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1. Einleitung
1.1 Mikroglia

1.1.1 Mikroglia im zentralen Nervensystem

Das zentrale Nervensystem (ZNS) besteht neben den Neuronen, welche funktionell der
Weitergabe von Information durch Leitung von elektrischen Potenzialen dienen, auch
noch aus einer zweiten Zellpopulation; den Neuroglia. Diese oft als ,Stitzzellen®
fehlverstandene Zellpopulation weckte innerhalb der letzten Jahre zunehmend das
Interesse der Forschung. Die Neuroglia konnen weiter in zwei Unterformen kategorisiert
werden: die Makroglia, welche als Oligodendrozyten neuronale Axone schutzend
umhdallen, als Astrozyten die Homobostase des ZNS aufrechterhalten und somit

mafgeblich zur Funktionalitat der Neurone beitragen sowie die Mikroglia.

Embryologisch stammen die Mikroglia von myelotischen, also hamatopoetischen
Vorlauferzellen ab und sind somit nicht, wie die anderen Zellen des ZNS, Abkdmmlinge
des Neuroektoderms, sondern mesodermalen Ursprungs (siehe Abbildung 1). In das
Gehirn gelangen sie wahrend der fruihen Embryonalzeit aus dem Dottersack durch die
noch nicht vollstandig ausgereiften BlutgefalRe, um im ZNS eine eigene Zellpopulation
zu bilden, welche sich durch Mitose weitestgehend selbst unterhalt. Eine ,Regeneration
von aulden®, also ein Einwandern neuer Mikroglia oder deren Vorlaufer aus einem

Stammzellpool ist somit nicht mdglich.
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Abbildung 1: Ubersicht von Zelltypen des zentralen Nervensystems und deren Entwicklung. Mikrogliale
Vorlauferzellen wandern wahrend der Entwicklung in das Parenchym des zentralen Nervensystems ein,
dort sind sie die einzigen Zellen hdmatopoetischen Urspungs (Ransohoff und Cardona, 2010).
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1.1.2 Funktion von Mikroglia
Da das menschliche Gehirn nicht wie der Rest des Korpers mit Lymphgefallen und
Lymphozyten durchzogen ist, sind die Mikroglia als die einzigen Reprasentanten des

angeborenen Immunsystems im ZNS zu sehen.

Gemeinhin werden Mikroglia auch als Hirn-Makrophagen bezeichnet, was ihrer Funktion
und ihres Ursprunges zwar zumindest teilweise entspricht, ihre tatsachliche Funktion
Ubersteigt die einer gewohnlichen Fresszelle jedoch bei weitem. Mikroglia machen ca.
10 % der Zellpopulation im ZNS aus und kommen im Gehirn in zwei verschiedenen
Grundzustanden vor (Ransohoff und Perry, 2009). Dabei kdnnen sie Uber Zwischen-
stufen von dem so genannten Ruhezustand, der ersten Form, in den aktivierten

Zustand, die zweite Form Ubergehen.

Im Ruhezustand verharren die rundlichen Zellkorper der Mikroglia im zentralen
Nervensystem als gleichmaRig verteilte, ortsstandige Zellen mit unzahligen feinen
migratorischen Auslaufern, welche in das umgebende Nervenfaser-Geflecht hineinragen
und dieses kontinuierlich abtasten (Nimmerjahn et al., 2005). In diesem Zustand kénnen
sie immunsupprimierende sowie neurotrophe Faktoren sezernieren (Ranshoff und Perry,
2009).

Eine Aktivierung der Mikroglia kann durch mehrere Faktoren ausgeldst werden. Hierzu
zahlen bspw. Inflammation (Entzindung), Ischamie (Sauerstoffunterversorgung) oder
Nekrose (Zelltod) (Zhou et al., 2005). Reaktiv migrieren die aktivierten Mikroglia dann
entlang eines Chemokingradienten in das geschadigte Gewebe um dort zu proliferieren

und ihre Morphologie zu plumperen Zellen mit weniger Fortsatzen zu verandern.

Die in das geschadigte Gewebe eingewanderten aktivierten Mikroglia akkumulieren, um
als adaquate Reaktion bspw. nekrotisches Gewebe, Antigen-Antikdrper Komplexe oder
Zelldebris zu phagozytieren oder Sauerstoffradikale zur Abwehr von Mikroorganismen

zu produzieren.

Daruber hinaus kénnen Mikroglia Zytokine und neurotrophe Faktoren sezernieren und
auf diesem Weg Immunreaktionen initieren und modulieren oder die Stoffwechsel-
leistungen aufrechterhalten (Rivest et al., 2009). Somit haben sie neben ihrer
phagozytotischen und immunologischen Funktion auch eine neuro-protektive Aufgabe.

Neuerdings rucken Mikroglia immer mehr in den Fokus des Interesses, da rezente
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Forschungsergebnisse Mikroglia immer wieder mit der Pathogenese diverser
neurologischer Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Multiple Sklerose, Morbus

Parkinson und amylotrophe Lateralsklerose in Zusammenhang bringen.

1.1.3 Humane Mikroglialinien fir in vitro Versuche

Humane Mikroglia stehen sowohl fur in vivo als auch fur in vitro Versuche in nur sehr
begrenztem Umfang zur Verfigung. Sowohl die Isolation als auch die Kultur dieser
Zellen sind mit erheblichem Aufwand verknlpft und geeignetes Spendermaterial steht
nur sehr begrenzt zur Verfugung. Um diese Problematik zu umgehen bieten die
embryonalen Stammzellen als Pool fur die Differenzierung von Mikroglia eine geeignete
Option. Die Verwendung dieser embryonalen Stammzellen zu Forschungszwecken birgt
jedoch durch die zur Zellgewinnung notwendige Zerstorung eines Embryos eine
ethische Problematik, welche auch abseits der Wissenschaft kontrovers diskutiert wurde

und bis heute immer neue Diskussionen und gesetzliche Auflagen mit sich brachte.

Fir die Entwicklung einer Alternative waren zwei Forschungsdurchbrtiche entscheidend,
fur die 2012 auch der Nobelpreis fir Medizin verliehen wurde. Takahashi und Yamanaka
konnten 24 Kandidaten-Gene identifizieren, welche durch virale Transduktion eine
Pluripotenz wiederherstellen konnten (Takahashi und Yamanaka, 2006). Spater konnte
der Kreis auf vier notwendige Gene eingegrenzt werden: Avian myelocytomatosis virus
oncogene cellular homolog (c-myc), Kruppel-like factor 4 (KIf4), Octamer 3/4 (Oct3/4)
und SRY box-containing gene 2 (Sox2).

Mit Hilfe dieser Vorarbeit konnten schliellich auch aus humanen Fibroblasten induzierte
pluripotente Stammzellen (iPS) gewonnen werden (Takahashi et al., 2007), was in einer
rasanten Entwicklung auf diesem Feld resultierte und zur Entwicklung einer Vielzahl von
iPS Zelllinien fuhrte. Bei den in diesem Projekt verwendeten induced pluripotent stem
cell derived microglia (iPSdM) handelt es sich um von Dr. Kristin Roy aus iPS Zellen

differenzierten Mikrogliazellen (noch nicht publiziert).

