ein Benferroni
multiple comparison Test durchgefiihrt. Bei der Analyse von nur zwei Datensitzen er-
folgte die Auswertung liber einen abhdngigen t-Test. Die gewdhlten Signifikanzniveaus

liegen bei p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***).
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3 Ergebnisse

In vorausgegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe um A. Witting wurde das Ver-
halten von Mikroglia aus neugeborenen SOD1-Méusen hinsichtlich ihres inflammato-
rischen Verhaltens untersucht.

Da die Symptome der Erkrankung bei transgenen SOD1-(G93A)-Tieren ca. am 130. Le-
benstag beginnen und die Tiere am 160. Tag das Endstadium erreichen [102], ist das
Verhalten der Mikroglia zu diesen Zeitpunkten von Interesse. Die Hypothese dieser
Arbeit besagt, dass Mikroglia aus adulten transgenen SOD1-Méausen auf andere Art
auf inflammatorische Stimuli reagieren als die Mikroglia aus gesunden Tieren oder aus
neugeborenen Tieren. Ein Verlust der anti-inflammatorischen Aktivierung oder eine
verstdrkte pro-inflammatorische Aktivierung von transgenen SOD1-Mikroglia konnte

die rasche Progression der ALS erkléren.

3.1 Fluoreszenzfarbung in SOD1-Mausen

Um die generelle Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten im SOD1-Tiermodell zu
untersuchen, wurden Mikroglia und Astrozyten aus dem Riickenmark von wildtyp
und transgenen SOD1-Médusen um den 130. Tag und den 160. Tag immunhistochemisch
angefarbt. Die Praparation der Mduse und die Herstellung der Schnitte erfolgte wie im
Methodenteil beschrieben. Diese Schnitte und ihre Kontrollen aus wildtyp Geschwis-
tertieren wurden, wie im Methodenteil beschrieben, fluoreszenzgefarbt. CD11b wurde
dabei als Marker fiir Mikroglia und GFAP als Astrozytenmarker verwendet. Sowohl
CD11b als auch GFAP werden bei einer Aktivierung der Zellen verstiarkt exprimiert
[111, 100]. Um die Zellkerne darzustellen, wurden diese mit DAPI angefarbt [117].

Die Mikroglia sind in den Schnittprédparaten aus dem Riickenmark von wildtyp Mau-
sen als filigrane, rot gefarbte Zellen mit langen, verdstelten Ausldufern zu sehen (siehe
Abbildung 5, erste Spalte). Diese Morphologie haben Mikroglia, wenn sie in ihrer Funk-
tion als Wachter tatig sind [50].

Hingegen erscheinen die Mikroglia in den Riickenmark-Praparaten aus den transge-
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nen SOD1-Médusen abgerundet und verplumpt (siehe Abbildung 5, zweite und dritte
Spalte). Die Pfeile markieren exemplarisch aktivierte Mikroglia.

Diese Morphologie entspricht aktivierten Mikroglia. Die morphologische Verdnderung
der Mikroglia ist ubiquitdr im ZNS der transgenen SOD1-Miuse zu beobachten, wie
anhand von Schnittprdaparaten aus dem Hirn der Méduse gesehen werden konnte (Pra-
parate nicht gezeigt).

In Abbildung 6 ist die Astrogliose im Riickenmark der transgenen SOD1-Maus im Ver-
gleich zur wildtyp Maus zu sehen.

Im Verlauf der Erkrankung (Vergleiche 135 d mit 162 d in Abbildung 6) ist eine Zunah-
me der Gliose zu erkennen, dies kann anhand der verstarkten Expression von GFAP
und der morphologischen Verdnderung der Astrozyten deutlich gesehen werden. As-
trozyten wie auch Mikroglia verdndern bei Aktivierung ihr Erscheinungsbild. Sie run-
den sich ab und verplumpen. Dies ist auf den Bildern deutlich zu erkennen.
Insgesamt ist in den dargestellten Abbildungen 5 und 6 eine starke Aktivierung sowohl
der Mikroglia als auch der Astrozyten in den transgenen Gehirnschnitten im Vergleich

zu den Schnitten aus gesunden Tieren zu erkennen.
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wt 341(135d) tg 340(135d) tg 334(162d)

cerv 10x

cerv 20x

cerv 40x

Abbildung 5: CD11b Firbung in Riickenmarksschnitten von SOD1-Tieren

Cervicale 16 um Schnitte von transgenen Superoxiddismutase 1 (SOD1)-Médusen an Tag
135 und 162, sowie von einem wildtyp Geschwistertier. Fluoreszenzgefdrbt mit einem
cluster of differentiation molecule 11B (CD11b) Antikorper (rot) und 4’,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) (blau) als Marker fiir die Zellkerne. Die Kontrollfarbungen sind je-
weils in der rechten oberen Ecke dargestellt und nur mit dem Zweitantikorper angefarbt.
Weifse Balken: 100 pm

Belichtungszeit: CD11b 3,39 s in allen Vergrofierungsstufen; DAPI ca. 200 ms.

Pfeile zeigen beispielhaft auf aktivierte Mikroglia. wt = wildtyp (wt); tg = transgen (tg),

cerv = cervikal.
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Abbildung 6: GFAP Farbung in Riickenmarksschnitten von SOD1-Tieren

Cervicale 16 um Schnitte von transgenen Superoxiddismutase 1 (SOD1)-Mausen an Tag
135 und 162, sowie von einem wildtyp Geschwistertier. Fluoreszenzgefdrbt mit einem
glial fibrillary acedic protein (GFAP) Antikorper (griin) und 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) (blau) als Marker fiir die Zellkerne. Die Kontrollfirbungen sind jeweils in der rech-
ten oberen Ecke dargestellt und nur mit dem Zweitantikorper angefarbt.

Weifse Balken: 100 pm

Belichtungszeiten: GFAP 10 x: 108 ms; 20 x: 231 ms; 40 x: 305 ms; DAPI ca. 200 ms in allen

Vergrofierungen. wt = wildtyp; tg = transgen, cerv = cervikal.
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3.2 Kontrollfarbung der Mikroglia

Da die Mikroglia fiir die Zytokinbestimmungen und Stimulationen durch Abklopfen
aus der Kulturflasche gewonnen werden, besteht immer die Moglichkeit einer Kon-
tamination mit Astrozyten, die sich auch in der Kulturflasche befinden und fiir das
Wachstum der Mikroglia unerldsslich sind. Bei der Messung der Zytokine wéren As-
trozyten jedoch storend. Daher wurden stichprobenartige Kontrollfirungen der abge-
schiittelten Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden wie im Methodenteil beschrieben

mit CD11b und GFAP fluoreszenzgefarbt.

CD11B + GFAP Kontrolle

adult

Abbildung 7: Reinheitsfirbung adulter Mikroglia mit CD11b und GFAP
Adulte Zellen nach dem Abschiitteln aus der Kulturflasche. Fluoreszenzgefarbt mit ei-
nem cluster of differentiation molecule 11B (CD11b) Antikorper (rot) gegen Mikroglia,
einem glial fibrillary acedic protein (GFAP) Antikorper (griin) gegen Astrozyten und 4’,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (blau) als Marker fiir die Zellkerne. Die Kontrollfirbung
ist rechts dargestellt und nur mit den Zweitantikorpern und DAPI angefédrbt.
Weifler Balken: 100 pm
Belichtungszeiten: CD11b: 2,61s; GFAP: 1,08 s; DAPI ca. 123,8 ms

Wie in Abbildung 7 exemplarisch zu sehen ist, sind nach dem mechanischen Abschiit-
teln der Kulturflaschen iiberwiegende rot gefirbte Mikroglia in dem gewonnenen Uber-
stand. Dies ist auf dem linken Bild der Abbildung 7 zu erkennen. Im gesamten Bild-

ausschnitt ist nur ein griin gefarbter Astrozyt zu erkennen. Die blau gefarbten Bereiche
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stellen Zellkerne dar. Die abgeschiittelten Mikroglia sind somit nur schwach von As-

trozyten kontaminiert.