Dieser Zelltyp ermoglicht die stabile Zellkultur und experimentelle Analyse von humanen

Mikroglia, ohne auf embryonales Spendermaterial angewiesen zu sein.



12

Das Protokoll zur Differenzierung der iPS zu iPSdM beinhaltet die Zugabe von Faktoren,
welche die naturliche Entwicklung von Mikroglia im Dottersack nachstellen. Dr. Roy hat
in ausfihrlichen Versuchsreihen iPSdM als adaquates Korrelat von primaren humanen

Mikroglia validiert (noch nicht publiziert).

Abbildung 2: Die Abbildung zeigt iPSdM in Zellkultur. Die rundlichen Zellkérper
besitzen die typische mikrogliale Morphologie mit mehreren Fortsatzen, welche in die
Umgebung hineinreichen. Malstab 12,5 uym.

1.2 Siglecs

1.2.1 Generelle Einleitung
FUr die Interaktion der Mikroglia mit ihrer Umgebung sind die auf ihrer Oberflache

exprimierten Rezeptoren verantwortlich, welche Signalmolekile oder ganze molekulare
Strukturen erkennen und ihrer Funktion entsprechende jeweils spezifische Reaktionen
ausloésen konnen.

Zu diesen Rezeptoren gehoéren auch die Sialic acid binding immunoglobulin like lectins
(Siglecs), welche eine entscheidende Rolle bei der mikroglialen immunologischen
Antwort, z.B. der Phagozytose tibernehmen (Wang und Neumann, 2010).

Auf der Oberflache aller eukaryoter Zellen befindet sich ein dichter Teppich aus
verzweigten Zuckerketten, die sogenannte Glykokalyx. Rezeptoren, welche einzelne
Merkmale dieser Glykokalyx, die Verzweigungsmuster und Seitenkettenmodifikationen

einzelner Zuckerketten erkennen koénnen, werden als Lektine bezeichnet. Diese konnen
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sowohl Strukturen auf der eigenen Zelloberflache als cis-Bindung, als auch Strukturen
auf fremden Zelloberflachen als trans-Bindungen erkennen und entsprechend ihrer

Funktion spezifische Signalkaskaden initiieren.

Siglecs sind eine Untergruppe der Lektine. Sie erkennen die fur sie hamensgebenden
Sialinsdguren - saure Oligosaccharide aus Zuckerkonjugaten der Glykokalyx. Ihr
extrazellulares, aminoterminales Ende besteht aus zwei Teilen, wobei beide fur die
Erkennung und Bindung von Sialinsaren verantwortlich sind: Ein evolutionar dem
variablen Teil eines Immunoglobulins ahnlichen (V-artigem) Teil und einem evolutionar

dem konstanten Bereich eines Immunoglobulins ahnlichen (C2-artigen) Teil.

Siglecs besitzen nur eine Transmembrandomane, weshalb man sie als Typ-1
Transmembranproteine klassifiziert. Am C-terminalen intrazellularen Ende kann
entweder ein immunoreceptor tyrosin based activatory motiv (ITAM), oder haufiger ein
immunoreceptor tyrosin based inhibitory motiv (ITIM) vorkommen, welches
antagonistisch zum ITAM wirkt (s.u.). Einige Siglecs besitzen zusatzlich zum ITIM noch
ein sogenanntes ITIM-like motif, welches sich vom ITIM lediglich durch eine geringere
Affinitdt zu den Molekilen der von ihnen ausgeldsten Signalkaskade unterscheidet
(Crocker et al., 2007; McMillan und Crocker, 2008; Von Gunten und Bochner, 2008).

1.2.2 Einteilung der Siglecs

Anhand von Sequenzibereinstimmungen kénnen unter den Siglecs zwei Gruppen
unterschieden werden: Die zwar untereinander sehr heterogenen, jedoch evolutionar
stark konservierten Siglecs, wozu Siglec -1, Siglec-2, Siglec-4 und Siglec-15 zahlen,
sowie die cluster of differentation 33 (CD33)-related Siglecs, welche sich teilweise durch
grolle Homologitat auszeichnen, jedoch einer raschen evolutionaren Entwicklung
unterliegen und spezies-spezifische Unterschiede aufweisen. Zu dieser Gruppe der
CD33-related Siglecs zahlt neben Siglec-5 bis Siglec-11 und Siglec-14 auch Siglec-3
(CD33).
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Abbildung 3: Die Abbildung zeigt die beim Menschen vorkommenden Siglecs unterteilt in zwei Gruppen: Siglec-1, Siglec-
2, Siglec-4, und Siglec-15 sind untereinander heterogen und evolutionar stark konserviert, wohingegen die ,CD33-related
siglecs” untereinander eher homogen sind, jedoch einer raschen Evolution unterliegen und spezies-Ubergreifende
Unterschiede aufweisen (Modifiziert nach Crocker et al., 2007)
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1.2.3 Der ITAM-Sighalweg

Wahrend der extrazellulare Teil der Siglecs fur die Ligandenerkennung und —bindung
verantwortlich ist, determiniert der intrazellulare Teil die immunologische Funktion des
Rezeptors. Einige Siglecs besitzen eine intrazellulare ITAM-Domane, welche eine
aktivierende Signalkaskade nach sich zieht, wahrend andere Siglecs eine ITIM-Domane

besitzen und inhibitorisch wirken.

Der ITAM-Signalweg ist ein evolutionar hochkonservierter Prozess, welcher eine
komplizierte intrazellulare Signalkaskade involviert, an deren Ende die Phagozytose
beispielsweise von Debris oder Fremdstoffen steht (Ziegenfuss et al., 2008). Uber eine
Transmembran-Domane mit geladenen Aminosduren akkumulieren aktivierende
Immunorezeptoren wie triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREMZ2) oder
signal regulatory protein 1 (SIRPB1) mit intrazellularen ITAM-Domanen (z.B. von DNAX
activation protein of 12 kDa (DAP12) oder einer y-Kette von Fc-Rezeptoren). Nach
Bindung eines Liganden an den Rezeptor werden Mitglieder der Src-Kinase-Familie
rekrutiert, um Tyrosinreste des ITAM zu phosphorylieren. Diese dienen nun als Adapter
fur einen Teil der Syk-Proteinkinase, die Scr homology 2 (SH2) (siehe Abbildung 4). Als
Konsequenz werden aktivierende Signalwege in Gang gesetzt (Hamerman et al., 2009;
Nimmerjahn und Ravetch, 2008).

1.2.4 Der ITIM Signalweg

Die meisten Siglecs besitzen intrazellular eine ITIM-Domane und wirken antagonistisch
zum |ITAM-Signalweg, wirken also inhibitorisch und verhindern die Phagozytose.
Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Phagozytosekapazitat Siglec-11-

exprimierender Mikroglia signifikant herabgesetzt ist (Wang und Neumann, 2010).

Funktionell fihrt eine Ligandenbindung zu einer Rekrutierung von SH2 containing
tyrosine phosphatases (SHP1 und/oder SHP2), welche durch Dephosphorylierungen
den ITAM-Signalweg unterbrechen (Crocker et al., 2007; Paul et al., 2000; Taylor et al.,
1999; Ulyanova et al., 1999) (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Der ITIM-Signalweg fuhrt bei Ligandenbindung zur Rekrutierung von
SHP1/2, welche durch entsprechende Dephosphorylierungen den ITAM-Signalweg
antagonisieren. Der ITAM-Signalweg fuhrt durch Kumulation von aktivierendem
Rezeptor und entsprechendem Liganden mit intrazellularen ITAM-Domanen zu einer
Phosphoylierung der Tyrosinreste der ITAM-Domane durch Mitglieder der Src-Familie.
Teile der Syk-Proteinkinase kénnen nun gebunden werden, wodurch eine aktivierende
Signal-Kaskade mit konsekutiver Phagozytose in Gang gesetzt wird. (Aus Linnartz et al.,
2013)

1.2.5 Struktur des CD33-Rezeptor

Wie alle Siglecs ist auch CD33 (Siglec-3) ein Transmembranprotein vom Typ-1, es
besitzt nur eine Transmembrandomane und eine intrazellulare ITIM-Domane. Generell
gilt humanes CD33 als Marker der myeloiden Reihe (Crocker et al., 2007; McMillan und
Crocker, 2008; Von Gunten und Bochner, 2008), wobei in der Vergangenheit vereinzelt
auch eine schwache Expression auf Zellen lymphoiden Ursprungs gezeigt werden
konnte (Handgretinger et al., 1993; Hernandez-Caselles et al., 2006; Pérez-Olivia et al.,
2011). Trotzdem wurde CD33 bei Leukamien zusammen mit einigen weiteren Proteinen
als diagnostischer Marker fir die Differenzierung zwischen myeloiden und lymphoiden
Leukamien eingesetzt (Crocker und Varki, 2001; Feuillard et al., 2002; Freeman et al.,
1995; Matutes et al., 1985). In der Vergangenheit war CD33 therapeutisches Ziel bei der
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Behandlung myelotischer Leukamien, wobei durch eine an einen Antikorper gekoppelte
zytotoxische Substanz (Gemtuzumab, Mylotarg®) gezielt myelotische (Leukémie-) Zellen
angegriffen werden sollten (Naito et al., 2000; Sievers et al., 2001; Van der Velden et al.,
2001). Dieses Praparat musste 2010 jedoch aufgrund unzureichender Wirksamkeit
gegenuber der Standardtherapie bei insgesamt erhohter Mortalitat wieder vom Markt
genommen werden (Food and Drug Administration (FDA) news release, June 21, 2010).
Detaillierte Grunde fur die enttduschende klinische Bilanz sind nicht abschlieend

geklart.

Bisher kdnnen vier verschiedene Splice-Varianten des humanen CD33 unterschieden
werden, welche sich zwar in ihren extrazellularen und intrazellularen terminalen Anteilen
unterscheiden, jedoch einen hoch homologen bis identischen zentralen Abschnitt

besitzen.

Dieser besteht aus einer extrazellularen membrannahen immunoglobulin-dhnlichen C2
Domane, einer einfachen Transmembrandomane und einer ebenfalls membrannahen,
aber intrazellularen ITIM-Domane (Crocker et al., 2007; McMillan und Crocker, 2008;
Von Gunten und Bochner, 2008) (siehe Abbildung 5).

Zusatzlich zu den in Abbildung 5 aufgezeigten Splicevarianten wurde kurzlich eine
weitere funfte Variante mit einer fehlenden C2-Domane beschrieben (Malik et al., 2013).
Diese Splice-Variante ist nicht mehr in der Lage cis- und trans-Bindungen zu seinen
Liganden einzugehen und somit ware die Aufrechterhaltung eines konstitutorisch-
inhibitorischen Signals nicht mehr mdglich. Diese Splice-Variante wurde als protektiv fir

Morbus Alzheimer beschrieben.
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Abbildung 5: Die Abbildung zeigt schematisch die 4 bekannten Splice- Varianten von
CD33 entsprechend der Sequenzen der Ensembl-Datenbank. Alle 4 Splice-Varianten
haben eine extrazellulare C2-Domane, eine Transmembrandomédne und eine
intrazellulare (untereinander leicht variable) ITIM Domane gemeinsam. Die Varianten
unterscheiden sich lediglich in den Modifizierten C-terminalen intrazellularen und N-
terminalen extrazellularen Enden (eigene Abbildung).

Aufgrund der evolutionar bedingten und oben beschriebenen spezies-ubergreifenden
Unterschiede innerhalb der CD33 related Siglecs, kann auch beim CD33-Rezeptor die
humane eindeutig von der murinen Form unterschieden werden (siehe Abbildung 6),
wobei die Ubereinstimmung der Aminosduresequenz im extrazellularen Teil lediglich
62 % betragt (Brinkmann-Van der Linden et al., 2003; Tchilian et al., 1994).
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Abbildung 6: Die auffalligen Unterschiede in der Struktur von humanem und murinem
CD33-Rezeptor bewirken ein unterschiedliches Bindungsverhalten bezlglich der
Liganden (modifiziert nach Varki et al., 2009).

1.2.5.1 Bindungsverhalten des humanen CD33-Rezeptor

Aufgrund der strukturellen Unterschiede von humanem und murinem CD33-Rezeptor
ergeben sich auch Unterschiede im Bindungsverhalten. Wahrend humanes CD33-
Rezeptor die in a2.6-Stellung an Laktosamine gebundene Sialinsduren gegenuber den
in a2.3-Stellung gebundenen Formen bevorzugt (Brinkmann-Van der Linden und Varki,
2000), werden diese von murinem CD33- Rezeptor nicht als Ligand erkannt. Statt-
dessen bindet es O-verlinkte, muzinreiche Glykane aus von Rindern isolierten glandulae

submandibulares (Brinkmann-Van der Linden et al., 2003).

Sialinsauren sind ubiquitarer Bestandteil der Glykokalyx. Trotzdem ist bislang relativ
wenig uber die Auswirkungen von Sialinsaure-Seitenkettenmodifikationen bekannt. Es
wird zwischen acetylierten N-Acetylneuraminic acid (Neu5Ac) und glykosilierten N-
Glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) Sialinsauren unterschieden, wobei die acetylierte
Form beim Menschen, im Gegensatz zu allen anderen grof3en Saugern, aufgrund einer

loss of function Mutation die vorherrschende ist (Chou et al., 1998). Die Auswirkungen
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solcher Seitenkettenmodifikationen auf die Funktion Siglec-exprimierender Zellen sind
bislang nur wenig erforscht und es existieren zum Teil widersprichliche Forschungs-

ergebnisse.