3.3 Basale Werte fur Interleukin 6 in Mikroglia aus adulten und

jungen Mausen

Unsere Hypothese besagt, dass in Mikroglia aus transgenen SOD1-Méusen die Reakti-
on auf inflammatorische Stimuli anders als bei Mikroglia aus wildtyp Tieren ablauft.
Der morphologische Unterschied der Mikroglia in den Farbungen der Riickenmark-
schnitte legt nahe, dass die basale Aktivierung der Zellen aus transgenen SOD1-Médusen
im Vergleich zu der aus wildtyp Tieren verandert ist. Die massive Gliose deutet auf eine
starkere Aktivierung der Mikroglia aus den transgenen Tieren hin.

Untersucht wurden die basalen IL-6 Werte von wildtyp und transgenen Mikroglia. Um
einen eventuellen Unterschied bereits in der basalen Aktivierung der Mikroglia zwi-
schen gesunden und kranken Tieren zu zeigen, fand diese Untersuchung jeweils an
Mikroglia statt, die aus neugeborenen (0-5 Tage) oder adulten Mausen (130-160 Tage)
prapariert worden waren.

Insgesamt zeigte sich eine signifikante Erhohung der basalen IL-6 Produktion von adul-
ten Mikroglia im Vergleich zu jungen Mikroglia, unabhidngig davon ob diese aus wild-
typ oder transgenen Tieren stammten (Abbildung 8). Bei den jungen Mikroglia, so-
wohl aus transgenen als auch aus wildtyp Tieren, lag die basale IL-6 Konzentration um
1709,5 pg/mg Protein (Standardfehler (Standard Error of the Mean) (SEM) £556, 34).
Bei den adulten Mikroglia lagen die gemessenen IL-6 Werte um die 8859,0 pg/mg Pro-
tein (SEM £1104, 55). Dies entspricht 5-fach hoheren basalen IL-6 Werten von adulten
Mikroglia im Vergleich zu Mikroglia aus neugeborenen Tieren.

Die Erhohung der IL-6 Spiegel in adulten Zellen ldsst auf eine erhohte Grundaktivitat

der Mikroglia in adulten Mé&dusen schliefsen.

Seite 49 von 92



Ergebnisse

15000~ ] tg
* % %
| |

5 - % % 3
= . !
= 2
£ 100004
oD
& - T
&b
o 1n.s.
& 50004 r————
2
- i T

junge MG adulte MG

Abbildung 8: Basale IL-6 Werte bei jungen und adulten Mikroglia
Mikroglia (MG) aus jungen und adulten SOD1-Méusen wurden 42 Stunden in DMEM auf
96-Well Platten inkubiert. Die Konzentration an Interleukin 6 (IL-6) (in pg IL-6 pro mg
Protein) wurde wie im Methodenteil beschrieben mittels Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) quantifiziert und auf die Proteinmenge normiert. Die Werte geben Mittel-
werte und Standardfehler (Standard Error of the Mean) (SEM) an. Adulte MG n = 26 — 28
aus 12 — 17 unabhdngigen Experimenten; junge MG n = 16 — 26 aus 10 — 12 unabhéngigen
Experimenten. Statistische Berechnung tiber one-way-ANOVA, gefolgt von einem Benfer-
roni multiple comparison Test. Signifikanzniveau: ***: p<0,001: Signifikanter Unterschied
zwischen den verglichenen Gruppen; n.s.: kein signifikanter Unterschied der verglichenen

Gruppen. wt = wildtyp; tg = transgen

Bei der Betrachtung der Unterschiede zwischen den basalen IL-6 Werten der transge-
nen und der wildtyp Zellen zeigten sich leichte Differenzen der Mittelwerte. Der Mit-
telwert der IL-6 Konzentration bei den jungen wildtyp Mikroglia betrug 1061 pg/mg

Protein. Bei den Mikroglia der jungen transgenen Tiere erreichte die IL-6 Konzentration
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einen Mittelwert von 2358 pg/mg Protein. Der Unterschied ist jedoch mit p = 0,86 nicht
signifikant.

Bei den Mikroglia aus adulten Médusen war der Unterschied zwischen transgenen und
gesunden Tieren mit p = 1,29 noch geringer. In den Versuchen konnten somit keine sig-
nifikanten Unterschiede der basalen IL-6 Sekretion zwischen transgenen und wildtyp
Mikroglia gezeigt werden weder bei den Mikroglia aus neugeborenen Mausen noch bei
denen aus adulten Mausen.

Da es keinen Unterschied der IL-6 Werte zwischen transgenen und wildtyp Zellen der
gleichen Altersgruppe gab, wird ein krankheitsbedingter Effekt der erhthten Sekretion
von IL-6 ausgeschlossen.

Der starke altersbedingte Anstieg des basalen IL-6 Spiegels ldsst jedoch auf eine gene-

rell erhohte Aktivierung der Mikroglia im Alter schliefien.

3.4 IL-6 Werte unter LPS Stimulation in Mikroglia aus jungen und

adulten Mausen

LPS wird haufig zur Stimulation von Mikroglia verwendet und ist dafiir bekannt, bei
Makrophagen eine , pro-inflammatorische Aktivierung” auszuldsen. Aktivierte Mikro-
glia produzieren ein Gemisch an Zytokinen. Zu den proinflammatorischen Zytokinen
werden unter anderem TNF-a und Interleukin 6 gerechnet [58]. Die Messung der IL-6
Konzentration im Kulturiiberstand mittels ELISA wird in diesen Versuchen als Maf3
fir die , pro-inflammatorische Antwort” der Mikroglia auf inflammatorische Stimuli
(z.B.: LPS) verwendet. Um zu ermitteln, ob die starke Erhohung der basalen IL-6 Kon-
zentrationen bei adulten Mikroglia noch Reaktionsspielraum auf Stimulation zulésst,
wurden die Zellen mit LPS stimuliert. Hierfiir wurden Mikroglia aus adulten und neu-
geborenen wildtyp und transgenen SOD1-Mdusen fiir 18 Stunden mit 1pg/ml LPS
stimuliert. Im Kulturiiberstand wurde danach die IL-6 Konzentration mittels ELISA
bestimmt und ins Verhiltnis zur Proteinmenge gesetzt, um eine Vergleichbarkeit der

unterschiedlichen Messungen herzustellen.
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Abbildung 9: IL-6 Antwort auf LPS Stimulation bei Mikroglia aus a) jungen und b) adulten Miusen
im Verhiltnis zu den Basalwerten
Stimulation der Mikroglia mit 1 ug/ml Lipopolysaccharid (LPS). Die Messung der Inter-
leukin 6 (IL-6) Werte (in pg/mg) erfolgte 18 Stunden nach der Stimulation mittels Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wie im Methodenteil beschrieben und wurde mit
Hilfe der Proteinmenge normiert. Die Ergebnisse wurden ins Verhiltnis zu den basalen
IL-6 Werten (100 %) gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler (Standard
Error of the Mean) (SEM). Junge MG n = 16 — 26 aus 10 — 12 unabhéingigen Experimenten;
Adulte MG n = 26 — 31 aus 12 — 17 unabhingigen Experimenten. Statistische Berechnung
tiber einen one-way-ANOVA gefolgt von einem Benferroni multiple comparison Test.
Signifikanzniveau: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001: Signifikanter Unterschied zwischen
den verglichenen Gruppen.