Es konnte anhand des Bindungsverhaltens von Fusionsproteinen aus humanem CD33-
Rezeptor und dem Fc-Segment eines Immunoglobulins an Lymphozyten von Menschen
und Orang-Utans gezeigt werden, dass der humane CD33- Rezeptor die Bindung der
acetylierten Form zu bevorzugen scheint (Brinkmann-Van der Linden et al., 2000). Es
konnte jedoch auch gezeigt werden, dass ein CD33-Fc-Fusionsprotein an Muzine aus
Speicheldrisen eines Schweins bindet, was Hinweise auf eine Bevorzugung der

glykosylierten Form liefert (Brinkmann-Van der Linden und Varki, 2000).

Bei der Interpretation all dieser Ergebnisse muss jedoch bericksichtigt werden, dass
ahnlich dem Cholesterinstoffwechsel auch Sialinsduren nicht immer de novo
synthetisiert werden mussen, sondern auch durch die Nahrung aufgenommen,
verstoffwechselt und in die korpereigene Glykokalyx eingebaut werden konnen. Auf
diesem Weg ,schleichen® sich fremde Sialinsauren in den Organismus ein, die das
Bindungsverhalten der Siglecs beeinflussen koénnten (Banda et al.,, 2012

Tangvoranuntakul et al., 2003).

Analog diesem Vorgang kann in vitro durch Hinzufligen fremder Sialinsauren bspw. in
Zellkultur-Medium die Seitenkettenmodifikation der Sialinsduren der Glykokalyx
modifiziert werden, sodass das tatsachliche Bindungsverhalten des CD33-Rezeptors
nicht mehr ausreichend beurteilt werden kann. In beiden genannten Studien wurde
spezies-fremdes Serum mit der jeweils anderen Seitenkettenmodifikation der
Sialinsduren verwendet. Das Studiendesign sollte also darauf ausgelegt sein, fremde
Sialinsauren nur sehr gezielt einzusetzen, was in dieser Form noch nicht erfolgte. Dies

sollte in dem experimentellen Design dieser Arbeit erstmals Berucksichtigung finden.
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1.3 Morbus Alzheimer

1.3.1 Generelle Einleitung

Der Morbus Alzheimer ist eine erstmals im Jahre 1907 von Alois Alzheimer
beschriebene neurodegenerative Erkrankung, welche mit Gedachtnis- und Wortfin-
dungsstorungen einhergeht. Zwei Drittel aller Demenzfalle weltweit werden als Morbus
Alzheimer klassifiziert (Ott et al., 1995). In der Literatur werden Pravalenzen von einer
Gesamtrate von 6,2 % von Frauen Uber 65 Jahren in Deutschland angegeben. Mit
zunehmendem Alter steigt die Pravalenzrate an auf bis zu 48,9 % fur die Gruppe der
Uber 95 Jahrigen Frauen (Hy und Keller, 2000).

Nach aktuellem Kenntnisstand werden zwei Unterformen des Morbus Alzheimer nach
dem Zeitpunkt ihres Auftretens unterschieden, wobei die seltenere und deutlich friher
auftretende frGhmanifeste von der signifikant haufiger und erst in hoherem Alter
auftretenden spatmanifesten Form unterschieden werden kann (Masuhr und Neumann,
2007). Diesen beiden Unterformen scheinen neben dem Patientenalter bei Auftreten der
Erstsymptome meist jedoch auch unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde zu

liegen.

Entscheidend fur die Diagnose des Morbus Alzheimer ist der post mortem erhobene
histopathologische Befund. Hierbei sind zwei Merkmale wegweisend: Neurofibrillare
Tangles (NFT) und amyloide Plaques. Beide waren in der Vergangenheit Objekt
intensiver Forschung und beiden liegen unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde.
Beide Theorien konnten jedoch auch in Zusammenhang gebracht werden - Es gibt
Hinweise, dass ein erhohtes Tau-Protein-Level den toxischen Effekt von Amyloid
potenziert (lttner et al., 2010)

1.3.2 Amyloide Plagues

Das ,Amyloid precursor protein® (APP) ist physiologisch ein membrangebundenes
Protein, welches nach Spaltung durch die B- oder y-Sekretase jedoch in neurotoxische
Amyloid-Proteine umgewandelt werden kann, die polymerisieren und so die extrazellular

liegenden amyloiden Plaques bilden.
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Ob und in welcher Form von amyloiden Plaques tatsachlich die Gefahr der
Neurotoxizitat ausgeht, ist Gegenstand andauernder Diskussionen. Es wird vermutet,
dass es sich bei den Plaques um ungefahrliche Ablagerungen von aggregierten
Amyloid-Oligomeren handelt. Vielmehr sind vermutlich die Oligomere der Ursprung der
Neurotoxizitat (Lambert et al., 1998; Roher et al., 1996).

In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass es Personen gibt, die trotz
grolierer Mengen von Amyloid-Ablagerungen im Gehirn nicht an Demenz erkranken.
Darlber hinaus fuhrten Versuche einer medikamentdsen Inhibition der y-Sekretase und
der kunstliche Abbau bereits gebildeter Plaques zur Verschlimmerung oder wenigstens
zu keiner Besserung der klinischen Symptomatik (Doody et al., 2013; Salloway et al.,
2009).

1.3.3 Neurofibrillare Tangles

NFT sind intrazellulare Konglomerate, die durch pathologische Hyperphosphorylierung
von intrazellularem Tau-Protein mit konsekutiver Instabilitat des Zytoskelettes entstehen.
Sie sind Gegenstand weiterer Theorien Uber die Pathogenese des Morbus Alzheimer,
wobei mittlerweile auch Thesen einen Zusammenhang zwischen NFT und amyloiden
Plaques suggerieren (lttner et al.,, 2010). NFT sind jedoch nicht Gegenstand der hier
vorliegenden Arbeit, weswegen sie an dieser Stelle zur Vollstandigkeit nur kurz

Erwahnung finden.

1.3.4 Neuropathologie des Morbus Alzheimer

Nach neuerem Kenntnisstand mussen die histopathologischen Befunde mit
Forschungsergebnissen vereinbart werden, nach denen amyloide Plaques nicht
pathognomisch flir den Morbus Alzheimer sind. Savva et al. (Savva et al., 2009)
untersuchten Gehirnschnitte von dementen und nicht-dementen Patienten in Bezug auf
Neurodegeneration, amyloide Plaques und NFT. Dabei konnten sie im Wesentlichen
zwei Populationen unterscheiden: Die jungeren und die alteren Patienten. In der Gruppe
der jungeren Patienten unterschieden sich die Demenz und Kontroll-Patienten im

mengenmaldigen Auftreten der Plaques und Tangles, wahrend dieser Unterschied bei
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den alteren Patienten nicht mehr zu finden war. Lediglich die Neurodegeneration konnte
als diagnostischer Faktor bestehen. Folglich kann bei amyloiden Plaques und NFT nicht
von einer alleinigen Ursache des Morbus Alzheimer ausgegangen werden, es handelt
sich lediglich um den Endpunkt eines Stoffwechselweges, in dessen Verlauf eine
neurotoxische Komponente mitspielt. Die Frage ist nicht, ob oder wie viele Plagues und

Tangles vorliegen, sondern wie sie entstehen und wie der Korper damit umgeht.

Hier steht die differente Reaktion des Immunsystems im Vordergrund der Uberlegungen,
warum bei einigen Patienten Plaques und Tangles zu Morbus Alzheimer fuhren und bei
anderen Patienten nicht. In diesem Zusammenhang stehen die Zellen des

Immunsystems im Gehirn, die Mikroglia, im Vordergrund der Betrachtungen.

Des Weiteren sind bislang alle Versuche, pharmakologisch in die fragliche Pathogenese
des Morbus Alzheimer einzugreifen, gescheitert. Dies betrifft Studien zu y-Sekretase-
Inhibitoren sowie samtliche kurative Ansatze bezlglich der NFT (Doody et al., 2013;
Salloway et al., 2009).

Zurzeit beschrankt sich die Therapie des Morbus Alzheimer daher im Wesentlichen auf
drei zugelassene Cholinesteraseinhibitoren (Donezepil, Rivastigmin und Galanthamin)
und einen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) - Rezeptor Antagonist (Memantine) (Howard et
al.,, 2012; Jeffrey und Cummings, 2004). Hierbei handelt es sich primar um
symptomatische Therapieansatze. Eine deutliche Verzogerung der Progression kann mit

diesen Medikamenten jedoch nicht erzielt werden.

1.3.5 Der CD33-Rezeptor und spatmanifester Morbus Alzheimer

Erst kirzlich wurden neue Gen-Polymorphismen identifiziert, welche mit dem
spatmanifesten Morbus Alzheimer assoziiert sind (Hollingworth et al., 2011, Naj et al.,
2011). Einer dieser Polymorphismen liegt im Gen fur den CD33-Rezeptor,
wahrscheinlich in der Promotorregion. Es stellt sich nun die Frage, welche Rolle der
CD33-Rezeptor bei der Pathogenese bzw. Progredienz des Morbus Alzheimer spielen

kann und welche Zellen ihn exprimieren.

Da Mikroglia Abkémmlinge der myeloiden Linie darstellen, fir welche der CD33-

Rezeptor als Marker gilt (s.0.), liegt es nahe davon auszugehen, dass Mikroglia die



24

CD33-exprimierende Population im ZNS darstellen. Dies konnte bislang nicht
nachgewiesen werden. Angaben uber die Pathogenese sind bislang rein spekulativ, es
gibt jedoch naheliegende Pathomechanismen welche unter BerUcksichtigung der
mikroglialen Funktionen im ZNS in Betracht zu ziehen sind. Vorerst ist nicht klar von
welcher Qualitat die im CD33-Gen nachgewiesene Mutation ist. Somit kdnnte es sich
sowohl um eine Hoch-, als auch um eine Herab-Regulation handeln. Konsekutiv kénnte

somit Einfluss auf samtliche Funktionen der Mikroglia genommen werden:

- Phagozytose: Mikroglia sind die phagozytierenden Zellen im ZNS, eine
Beeinflussung der Phagozytosekapazitat kdnnte bei Inhibition somit bspw. zur
Akkumulation vom Amyloid-p oder bei Aktivierung zur Zersetzung von amyloiden
Plaques zu neurotoxischen -Amyloid Monomeren flhren.

- Inflammation: Durch Einflussnahme auf die mikrogliale inflammatorische Antwort
konnten Entzindungen des ZNS eine inadaquate Reaktion hervorrufen, was
letztlich neurotoxische Folgen nach sich ziehen wurde.

- Abwehr: Durch Alternation der mikroglialen Abwehrmechanismen konnte es zu
einer Autoaggressivitat im Sinne einer Uberreaktion oder aber zu einer
ausbleibenden Antwort auf entsprechende Reize kommen. In diesem Sinne ware

auch eine direkte Mikroglia-Neuron-Interaktion denkbar.
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1.4 Ziel der Arbeit

Dem CD33-Rezeptor kommt bei der Pathogenese des Morbus Alzheimer eine
besondere Rolle zu, da im Gegensatz zu anderen Risikogenen nicht nur
krankheitsassoziierte, sondern auch protektive Polymorphismen beschrieben sind. Es

scheint sich bei CD33 folglich um einen Rezeptor mit regulativer Funktion zu handeln.

Ziel der Arbeit war auch mogliche Funktionen des CD33-Rezeptors zu untersuchen, um
seine mogliche Rolle bei der Pathogenese und Progredienz des Morbus Alzheimer
naher definieren zu kénnen. Darlber hinaus sollten CD33-Expressionsanalysen einen

moglichen Zusammenhang zwischen Mikroglia und Morbus Alzheimer aufklaren.

Bei den in vitro Experimenten sollte erstmals auch ein Umfeld ohne Xeno-Sialinsauren

geschaffen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

B-Mercaptoethanol
Bovines Serum Albumin
ddH,0

D-(+)-Glukose Losung
(45 %)

Dulbecco‘s modified
eagles medium
(DMEM)/F12 (1:1) mit L-
Glutamin und 15 mM
HEPES

DMEM mit L-Glutamin,
m/o Natrium Pyruvat, mit
4.5 g/l D-Glukose

Ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA)

Ethanol

Fetal calf serum
Ficoll Plaque Plus
Glycerol

Knockout Serum
replacement

L-Glutamin (200 mM)
Lipopolysaccharid (LPS)
Mowiol 4-88

Non-essential amino acids
(10 mM)

Chemicon Europe, Hofheim, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Selbst gefiltert und autoklaviert

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

GE Health Care, Little Chalfont, UK

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Kremer Pigmente, Aichstetten, Deutschland

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Natrium Pyruvat (100 mM) Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

N2 Zusatz (100x) Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Normal goat serum Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Paraformaldehyd Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Phophate Buffered Saline  Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
(PBS)

Penicillin/Streptomycin Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sialidase (Neuraminidase) Roche, Basel, Schweiz

100 U/mg
TritonX Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Trypsin (0.25 %) Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.1.2 Wachstumsfaktoren und Zytokine

Recombinant human granulocyte- Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
macrophage colony stimulating factor =~ Deutschland

(GM-CSF)

Recombinant human macrophage Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
colony stimulating factor (M-CSF) Deutschland

Recombinant human Interleukin-3 Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
(IL-3) Deutschland

Recombinant human Interleukin-4 Sigma Aldrich Chemie GmbH,
(IL-4) Steinheim, Deutschland
Recombinant human Interferon-y R&D Systems GmbH, Wiesbaden,
(INF-y) Deutschland

2.1.3 Puffer und Lésungen

0.01 M Natrium Zitrat Puffer, pH 6 5.88 g Tri-Natrium Zitrat(dihydrat)
pH Einstellung mit 1 M HCI
1 ml Tween 20
ad 2 | aqua bidest.
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4 % Paraformaldehyd 4 g Paraformaldehyd in 100 ml 1x PBS
10x Bovines Serum Albumin 10 g BSAin 100 ml 1 x PBS
10x Tris-Borat-EDTA-Puffer 108 g Tris

55 g Borsaure

40 ml 0.5 EDTA

ad 1 | aqua bidest.