wt = wildtyp; tg = transgen

Bei den Mikroglia, die aus neugeborenen Tieren prépariert wurden, steigt die IL-6 Aus-
schiittung nach LPS Stimulation im Vergleich zum basalen Wert auf das 60-fache. Bei
Mikroglia, die aus adulten Méusen prapariert wurden, lédsst sich lediglich eine Stei-
gerung auf das 3-fache feststellen (Abbildung 9). Dies deutet auf eine eingeschrankte

Reaktionsmoglichkeit der adulten Mikroglia auf inflammatorische Stimuli hin.
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Abbildung 10: Absolute IL-6 Konzentration unter LPS Stimulation bei Mikroglia aus jungen und
adulten Mdusen
Stimulation der Mikroglia (MG) mit 1 nug/ml Lipopolysaccharid (LPS); die Messung der
Interleukin 6 (IL-6) Konzentration (in pg/mg) erfolgte 18 Stunden nach der Stimula-
tion mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wie im Methodenteil be-
schrieben. Die Werte geben Mittelwerte und den Standardfehler (Standard Error of the
Mean) (SEM) an. Adulte MG n = 26 — 31 aus 12 — 17 unabhédngigen Experimenten; junge
MG n = 16 — 27 aus 10 — 12 unabhingigen Experimenten. Statistische Berechnung tiber
einen one-way-ANOVA gefolgt von einem Benferroni multiple comparison Test.
Signifikanzniveau: n.s.: Kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Grup-
pen.

wt = wildtyp; tg = transgen

Werden die absoluten IL-6 Konzentrationen nach 18 Stunden LPS Stimulation genau-
er betrachtet, so ldsst sich kein Unterschied zwischen den Mikroglia aus jungen und
adulten Mdusen erkennen (Abbildung 10). Die IL-6 Konzentrationen nach LPS Stimu-
lation erreichen bei Mikroglia aus jungen Mausen (Mittelwert jung wt: 27686 pg/mg;
Mittelwert jung tg: 27 538 pg/mg) dhnliche Werte wie bei Mikroglia aus adulten Mau-
sen (Mittelwert adult wt: 27162 pg/mg; Mittelwert adult tg: 27 636 pg/mg).

Diese dhnlichen Werte sprechen dafiir, dass hier das Maximum der IL-6 Antwort er-
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reicht ist.

Die inflammatorische Reaktionsfdhigkeit der adulten Mikroglia aus wildtyp Mausen
und transgenen SOD1-Mdusen auf den LPS Stimulus ist noch vorhanden, auch wenn
der Unterschied zu der basalen Aktivierung nicht so grof$ ist wie bei vergleichbaren
Zellen aus neugeborenen Tieren. Dies wiederum ldsst darauf schliefien, dass sich die
adulten Mikroglia bereits im basalen Zustand nahe an ihrem maximalen Stimulations-
niveau befinden.

Zwischen transgenen und wildtyp Tieren der gleichen Altersgruppe ist kein Unter-
schied der IL-6 Reaktion auf die LPS Stimulation auszumachen. Dies spricht gegen

einen direkten Einfluss der SOD1-Mutation auf die Reaktionsweise der Mikroglia.

3.5 Alternative Aktivierung bei Mikroglia aus jungen und adulten
SOD1-Mausen

Die , pro-inflammatorische Aktivierung” ist die gewebezerstorende Art, in der Mikro-
glia auf Storungen reagieren. Eine weitere Art stellt die ,alternative Aktivierung” dar.
Sie gilt als anti-inflammatorisch und gewebeprotektiv. IL-4 ist dafiir bekannt, diesen
alternativen Aktivitatszustand in Mikroglia zu triggern.

Um zu klédren, ob sich adulte Mikroglia aus wildtyp und transgenen SOD1-Mausen
hinsichtlich der Fahigkeit in den ,alternativen Aktivitdtszustand” zu gelangen unter-
scheiden, wurden die Zellen zunédchst mit IL-4 (10 ng/ml) und 24 Stunden spéter mit
LPS (1 pg/ml) stimuliert. Nach weiteren 18 Stunden erfolgte die IL-6 Messung im Kul-
turiiberstand mittels ELISA, wie im Methodenteil beschrieben.

Zundchst musste ausgeschlossen werden, dass IL-4 selbst einen Effekt auf die Aus-
schiittung von IL-6 hat. Die Ergebnisse der alleinigen Stimulation mit IL-4 sind in Ta-
belle 15 aufgefiihrt. Es zeigte sich keine relevante Differenz der IL-6 Sekretion unter
IL-4 Stimulation im Vergleich zu den basalen Werten. Eine Stimulation der Mikroglia

mit IL-4 alleine beeinflusst die IL-6 Ausschiittung der Zellen nicht.
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Tabelle 15: IL-6 Konzentration der Kontrolle im Vergleich zu der Stimulation mit IL-4 bei Mikroglia

aus jungen und adulten Mdusen

Die Messung der Interleukin 6 (IL-6) Werte (in pg/mg) erfolgte 42 h nach der Stimulation mit

Interleukin 4 (IL-4) wie im Methodenteil beschrieben und wurde mit Hilfe der Proteinmenge

normiert. Die Werte geben Mittelwerte und den Standardfehler (Standard Error of the Mean)
(SEM) an. Adulte MG n = 20 — 28 aus 12 — 18 unabhidngigen Experimenten; junge MG n = 16

— 26 aus 10 — 12 unabhangigen Experimenten.

Statistische Berechnung tiber einen one-way-ANOVA gefolgt von einem Benferroni multiple

comparison Test.

Signifikanzniveau: p > 0,05: n.s..

MG = Mikroglia; wt = wildtyp; tg = transgen

Kontrolle IL-4 Signifikanz
junge MG wt 1061 £348,1 2372 +1011 n.s.
junge MG tg 2358 £764,5 1883 +799,5 n.s.
adulte MG wt 8034 £889,1 9726 +-1193 n.s
adulte MG tg 9687 £1320 7072 £1502 n.s

Die ,alternative Aktivierbarkeit” wird durch eine kombinierte Stimulation aus IL-4 und

LPS getestet. In Abbildung 3b im Methodenteil ist die Stimulation veranschaulicht.

In die Auswertung wurden nur Versuche mit einbezogen, bei denen die LPS Stimula-

tion funktioniert hat. Als Maf fiir eine erfolgreiche LPS Stimulation wurde bei jungen

Mikroglia mindestens eine Verzehnfachung der IL-6 Konzentration unter LPS Stimula-

tion im Vergleich zu den basalen Werten gefordert und bei den adulten Zellen mindes-

tens eine Verdopplung.
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Abbildung 11: Alternative Aktivierung von Mikroglia aus jungen Mausen

Stimulation der Mikroglia (MG) mit 10ng/ml Interleukin 4 (IL-4) fiir 24 Stunden und
darauf folgende Stimulation mit 1 ug/ml Lipopolysaccharid (LPS), die Messung der In-
terleukin 6 (IL-6) Werte (in pg/mg) erfolgte 18 Stunden nach der Stimulation mit LPS, wie
im Methodenteil beschrieben. Die Ergebnisse wurden ins Verhaltnis zu den IL-6 Werten
der alleinigen LPS Stimulation gesetzt (100 %). Angegeben sind die Mittelwerte in pg/mg
und der Standardfehler (Standard Error of the Mean) . Junge MG n = 10 aus 5 unabhén-
gigen Experimenten.