EDTA 46.53 g EDTA
170 ml aqua bidest.
pH Einstellen auf 8.5 mit 5 M NaOH
ad 250 ml agua bidest.

Mowiol 4.8 g Mowiol 4-88
12 g Glycerol
24 ml 0.2 mM Tris Puffer, pH 8.5
1.32 g 1,4-Diazobicyclo-(2.2.2)octan
12 ml aqua bidest.

0.2 mM Tris Puffer, pH 8.5 24.765 g in 150 ml aqua bidest.
pH 8.5 einstellen
Poly-L-Lysine (5 ug/ml) 5 ug Poly-Lysin gelést in 1 ml aqua
bidest.
Poly-L-Ornithin (0.01 mg/ml) 9.2745 g Borsaure ad 11 aqua bidest.
100 mg Poly-L-Ornithin
Saccharose, 30 % 30 % Saccharose
0.1 % Natrium Azid
ad 500 ml PBS
2.1.4 Kits
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
SuperScript First-Strand Synthesis Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
System

MinElute Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, Deutschland



2.1.5 Zellkulturmedium

N2-Medium

Gefrier Medium

2.1.6 Primer
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DMEM/F12 (1:1) mit L-Glutamin mit HEPES (15 mM)
1 % N2 Zusatz

0.5 mM L-Glutamin
5.3 pg/ml D-Glukose
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

50 % Knockout-Serum replacement
40 % Medium
10 % Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

GAPDH_vorwarts

GAPDH_rickwarts

CD33 vorwarts

CD33_ruckwarts

2.1.7 Primar-Antikorper

Antigen
CD11b

CD33

CD33

CD45

CD68
Iba1

Reaktivitat

Maus, Mensch

Mensch

Mensch

Mensch, Maus

Maus

Mensch, Maus

5-CTG CAC CAC CAACTG CTT AG-3’

5-TTC AGC TCA GGG ATG ACC TT-3'

5-GCTGTGGGCAGGGGCCCT-3'

5- TGGCTCCTTCCCGGAACCAGT-3

Wirt

Ratte

Maus

Kaninchen

Ratte

Ratte

Kaninchen

Firma

BD Pharmingen,
Heidelberg, Deutschland

Abcam, Cambridge, UK

Novus Biologicals,
Littleton, CO, USA

BD Pharmingen,
Heidelberg, Deutschland

AbD Serotec, Oxford, UK

Wako, Hochstadt,
Deutschland
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2.1.8 Zusatzliche Hilfsmittel fir Farbungen

4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)  Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

2.1.9 Sekundar-Antikérper

Fluorophor Reaktivitat ~ Wirt Firma

Phycoerythrin Maus Ziege Jackson Immunoresearch,

(PE) Suffolk, UK

Phycoerythrin Ratte Ziege Jackson Immunoresearch,
Suffolk, UK

Alexa488 Kaninchen Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Cyanin 3 (Cy3) Ratte Ziege Dianova, Hamburg,
Deutschland

Cy3 Maus Ziege Dianova, Hamburg
Deutschland

Fluorescein- Maus Ziege Dianova, Hamburg,

Isothiocyanat Deutschland

(FITC)

2.1.10 Isotypen-Antikorper

Antigen Firma

lgG1x Maus BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

IgG2ax Ratte BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA

2.1.11 Verbrauchsmaterial

6-well Tissue Culture Plate Cellstar, Greiner Bio One, Frickenhausen,

Deutschland

8.0 ym Culture Plate Inserts 12 Merck Millipore, Billerica, MA, USA
mm Durchmesser



Cell Scraper

Cell strainer

Cryovials (2 ml)

Tissue Tek, Disposable Vinyl
Specimen Molds

Falcon tubes (15 ml)

Falcon tubes (50 ml)
Filtropur (0.25 pm, 0.4 ym)

Graduate pipette Tipps (10 pl,
100 pl, 1000 pl)

Lab-Tek Chamber Slide mit
Deckel Permanox Slide Sterile
4 Well

Mikroskop Deckglaser

Nitril Handschuhe
Pasteur Pipetten
Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Safe-seal micro tubes (0.5 ml,
1.5ml, 2 ml)

Spritzen (5 ml, 10 ml)

Vacuum driven disposable
bottle top filter
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Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden,
Deutschland

Sciences Services GmbH, Minchen,
Deutschland

Cellstar, Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt Ag & CoKG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt Ag & CoKG, Numbrecht, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Labomedic, Bonn, Deutschland

P. Marienfeld GmbH, Lauda-Kdénigshofen,
Deutschland

Ansell Healthcare Europe NV, Brussels, Belgien
Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland
Sarstedt AG & Co KG, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt Ag & Co KG, Nimbrecht, Deutschland

Omnifix, Braun Meisungen AG, Meisungen,
Deutschland

Millipore Corporation, Bitterica, MA, USA



2.1.12 Technische Ausristung
- 20°C Kuhlschrank

+ 4°C Kihlschrank
BD FacsCalibur

Cell Matell (pipette boy)

Eppendorf Mastercycler epgradient S

Hera cell 150 (Incubator)

Hera freeze (- 80°C Kuhlschrank)

Hera safe (laminar-air flow workbench)

Megafuge1.0R (Zentrifuge)

Axiovert200M

Fluoview1000 Konfokal Mikroscop
Pipetten (10ul, 100pl, 1000ul)
Systec D-150 (autoclave)
Thermomixer compact

Wasserbad WB/OB7-45
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Liebherr, Bulle, Schweiz
Liebherr, Bulle, Schweiz
BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Hudson,
NH, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Memmert GmbH & CoKG, Schwabach,
Deutschland
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2.1.13 Software

Cell Quest BD Bioscince, Franklin Lakes, NJ, USA

Flow Jo Tree Star, Ashland, OR, USA

Fluo View F1000 Olympus, Hamburg, Deutschland

Image-J National Institute of Health, Bethedsa,
MD, USA

Olympus FluoView1.4 Olympus, Hamburg, Deutschland

SPSS IBM, Armonk, NY, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur von iPSdM-Mikroglialinien

Alle iPSdM-Mikroglialinien wurden in N2-Medium bei 37°C und 5 % CO, auf 10 cm
Kulturschalen in Kultur gehalten. Bei Erreichen einer ca. 90 %igen Zelldichte wurden die
Zellen mit 0,25 % Trypsin fur 5 min von der Kulturschale geldst. Daraufhin wurde die
Zellsuspension in Medium Uberfuhrt, bei 1300 Umdrehungen/min far 3 min zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in frischem Medium gelést und

die Zellen im Verhaltnis zwischen 1:5 und 1:10 auf frischen Kulturschalen ausgesat.

Um iPSdM-Zellen einzufrieren, wurden sie in Gefriermedium (10 % DMSO, 50 % KO-
SR, 40 % N2 Medium) gel6st und graduell auf -80°C heruntergekuhlt. Die dauerhafte
Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.

2.2.2 Nachweis der Gen-Transkription

Zur Analyse der Gen-Transkription wurden ca. 200.000 iPSdM-Zellen ausgezahlt, auf
6cm-Kulturschalen ausgesat und am folgenden Tag fir 24 Stunden mit LPS (1000
ng/ml), IFNy (1000 U/ml), IL-4 (20 ng/ml), Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a) (100 ng/ml),
GM-CSF (100 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml) oder M-CSF (10 ng/ml) stimuliert. Unstimulierte
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Zellen dienten als Kontrolle. Die ribonucleic acid (RNA) wurde mithilfe eines RNeasy
Mini Kit nach Anleitung extrahiert, die RNA-Konzentration bestimmt und eine Reverse
Transkriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) mit 11 yg RNA-Ansatz nach Proto-

koll mit dem ,SuperScript First-Strand Synthesis System® von Invitrogen durchgefuhrt.

Die Konzentration der complementary desoxyribonucleic acid (cDNA) wurde am Nano-

Drop gemessen und die Ansatze auf 200ng/ul verdinnt.

Zum Nachweis des CD33-Rezeptors wurden die passenden ,vorwarts-“ und ,ruckwarts-"*
Primer zu je 2 pyl (10 pmol/ul) mit in einem Mix aus 6 pl (1200 ng) cDNA, 5 yl 10xPCR-
Puffer (+Mg), 2 pl (10 mM) desoxy-Nukleotid-Triphospat (dNTP) und 0,2 pl Taq

Polymerase in 32,8 ul ddH,O unter folgenden Bedingungen im Thermocycler inkubiert:

Deckeltemperatur 105°C

Initiale Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierungs-Schritt 90°C 1:30 min h
Annealing-Schritt 60°C 1 min — 40x
Elongation-Schritt 72°C 1 min

Das PCR-Produkt wurde in einem 1,5-fachen Agarose Gel bei 120 V und 110 mA mit

einer 100 Basenpaar-Leiter aufgetrennt und analysiert.

2.2.3 Gelextraktion
Die Gelextraktion von PCR-Banden aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem Quiagens
MinElute Gel Extraction Kit nach beiliegendem Protokoll. Das Produkt wurde von

SeqglLab sequenziert.
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2.2.4 Ficoll-Gradient zur Gewinnung von Leukozyten

Zunachst wurden 10 ml einer Eigen-Vollblutspende von 10 ml in EDTA im Verhaltnis 1:1
mit PBS gemischt. AnschlieRend wurde die Lésung in einem 50 ml-Rdéhrchen vorsichtig
auf 25 ml Ficoll Uberschichtet. Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt fir 80 Minuten bei
1500 Umdrehungen pro Minute und 20°C bei gelOster Bremse. Zur weiteren
Aufreinigung wurden die Leukozyten aus der mittleren Phase in 35 ml PBS uberfuhrt
und erneut unter gleichen Bedingungen fur 15 Minuten zentrifugiert. Die so gewonnenen

Leukozyten wurden entsprechend dem Protokoll flir Durchflusszytometrie behandelt.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Die adharenten Zellen wurden dreimal zum Waschen mit 3-5 ml PBS beschichtet,
geschwenkt, das PBS wieder entfernt. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber in 2-4 ml PBS geldst und in 1,5 ml Eppendorf-Behalter transferiert. Bei der
optionalen Sialidase-Behandlung wurden die Zellen anstelle von PBS mit N2-Medium
gewaschen und darin unter Zugabe von Sialidase (1:400) fur 2,5 Stunden bei 36°C unter

Schutteln inkubiert und anschlielend mit PBS gewaschen.

Die Zellen wurden fur eine Stunde auf Eis mit Primarantikdrper gegen CD33 (Klon
WM53 1:200) oder der passenden Isotypen Maus-IgG (1:100) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 30 Minuten auf Eis im Dunkeln mit
PE-konjugiertem Sekundarantikorper (2.5 ug/ml) inkubiert. Nach erneutem dreimaligen
waschen mit PBS wurde das Pellet in 300 ul PBS geldst und das Antikorpersignal per

Durchflusszytometrie gemessen und analysiert.

2.2.6 Immunozytochemie von iPSdM-Mikroglialinien

24 Stunden vor der Farbung wurden ca. 30.000 Zellen auf Kammer-Zellkultur-Tragern
ausgesat. Vor der Immunozytochemie wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und anschliel3end mit 4 % PFA fur 10 min fixiert.

Anschlieend wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen und mit einer Losung aus 10 %

BSA, 5 % normal goat serum (NGS) und 0,1 % Triton-X fUr eine Stunde lang geblockt.



36

Die Zellen wurden uber Nacht bei 4°C mit dem Primarantikdrper gegen CD33 (1:200)

und lonized calcium binding adaptor molecule-1 (Iba-1) (1 pg/ml) inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fur zwei Stunden
im Dunkeln mit den Sekundarantikdrpern Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen (4
pg/ml) und Cy-3 Ziege-anti-Maus (2.5 ug/ml) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurde abschlieRend fir 30 Sekunden in DAPI (0.1 pg/ml) inkubiert und erneut
dreimal mit PBS gewaschen. Zur weiteren Analyse wurden die Objekttrager mit Mowiol
und Deckglaschen eingedeckelt und bei 4°C gelagert.

2.2.7 Immunohistochemie von Hirnschnitten

Es wurden Paraffin-Schnitte aus Gehirnen von Alzheimer Patienten und einer
Kontroligruppe in 7 um Dicke verwendet. Das verwendete Hirngewebe wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Dietmar R. Thal, Professor fur Neuropathologie an der
Universitat Ulm, zur Verfigung gestellt und stammt aus der Hirnbank Ulm, die gemaf
Ethik-Votum Nr. 54/08 Gewebe asserviert und Gewebeschnitte fur wissenschaftliche
Forschungszwecke weitervergibt. Zur Vorbehandlung wurden die paraffinierten Schnitte
dreimal fUr drei Minuten in Xylol deparaffinisiert. Anschlie3end wurden die Schnitte fur je
zwei Minuten zweimal in 100 % Ethanol, zweimal in 95 % Ethanol, einmal in 70 %

Ethanol und schlieBlich 1 Minute in Wasser inkubiert.

Daraufhin wurden die Schnitte in einem Dampfkocher per Mikrowelle in Zitrat-Puffer
(2,94 g/l, pH 6,0) fur ca. 10 Minuten aufgekocht, der Dampfkocher anschlielend unter
flieRendem, kalten Wasser abgekuhlt und die Schnitte im Zitrat-Puffer liegend fur 20
Minuten auf Raumtemperatur abgekuihlt. Im Anschluss wurden sie zweimal mit Wasser

abgespult und dreimal fur je 5 Minuten in PBS gewaschen.