Statistische Berechnung tiber einen abhdngigen t-Test.

Signifikanzniveau: **: p<0,01 signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Grup-

pen.

Bei Mikroglia aus neugeborenen gesunden Mausen, die nach der laboriiblichen Me-
thode prédpariert wurden, ergeben sich die in Abbildung 11 gezeigten Ergebnisse. Es
ist eine signifikante Abnahme der IL-6 Konzentration im Kulturiiberstand der doppelt
stimulierten Mikroglia im Vergleich zu denen mit reiner LPS Stimulation zu sehen. Die
Zellen lassen sich durch die Vorstimulation mit IL-4 weniger stark aktivieren. Hier wird

von einer ,alternativen Aktivierung” gesprochen.
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Der gleiche Versuch zur ,alternativen Aktivierung” wurde mit Mikroglia aus jungen

und adulten SOD1-Mausen (sowohl wildtyp als auch transgen) wiederholt. Diese Zel-

len wurden nach dem modifizierten Protokoll von Moussaud und Draheim [75] prapa-

riert und mit 1929 konditioniertem Medium als Wachstumsstimulanz in Kultur gehal-

ten.

IL-6 (% von LPS)
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Abbildung 12: IL-6 Antwort auf IL-4+LPS Stimulation in Relation zur LPS Stimulation bei Mikroglia

aus a) jungen und b) adulten Mdusen

Stimulation der Mikroglia (MG) mit 10ng/ml Interleukin 4 (IL-4) fiir 24 Stunden und
darauf folgende Stimulation mit 1 nug/ml Lipopolysaccharid (LPS); die Messung der In-
terleukin 6 (IL-6) Werte (in pg/mg) erfolgte 18 Stunden nach der Stimulation mit LPS, wie
im Methodenteil beschrieben. Die Ergebnisse wurden ins Verhéltnis zu den IL-6 Werten
der alleinigen LPS Stimulation gesetzt (100 %). Angegeben sind Mittelwerte und Stan-
dardfehler (Standard Error of the Mean) (SEM). Junge MG n = 13 — 29 aus 6 — 10 unab-
hingigen Experimenten; Adulte MG n = 22 — 25 aus 8 — 10 unabhéngigen Experimenten.
Statistische Berechnung iiber einen one-way-ANOVA gefolgt von einem Benferroni mul-
tiple comparison Test.

Signifikanzniveau: n.s.: kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Grup-
pen.

wt = wildtyp; tg = transgen

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, kann in keinem der Versuche eine ,alternative Ak-

tivierung” nachgewiesen werden. Weder bei den Zellen aus wildtyp Tieren noch bei

denen aus transgenen Tieren. Bei den Zellen aus jungen Méausen gibt es eine Tendenz

zu einer verringerten IL-6 Ausschiittung unter Vorstimulation mit IL-4 im Vergleich zur
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reinen LPS Stimulation (vergleiche Abbildung 12a). Bei den Zellen aus adulten Tieren
ist in der Grafik eher eine Erhohung der IL-6 Konzentration unter Doppelstimulation
mit IL-4 und LPS zu sehen, wobei hier die Standardabweichung der einzelnen Werte

sehr hoch ist.
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4 Diskussion

Die amyotrophe Lateralsklerose ist eine neurodegenerative Erkrankung, die mit ei-
ner massiven Neuroinflammation einher geht. Die Neuroinflammation bestatigt sich
in den Immunfluoreszenzfirbungen des Riickenmarks der transgenen SOD1-M4use,
die in Abbildung 5 und 6 zu sehen sind.

Die Rolle der nicht neuronalen Zellen riickte in den letzten Jahren verstiarkt in den
Fokus der Forschung. Interessante Erkenntnisse lieferten die Arbeiten von Boillée et al.
(2006) und Beers et al. (2008), in denen gezeigt wurde, dass es sich bei der ALS nicht um
eine zellautonome Erkrankung handelt. Vielmehr ist ein Zusammenwirken aus neuro-
nalen und nicht-neuronalen Zellen nétig, um das Vollbild der Erkrankung auszuldsen.
Besonders die inflammatorische Aktivierung von Mikroglia spielt bei der Pathogenese
der ALS eine entscheidende Rolle [15, 32].

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die basale inflammatori-
sche Aktivierung von Mikroglia aus adulten Tieren generell hoher ist als die von Mi-
kroglia aus neugeboren Mdusen (Abbildung 8).

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Reaktion von transgenen und wildtyp Tie-
ren auf die Stimulation mit LPS wie bei Weydt et al. (2004) konnte nicht gezeigt werden.
Da sich die transgenen Mikroglia in ihrer Reaktionsweise nicht signifikant von den ge-
sunden gleichen Alters unterscheiden, liegt die Vermutung nahe, dass die Alterung der
Mikroglia einen starkeren Einfluss auf die Pathogenese der ALS hat als etwaige Veran-

derungen in der Reaktionsfahigkeit der Mikroglia durch die SOD1-Mutation selbst.

4.1 Fluoreszenzfarbung im Ruckenmark adulter SOD1-Mause

Anhand der Fluoreszenzfarbungen mit GFAP und CD11b konnte gezeigt werden, dass
im Riickenmark der adulten, transgenen SOD1-Tiere eine massive Gliose stattfindet.
Im Krankheitsverlauf ist zwischen Tag 130 und 160 eine Zunahme der Gliose zu beob-
achten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Berichten vieler weiterer Arbeits-

gruppen [49, 2, 115, 15].
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Als Marker fiir die Mikroglia wurde CD11b verwendet. CD11b bildet zusammen mit
CD13 den Komplementrezeptor 3 (CR3). CR3 wird bei einer Aktivierung der Mikroglia
verstarkt exprimiert und bietet sich dadurch an, aktivierte Mikroglia sichtbar zu ma-
chen. Der Rezeptor wird allerdings auch auf , ruhenden Mikroglia” exprimiert, so dass
diese ebenfalls angefarbt werden [111]. Die Morphologie der Zellen und die Intensitét
der Farbung lasst jedoch Riickschliisse auf ihren Aktivitdtszustand zu. Die Mikroglia
sind in den Praparaten der wildtyp Tiere, als feine, ramifizierte, rot leuchtende Zellen
zu erkennen (siehe Abbildung 5, erste Spalte). Die Morphologie in den Praparaten aus
wildtyp Tieren entspricht dem , ruhenden Aktivitdtszustand” der Mikroglia.

Bei den Schnittpraparaten transgener SOD1-Mduse ist eine deutliche morphologische
Anderung der CD11b gefarbten Mikroglia im Vergleich zu den Mikroglia aus den Schnit-
ten von wildtyp Médusen zu erkennen. Die Mikroglia werden rundlich und es sind nur
noch kurze Ausldufer zu sehen (siehe Abbildung 5, zweite und dritte Spalte). Die Far-
bung ist intensiver, was auf eine hthere Expression des CR3 schliefien ldsst. Die Mor-
phologie der exemplarisch mit Pfeilen markierten Mikroglia entspricht dem ,aktivier-
ten Zustand” [26, 78, 33].

Im Riickenmark aus transgenen SOD1-Tieren finden sich vermehrt ,aktivierte Mikro-
glia”. Dies lasst auf eine starke Neuroinflammation schliefSen.

Auch bei Hall et al. (1998) zeigte sich ab Beginn der Symptome eine signifikant erhohte
Zahl an aktivierten Mikroglia im ventralen Horn des lumbalen und cervicalen Riicken-
marks von transgenen SOD1-Mausen im Vergleich zu gleichaltrigen, gesunden Tieren.
Hall et al. (1998) sprechen den Mikroglia eine neurotoxische Wirkung zu, da diese vor
allem in der rapid progressiven Phase der Erkrankung aktiv sind.

Auch bei Menschen konnte anhand von Autopsieprdparaten gezeigt werden, dass die
Mikrogliaaktivierung mit der Schwere der Krankheit korreliert [15]. Brettschneider et
al. (2012) geben zu bedenken, dass diese Aktivierung nicht zwingend auf einen ne-
gativen Effekt der Mikroglia hindeuten muss, da diese durchaus auch neuroprotek-
tive Effekte ausiiben konnen [125]. In einer Studie konnte mit Hilfe von Positronen-
Emissions-Tomographie (PET)/Computer Tomographie (CT) gezeigt werden, dass sich

die Mikrogliaaktivierung bei ALS Patienten nicht nur auf die motorischen Teile des
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ZNS beschriankt, sondern nahezu tiberall im ZNS anzutreffen ist [106].

Diese generelle Aktivierung der Mikroglia spiegelt sich auch in den Fluoreszenzfarbun-
gen der vorliegenden Arbeit wieder. Gut ist eine Zunahme der, nach morphologischen
Gesichtspunkten, ,aktivierten Mikroglia” zu sehen.

All diese Ergebnisse unterstreichen die bedeutende Rolle der Mikroglia im Krankheits-
verlauf der ALS.

Eine weitere Gliazelle, der im Rahmen der ALS grofie Bedeutung beigemessen wird, ist
die Astrogliazelle. Diese wurde ebenfalls mit Hilfe von Fluoreszenzfarbungen im ZNS
von adulten SOD1-Médusen dargestellt.

Als Marker fiir die Astrozyten wurde GFAP verwendet. GFAP ist ein Intermediérfi-
lament, das bei Aktivierung der Astrozyten verstiarkt exprimiert wird [100]. Da GFAP
ohne Aktivierung nicht auf allen Astrozyten exprimiert wird, bildet es einen guten Mar-
ker fiir die Aktivierung der Astrozyten [99].

In den Prédparaten der wildtyp Tiere sind die Astrozyten als feine, lingliche Zellen zu
erkennen (Abbildung 6, zweite und dritte Spalte). Die Astrozyten gelten in dieser Form
als nicht aktiviert. In den Préparaten aus transgenen SOD1-Mdusen sind mehr Astro-
zyten zu erkennen und die Zellen stellen sich verdickt dar (Abbildung 6, zweite und
dritte Spalte). Dies ldsst auf massive Aktivierung der Astrozyten schliefien. Zwischen
dem Beginn der Symptome (ca. 130. Tag) und dem Endstadium (ca. 160. Tag) ist eine
Zunahme der Gliose zu sehen (vergleiche zweite und dritte Spalte der Abbildung 6).
Dies deutet auf eine starke Neuroinflammation der transgenen SOD1-Tiere hin, die sich
mit fortschreitendem Krankheitsverlauf noch verstarkt.

Auch McGeer und McGeer (1995) beschreiben die Gliose als ein Charakteristikum der
ALS. Ahnliche Ergebnisse berichten auch Hall et al. (1998). In ihren Untersuchungen
stellten sie eine lebenslang erhohte Zahl der aktivierten Astrozyten in Riichenmarks-
schnitten von transgenen SOD1-Tieren im Vergleich zu denen von wildtyp Tieren fest.
Der Unterschied zwischen wildtyp und transgenen Tieren war bei Hall et al. (1998) je-
doch nur um den hundertsten Lebenstag der Méuse signifikant erhoht. Danach stieg

die Zahl der aktivierten Astrozyten auch in den wildtyp Tieren an. Dies deutet darauf
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hin, dass der Astrogliose moglicherweise auch ein Alterungseffekt zugrunde liegt.

Ob die gesehene Aktivierung der Gliazellen von den Mikroglia und Astrozyten selbst
ausgeht und diese damit krankheitsverursachend sind oder ob die Gliazellen lediglich
auf Faktoren in ihrer Umgebung reagieren, ldsst sich anhand der Farbungen nicht be-

urteilen.

4.2 Erhohte basale IL-6 Werte bei Mikroglia aus adulten Mausen

Bei der Untersuchung der basalen Ausschiittung von IL-6 zeigten sich deutlich erhohte
Werte der basalen Zytokinsekretion bei Mikroglia aus adulten Mdusen im Vergleich zu
den Mikroglia aus neugeborenen Mausen. Die adulten Mikroglia erscheinen im Ver-
gleich zu jungen Mikroglia voraktiviert.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen von Godbout und John-
son (2004) und Sierra et al. (2007), die in Gliazellen aus alternden Gehirnen eine ge-
steigerte IL-6 Konzentration und eine erhohte Rate an IL-6 messenger Ribonuklein-
acid (mRNA) feststellten.

Auch weitere pro-inflammatorische Zytokine sind in gesunden, dlteren Gehirnen er-
hoht. Dazu zdhlen TNF-«, IL-1b und IL-12b [98, 23].

Es gibt mehrere Erklarungsmoglichkeiten fiir die gesteigerten basalen IL-6 Konzentra-
tionen der adulten Mikroglia. Eine Moglichkeit ist die Art der Gewinnung der Mikro-
glia, die diese womoglich aktiviert. Primare Mikrogliakulturen wurden lange Zeit nur
aus neugeborenen Tieren gewonnen, da die Anzucht adulter Zellen in vitro nicht ge-
lang.

2010 stellte die Arbeitsgruppe um Moussaud und Draheim ein Protokoll zur Isolation
und Kultivierung adulter Mikroglia vor [75].

Wie bei Moussaud und Draheim (2010) wurden in den hier beschriebenen Versuchen
Mikroglia aus jungen und adulten Méusen verglichen.

Da die neugeborenen Mause nicht perfundiert werden, wurde dies, anders als bei Mous-

saud und Draheim (2010), bei den adulten Tieren in dieser Studie nicht vorgenommen.
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Da hier junge und adulte Mikroglia gleich behandelt wurden, erscheint diese Uberle-
gung eher unwahrscheinlich.

Die Zellausbeute der Kulturen ohne Wachstumsfaktoren war bei den adulten Zellen so
gering, dass der Uberstand einer L929 Linie sowohl bei den Kulturen der Mikroglia aus
jungen wie auch aus adulten Mdusen zum Einsatz kam. Auch die Zugabe von M-CSF
in Form von L929 konditioniertem Medium als Wachstumsfaktor konnte die Zellen in
Richtung der , klassischen Aktivierung” stimulieren. Eine Studie von Vidyadaran et al.
(2009) konnte zeigen, dass die Zugabe von M-CSF zu Mikrogliakulturen aus neugebo-
renen Mausen keinen Einfluss auf den Aktivitdtszustand der Mikroglia hat. Das 1929
konditionierte Medium enthalt allerdings nicht ausschliefdlich M-CSF. L929 konditio-
niertes Medium wurde zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse auch den Kultu-
ren der jungen Mikroglia beigefiigt. Das konditionierte Medium ist moglicherweise fiir
eine erhohte IL-6 Ausschiittung verantwortlich, die unterschiedlichen Konzentrationen
an IL-6 zwischen jungen und adulten Mikroglia erklart dies jedoch nicht.

Ein weiteres Problem stellt die lange Zeit dar, die Mikroglia in Kultur gehalten werden.
Bei adulten Mikroglia sind dies mindestens vier Wochen bis die Mikroglia eine ausrei-
chende Ernte bieten. Junge Mikroglia brauchen bedeutend kiirzere Kultivierungszei-
ten, konnen jedoch auch tiber lingere Zeit in Kultur gehalten werden.

Eine Erhohung der pro-inflammatorischen Zytokine mit zunehmendem Alter tritt nicht
allein in Zellen aus Kulturen auf, sondern kann auch in der Peripherie gesunder Men-
schen [113, 31] und Tiere sowie im Gehirn gesunder, nicht stimulierter Mduse [122]
gemessen werden. Diese Daten sprechen gegen einen Effekt, der nur auf der Kultivie-
rung im Labor basiert.

Daynes et al. (1993) vertritt die Auffassung, dass die erhohten IL-6 Werte zum norma-
len Altern gehoren. Altere Mikroglia haben schon viele Aktivierungen hinter sich, sei es
durch Infektionen, Mikrotraumata oder nattirlich absterbende Zellen. Dies in Summe
fithrt zu einem , Priming” der Zellen und somit zu einer konstant erhchten basalen Se-
kretion pro-inflammatorischer Botenstoffe. Die Erhohung der IL-6 Sekretion und somit
der basalen Aktivierung bei Mikroglia aus dlteren Médusen legt eine stiarkere , klassische

Aktivierung” der adulten Mikroglia nahe [98, 39].
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Mikroglia schiitten pro- und anti-inflammatorische Zytokine aus, die sich normaler-
weise die Waage halten. Dieses System gerdt mit zunehmendem Alter leichter aus dem
Gleichgewicht. Dies macht alternde Gehirne und den ganzen Organismus anfalliger fiir
Storungen und Krankheiten [76]. Das , Priming” der Mikroglia und die erhchten basa-
len Konzentrationen an pro-inflammatorischen Zytokinen begiinstigen den Beginn und

das Fortschreiten von neurologischen Erkrankungen [76, 39].

4.3 Kein Unterschied der basalen IL-6 Werte zwischen Mikroglia

aus transgenen und wildtyp Mausen

In der hier vorliegenden Arbeit waren weder die basalen IL-6 Werte der jungen noch
der adulten transgenen Mikroglia signifikant hoher als die jeweiligen Werte der gesun-
den Mikroglia. Moglicherweise ist bei der starken Streuung der Ergebnisse die n-Zahl
zu niedrig, um eventuelle Unterschiede zu sehen. Auch eine generelle Voraktivierung
durch die Kulturbedingungen ist denkbar. Dies konnte kleinere Unterschiede, die in
vivo auftreten, maskieren.

Zu gleichen Ergebnissen kam eine Studie von Weydt et al. (2004), in der Mikroglia aus
neugeborenen und 60 Tage alten SOD1-Tieren mit wildtyp Zellen verglichen wurden.
Die basalen Werte der pro-inflammatorischen Zytokine hatten in wildtyp und transge-
nen Zellen dhnliche Konzentrationen. Verdnderte Zytokinwerte zwischen transgenen
(SOD1) und wildtyp Zellen liefien sich bei Weydt et al. (2004) erst nach Stimulation der
Mikroglia messen.

Jimenez et al. (2008) hingegen zeigte bei adulten transgenen Alzheimer-Mdusen eine
Verlagerung der Mikrogliareaktion hin zur pro-inflammatorischen Antwort. Bei Jime-
nez sind die Werte jedoch nicht als basal anzusehen. Die Werte stammen nicht aus einer
,ruhenden” Mikrogliakultur, sondern aus Gehirnschnitten oder aus stimulierten Kul-
turen neugeborener Mause. Dabei sind die Mikroglia dem missgefalteten A(3-Protein

ausgesetzt.
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Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie legen nahe, dass das mutierte SOD1-Gen
selbst keinen Einfluss auf die basale IL-6 Ausschiittung hat. Die Mikroglia aus den
transgenen Tieren sind basal nicht ,aktivierter” als jene aus gleichaltrigen wildtyp Tie-
ren. Dies stiitzt die Theorie, dass die Mikrogliaaktivierung auf einen Alterungseffekt
zuriickzufiihren ist, der durch die Anwesenheit von inflammatorischen Reizen gefor-
dert wird. Mogliche Unterschiede in der Reaktionsweise von Mikroglia aus wildtyp

und transgenen Tieren konnten sich bei Stimulation der Zellen demaskieren.

4.4 Starkere Erhohung der IL-6 Werte bei Mikroglia aus jungen
Mausen unter LPS Stimulation im Vergleich zu Mikroglia aus

adulten Mausen

Um eventuelle Reaktionsunterschiede zwischen Mikroglia aus transgenen und wildtyp
Tieren auf inflammatorische Stimuli sichtbar zu machen, wurden die Zellen mit LPS
stimuliert. Die Stimulation mit LPS ist eine bewé&hrte Methode, um bei Mikroglia eine
,pro-inflammatorische Aktivierung” auszulosen. Dies duflert sich durch eine vermehr-
te Ausschiittung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-c, IL-6 und IL-103.
Die Stimulation mit LPS rief in den durchgefiihrten Versuchen sowohl bei jungen als
auch bei adulten Mikroglia eine starke Erhohung der IL-6 Konzentration hervor. Der
Anstieg der IL-6 Konzentration nach LPS Stimulation im Verhéltnis zu den basalen
Werten war bei Zellen aus neugeborenen Médusen um ein Vielfaches hoher als bei Mi-
kroglia aus adulten Mdusen. Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, zeigte sich bei jungen
Zellen eine Konzentrationserh6hung von IL-6 um ca. das 60-fache zum Basalwert im
Vergleich zu einer 3-fachen Erhohung bei adulten Mikroglia.

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Publikationen von Godbout et al. (2005),
die eine zunehmende IL-6 mRNA Konzentration unter LPS Stimulation mit dem Alter
feststellten. In der Studie von Godbout et al. (2005) werden jedoch erwachsene mit al-
ternden Tieren verglichen. Die erwachsenen Tiere sind im Alter von 3-6 Monaten. Dies
entspricht den adulten Tieren in der vorliegenden Studie. Des Weiteren wurden die

Zellen nicht kultiviert. Die Messung der IL-6 Spiegel erfolgt direkt aus der Maus nach
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einer in vivo Gabe von LPS. Somit ist nicht eindeutig, welche Zellen die erhohten IL-6
Spiegel verursachen. Die beiden Untersuchungen sind somit nur bedingt vergleichbar.
Xie et al. (2003) konnten nur bei kultivierten Mikroglia aus dem Hypocampus von Rat-
ten eine Zunahme der IL-6 Antwort mit dem Alter auf die Stimulation mit LPS feststel-
len. Bei Mikroglia aus anderen Hirnarealen war keine Zunahme der IL-6 Antwort auf
LPS mit dem Alter zu erkennen. Auch bei Xie et al. (2003) galten drei Monate alte Tiere

als die junge Population.

Wird nicht das Verhiltnis zu den Basalwerten betrachtet, sondern die absolute Kon-
zentration der IL-6 Werte, die nach der LPS Stimulation gemessen werden, zeigen sich
zwischen jungen und adulten Mikroglia anndhernd gleiche Werte (Abbildung 10). In
den vorliegenden Messergebnissen ist keine Verdnderung der absoluten IL-6 Konzen-
tration unter LPS Stimulation bei Mikroglia aus adulten Madusen im Vergleich zu den
Zellen aus jungen Méausen zu erkennen.

Somit passen die Ergebnisse zu der Studie von Xie et al. (2003), die bei den meisten

Mikroglia keine Zunahme fiir die IL-6 Antwort mit dem Alter feststellen konnten.

Die anndhernd gleichen IL-6 Werte zwischen Mikroglia aus jungen und adulten Méau-
sen sprechen dafiir, dass mit der LPS Stimulation das Maximum der IL-6 Antwort von
Mikroglia erreicht wird und sich dieser Wert auch mit dem Altern nicht dndert.

Die inflammatorische Reaktionsfdhigkeit der adulten Mikroglia aus wildtyp Mausen
und transgenen SOD1-Médusen auf den LPS Stimulus ist noch vorhanden, auch wenn
der Unterschied zu der basalen Aktivierung nicht so grofs ist wie bei vergleichbaren
Zellen aus neugeborenen Tieren. Dies wiederum lasst darauf schlieflen, dass sich die
adulten Mikroglia bereits im basalen Zustand nahe an ihrem maximalen Stimulations-

niveau befinden.
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4.5 Kein Unterschied der IL-6 Werte zwischen Mikroglia aus

transgenen und wildtyp Mausen nach LPS Stimulation

Zwischen den Zellen aus wildtyp und transgenen Tieren lief3 sich in der jeweiligen Al-
tersgruppe kein signifikanter Unterschied zwischen den IL-6 Antworten auf die LPS
Stimulation feststellen. Zum Teil stehen diese Ergebnisse im Einklang mit den Unter-
suchungen von Weydt et al. (2004).

Bei den Zellen aus neugeborenen Médusen konnten Weydt et al. (2004) ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied der IL-6 Produktion auf LPS Stimulation zwischen transge-
nen und wildtyp Zellen feststellen.

Fiir die Mikroglia aus adulten Mdusen zeigte sich in den Untersuchungen von Weydt
et al. (2004) eine erniedrigte IL-6 Ausschiittung durch transgene SOD1-Mikroglia nach
LPS Stimulation im Vergleich zu den Zellen aus wildtyp Tieren.

Mobglicherweise ist die starke Streuung der Ergebnisse in der vorliegenden Studie dafiir
verantwortlich, dass in den hier gezeigten Ergebnissen kein deutlicher Effekt zwischen
Mikroglia aus adulten wildtyp bzw. transgenen Mdusen gesehen werden kann.

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sind die verschie-
denen Zeitpunkte der IL-6 Messung. Weydt et al. (2004) messen an Tag 60, in der hier
vorliegenden Studie wurde zwischen 135. und 160. Tag gemessen. In der Zeit zwischen
diesen Messpunkten hat moglicherweise eine Verdnderung der Mikrogliaaktivierung
in den Tieren stattgefunden.

Auch gilt die ALS als eine nicht-zellautonome Erkrankung. Mikroglia werden durch
viele andere Zellen beeinflusst, vor allem Neurone, Lymphozyten und Astrozyten [6,
121, 22]. Moglicherweise fehlen diese Zellen mit ihrer stimulierenden oder hemmenden
Wirkung in Kultur, um Zytokinverdnderungen bei den transgenen SOD1-Mikroglia zu
sehen. Des Weiteren sind Mikroglia nicht die einzigen Produzenten von IL-6 im ZNS
wie Gruol und Nelson (1997) schreiben. Dies kann Differenzen zwischen Studien erkla-
ren, je nachdem wie stark die Kulturen mit Astrozyten oder anderen Zellen des ZNS
kontaminiert sind.

Zudem werden Mikroglia in der ALS durch beschddigte Neurone und die Anwesen-
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heit von missgefalteten SOD1-Proteinaggregaten aktiviert [52, 95]. Diese Einfliisse sind
unter Kulturbedingungen stark reduziert.

Eine gleichzeitige Untersuchung weiterer pro- und anti-inflammatorischer Zytokine zu
verschiedenen Kultur- und Lebenstagen wire hier noch nétig, um genauere Aussagen
iiber die Verdnderung der Aktivierungszustiande der Mikroglia zu erlangen. Unter den
experimentellen Bedingungen dieser Arbeit kann keine direkte Beeinflussung der ,,pro-
inflammatorischen Aktivierung” von Mikroglia durch das mutierte SOD1-Gen beob-

achtet werden.

4.6 Keine alternative Aktivierung der Mikroglia nachweisbar

Die , alternative Aktivierung” oder auch M2 Reaktion der Mikroglia hat anti-inflamma-
torische Effekte und gewebeprotektive Eigenschaften. Die Ausschiittung anti-inflam-
matorischer Zytokine dient unter anderem dazu, die ,pro-inflammatorische Aktivie-
rung” einzuddmmen. Eine Abschwéchung der ,alternativen Reaktionsweise” oder gar
Aufhebung mit dem Alter oder bei Genmutationen koénnte iiberschiefSende Entziin-
dungen verursachen und ein Baustein in der Erklarung fiir das Auftreten bzw. Ausbre-
chen von neurodegenerativen Erkrankungen sein.

Um die ,alternative Aktivierung” bei Mikroglia auszuldsen, werden diese mit dem an-
tiinflammatorischen Zytokin IL-4 vorstimuliert. Auf eine nachfolgende Stimulation mit
LPS reagieren Mikroglia im ,alternativ aktivierten Zustand” mit einer deutlich gerin-
geren Ausschiittung an pro-inflammatorischen Zytokinen.

In Vorversuchen an Mikroglia aus gesunden, neugeborenen Mdusen war eine deutli-
che Inhibition der IL-6 Antwort auf LPS Stimulation nach IL-4 Vorstimulation zu sehen
(Abbildung 11). Indirekt konnte durch den Riickgang der IL-6 Antwort gezeigt werden,
dass sich die Zellen nach IL-4 Vorstimulation in einem ,,alternativ aktivierten Zustand”
befanden.

In den Versuchen an Mikroglia aus transgenen und wildtyp SOD1-Tieren war dieser
Effekt nicht zu beobachten (Abbildung 12a und 12b).

Bei den Mikroglia aus neugeborenen Mausen zeigte sich lediglich eine Tendenz zu er-
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niedrigten IL-6 Werten unter IL-4 Vorstimulation auf die LPS Stimulation, allerdings
war diese nicht signifikant.

Bei den Zellen aus adulten Mdusen erschienen die IL-6 Werte nach IL-4 Vorbehandlung
und anschlieffender LPS Stimulation sogar hoher als unter reiner LPS Stimulation. Al-
lerdings waren auch diese Unterschiede nicht signifikant.

Eine mogliche Erkldrung fiir das Ausbleiben der ,alternativen Aktivierung” bei adul-
ten Mikroglia wére, dass IL-4 selbst einen Einfluss auf die IL-6 Produktion hat. Daher
wurde dies an einer Stimulation der Mikroglia nur mit IL-4 getestet (Tabelle 15). Es
zeigte sich, dass IL-4 die IL-6 Antwort nicht beeinflusst.

Ein weiterer Grund fiir das Ausbleiben der ,alternativen Aktivierung” in samtlichen
Versuchsgruppen aufier den Vorversuchen ist moglicherweise die Art der Préparation.
In den Vorversuchen wurden neugeborene Mikroglia nach der laboriiblichen Methode
préapariert und ohne Wachstumsfaktoren kultiviert. In den Hauptversuchen wurden
alle Mikroglia nach dem modifizierten Protokoll von Moussaud und Draheim (2010)
behandelt. Die Behandlung der Zellen und die vergleichsweise lange Dauer der Zell-
gewinnung haben die Zellen moglicherweise voraktiviert, so dass eine Stimulation der
,alternativen Aktivierung” nicht mehr moglich war.

Einen weiteren Problemfaktor stellt das L929 konditionierte Medium dar. Dieses wur-
de tiber die gesamte Kulturdauer sowohl bei jungen als auch adulten Mikroglia als
Wachstumsfaktor verwendet. Konditioniertes Medium durch die 1929 Zelllinie wird
haufig als Wachstumsfaktor fiir Makrophagen verwendet, da es den Wachstumsfak-
tor M-CSF enthilt. Vidyadaran et al. (2009) konnten in einer Studie zeigen, dass mit
M-CSF behandelte Zellen keine Verdnderung in ihrer Reaktionsweise im Vergleich zu
Zellen ohne Wachstumsfaktor aufweisen. In der Studie wurde jedoch nur die ,pro-
inflammatorische Aktivierung” mittels LPS getestet. Die ,alternative Aktivierung” der
Zellen wurde nicht gepriift.

IL-6 ist nur ein indirekter Marker fiir die ,alternative Aktivierung”, da hier aus ei-
nem Riickgang des Zytokins auf den Aktivititszustand der Zellen geschlossen wird.
Es sollte hier noch ein Messung der Arginase Aktivitdt oder der Zytokine IL-10 und In-
terleukin 13 (IL-1(3) als direkte Marker fiir die , alternative Aktivierung” folgen. Diese
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Botenstoffe werden von Mikroglia ausgeschiittet, welche sich im ,,alternativen Aktivie-
rungszustand” befinden [58].

Lee et al. (2013) zeigten kiirzlich, dass mit dem Alter von Mikroglia ein Trend zur , klas-
sischen Aktivierung” besteht. Der ,alternative Aktivierungszustand” war mit steigen-
dem Alter zunehmend schwicher ausgeprégt. Mit fortschreitendem Alter konnen die
Mikroglia die Inflammation, die durch Verletzungen, Fremdkorper oder pro-inflamma-
torische Zytokine ausgeldst wird, nur noch langsam eindammen.

Dies ist eine mogliche Erklarung fiir den Ausbruch von neurodegenerativen Erkran-

kungen, die schon von Geburt an angelegt sind, wie zum Beispiel die ALS.

Zwischen Mikroglia aus wildtyp und transgenen Méusen zeigte sich in den Versuchen
kein Unterschied der ,alternativen Aktivierbarkeit” durch IL-4 Vorbehandlung. Dies
lasst vermuten, dass das mutierte SOD1-Gen unter den Bedingungen dieser Studie kei-
nen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die ,alternative Aktivierbarkeit” von

Mikroglia hat.

Alle Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass fiir die starke Aktivierung der
Mikroglia bei der ALS nicht die Genmutation im SOD1-Gen, sondern das Altern der
Zellen und ihre Umgebung verantwortlich ist. In den meisten Mikroglia scheint mit
der Zeit die , pro-inflammatorische Aktivierung” tiberhand zu nehmen, bedingt durch
die Summe der Aktivierungen, die jede Zelle im Laufe ihres Lebens erfahrt.
Moglicherweise sind die Ausloser fiir eine Aktivierung der Mikroglia bei Tieren mit
der SOD1-Mutation haufiger als bei gesunden Tieren. Dadurch verlieren die Mikroglia
hier eventuell frither ihre Fahigkeit anti-inflammatorisch zu reagieren und tragen somit
durch eine pro-inflammatorische Reaktionsweise zur Progression der Krankheit bei.
Weitere Untersuchungen zur Verdnderung des Reaktionsprofils von transgenen SOD1-
Mikroglia unter Berticksichtigung der Alterung konnten weiteren Aufschluss tiber die

Rolle und das Verhalten der Mikroglia in der ALS geben.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung mit nicht
zellautonomem Ursprung. Die auslosenden Genmutationen der ALS sind von Geburt
an in alle Zellen vorhanden, die Erkrankung manifestiert sich jedoch erst im mittleren
Lebensalter. Mikroglia spielen mit ihrer , pro-inflammatorischen Reaktionsweise” im
Krankheitsgeschehen der ALS eine wichtige Rolle, indem sie durch die Ausschiittung
pro-inflammatorischer Zytokine den Krankheitsverlauf beschleunigen.

Hintergrund dieser Arbeit war zu kldren, ob Mikroglia aus transgenen Superoxiddis-
mutase 1 (SOD1) Mausen, einem murinen Modell der ALS, anders mit inflammatori-
schen Reizen umgehen als Mikroglia aus gesunden Tieren. Zudem sollte geklart wer-
den, ob das Altern der Mduse, aus denen die Mikroglia stammen, einen Einfluss auf
die Reaktionsweise der Mikroglia hat. Hierzu wurden priméare Mikroglia-Kulturen aus
neugeborenen und adulten (130-160 Tage alten) SOD1-Méusen hergestellt. Dabei wur-
den sowohl transgene als auch wildtyp Méuse untersucht. Die transgenen, adulten Tie-
re zeigten bereits physische Symptome der ALS.

Die Zellen wurden mit Hilfe von Lipopolysaccharid (LPS) zu einer , pro-inflamma-
torischen Aktivierung” und mit Interleukin 4 (IL-4) Vorstimulation zu einer ,anti-in-
flammatorischen Aktivierung” angeregt. Durch die Quantifizierung des Zytiokins In-
terleukin 6 (IL-6) im Uberstand, mit Hilfe eines Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), wurde die Aktivierung der Mikroglia nach der Stimulation ermittelt.

Es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Mikroglia aus neugeborenen und
adulten Mausen. So waren die basalen IL-6 Konzentrationen bei Mikroglia aus adulten
Maiusen bedeutend hoher als bei den Mikroglia aus jungen Médusen. Auf die Stimula-
tion mit LPS reagierten die Mikroglia aus jungen Mausen mit einem verhéaltnisméafig
starkeren Anstieg der IL-6 Werte im Vergleich zum Basalwert als die Zellen aus adul-
ten Mausen. Die Endkonzentrationen blieben jedoch bei jungen und adulten Mikroglia
anndhernd gleich.

Zwischen Mikroglia aus gesunden und transgenen Madusen war in keinem der Experi-

mente ein Unterschied in der Reaktionsweise feststellbar.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten keinen direkten Einfluss der SOD1-Mutation auf
die getesteten Reaktionsweisen der Mikroglia in Kultur zeigen. Gezeigt werden konn-
te eine deutliche Veranderung der Reaktionsweise der Mikroglia in Abhdngigkeit vom
Alter der Tiere.

Mikroglia schiitten sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Substanzen aus. Diese
halten sich idealerweise die Waage und sorgen dafiir, dass keine der Reaktionen iiber-
schiefit. Es scheint jedoch, dass mit steigendem Alter und vorangegangenen Inflam-
mationen die ,,pro-inflammatorische Aktivierung” zunehmend tiberhand gewinnt. Fiir
die ALS bedeutet dies, dass die Inflammation, die unter anderem durch die Anwe-
senheit der missgefalteten SOD1-Proteine und die untergehenden Neurone ausgelost
wird, nicht mehr in Schach gehalten werden kann und die Krankheit ab einem gewis-
sen Zeitpunkt rasch progredient verlauft.

Um die Verdnderungen in der Reaktionsweise der Mikroglia weiter zu verstehen, wé-
ren Messungen der Reaktionsweise zu verschiedenen Zeitpunkten und von mehr Zy-
tokinen und Oberflachenmolekiilen notig.

Ein tieferes Verstindnis iiber die Verdnderungen der Reaktionsweisen der Mikroglia
mit dem Alter, konnte neue Wege zu Prophylaxe und Therapie von neurodegenerati-

ven Erkrankungen erdffnen.
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