Die Schnitte wurden mit 10 % NGS in PBS geblockt und anschlieRend mit dem ersten
Primarantikdrper Kaninchen-anti-humanes-CD33 (1:1000) in 0,5 % NGS uber Nacht bei
4°C inkubiert. Als Sekundarantikorperkontrolle wurde ein Schnitt ohne Primarantikorper
in PBS inkubiert.
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Am folgenden Tag wurden die Schnitte erneut dreimal fur 5 Minuten in PBS gewaschen,
und mit dem ersten Sekundarantikérper Cy-3-konjungierter Ziege-anti-Hase (fragment
antigen binding (Fab) - Fragment) im Verhaltnis 1:1000 in 0,5 % NGS fur 1 Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nach erneutem Waschen wurden die Schnitte im zweiten Primarantikérper Ratte-anti-
Maus-CD68 im Verhaltnis 1:1000 unter gleichen Bedingungen wie der erste

Primarantikdrper uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurde nach einem Waschschritt der zweite Sekundarantikorper FITC-
Ziege-anti-Maus im Verhaltnis 1:500 fur 1 Stunde in 0,5 % NGS bei Raumtemperatur auf
die Zellen gegeben, erneut gewaschen und der Objekttrager mit Mowiol und Deckglas
versehen. Die Schnitte wurden bis zur Analyse am Konfokal-Mikroskop bei 4°C im

Dunkeln gelagert.

2.2.8 Auswertung der Immunohistochemie

Bei der Auswertung der Hirnschnitte wurden zunachst die Sekundarantikorper-
Kontrollen mikroskopiert und der Schwellenwert so hoch gesetzt, dass moglichst wenig
Cy-3 Signal detektiert wird. Somit wurde das Signal unspezifischer Bindungen
ausgeblendet. Mit denselben Einstellungen wurden nun Aufnahmen der CD33-CD68

Farbungen von Alzheimer- und Kontroll-Patienten angefertigt.

Zur weiteren Analyse wurde die Fluoreszenz der Bilder am Computer mit Image-J
Software gemessen, indem manuell eine Maske um die CD68-positiven Zellen gelegt
und deren Intensitat der CD33-Farbung gemessen wurde. Hiervon wurde die Intensitat
der Hintergrund-Fluoreszenz abgezogen und die Ergebnisse graphisch ausgewertet. Die
Fluoreszenz der Kontrollpatienten wurde gleich eins gesetzt und die Fluoreszenz-
Intensitat der Alzheimer-Patienten im Verhaltnis dazu angegeben. Es wurden fur die
Alzheimer- und Kontroll-Patientenpaare 1-5 jeweils 5 Bilder verschiedener Regionen
eines Hirnschnitts ausgewertet. Fur das Patientenpaar 6 wurden qualitatsbedingt vier
Bilder des Kontroll-Patienten und drei Bilder des Alzheimer-Patienten eines Hirnschnitts

ausgewertet. Die abweichenden Werte wurden in die Berechnungen mit einbezogen.
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2.2.9 Statistische Analyse

Die in dieser Arbeit vorliegenden statistischen Daten sind mit dem Standardfehler des
Mittelwertes als Fehlerbalken aus mindestens drei unabhangigen Experimenten gezeigt.
Die Datenanalyse erfolgte mit dem Student-t-Test fir zwei Gruppen mit SPSS Software.

Die Signifikanzintervalle betragen:

***  p<0,001
i p <0,01
* p <0,05
ns. p>0,05

2.3 Forderung

Dieses Projekt wurde aus BONFOR-Fordermitteln finanziert.
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3. Ergebnisse

Als fur die CD33-Expression in Frage kommende Zellpopulation wurden im Rahmen der
Arbeit die Mikroglia untersucht. Da der CD33-Rezeptor speziesubergreifend wesentliche
Unterschiede sowohl in Struktur als auch in Funktion aufweist, kam die Verwendung von
murinen Mikroglia nicht in Frage. Da die in vivo Untersuchung von humanen Mikroglia
ebenfalls keine praktikable Alternative darstellt, wurde im weiteren Verlauf fur in vitro

Studien auf Mikroglia aus induzierten pluripotenten Stammzellen zurtickgegriffen.

3.1 Nachweis der Transkription des CD33-Rezeptors in iPSdM-Mikroglialinien
unter verschiedenen Stimulations-Bedingungen mittels PCR

Zunachst wurde die Transkription des cd33-Gens in iPSdM nachgewiesen. Hierzu
wurde messenger ribonulcleic acid (mRNA) aus iPSdM isoliert und mittels reverser
Transkription in cDNA Ubersetzt. Mithilfe dieser cDNA wurde dann mit entsprechenden
Primern mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) die Transkription des cd33-Gens in
vitro nachgewiesen (siehe Abbildung 7). Fur die Detektion von CD33-cDNA wurde der
vorwarts-Primer ,GCTGTGGGCAGGGCCCT® und ein ruckwarts-Primer mit der
Sequenz ,TGGCTCCTTCCCGGAACCAGT" verwendet.

Zusatzlich sollte das Transkriptionslevel unter Stimulation mit verschiedenen Zytokinen
untersucht werden, um RiUlckschlisse auf Modifikationsmoglichkeiten des Immun-
systems und die immunologische Funktion des Rezeptors ziehen zu konnen. Hierzu

wurde zusatzlich zu cDNA aus unstimulierten Zellen auch eine Stimulation mit:

Lipopolysaccharid (LPS)

- Interferon-y (IFN-y)

- Interleukin-4 (IL-4)

- Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a)

- Granulocyte-Macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
- Interleukin-3 (IL-3)

- Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)

fur 24 Stunden in Kultur vorgenommen, bevor die Transkriptionsrate von cd33 unter den

unterschiedlichen Stimulationsbedingungen analysiert wurde.



Um die Intensitat der PCR-Banden auszuwerten, wurde fur alle Proben zusatzlich eine
PCR mit einem Primerpaar gegen das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase-Gen (gapdh) angefertigt. Als Kontrollen wurde neben mehrfach
destilliertem Wasser als Leerkontrolle auch cDNA aus THP-1 Zellen als Positivkontrolle
mit nachgewiesener cd33 Transkription verwendet. Als Marker wurde eine 100
Basenpaar-Leiter gewahlt, die gezeigte Referenz-Bande in Abbildung 7 markiert ein 200

Basenpaare grof’es Produkt, das PCR-Produkt der cd33-Pirmer liegt also bei 170

Basenpaaren.
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Abbildung 7: Nach lIsolation von mRNA aus induced pluripotent stem cell derived
microglia (iPSdM) wurde diese in cDNA ubersetzt und mittels PCR auf die Transkription
des cd33 Gens untersucht. Als Kontrollen wurden THP-1 cDNA (Positivkontrolle) und
Wasser (Negativkontrolle) verwendet. Als Intensitatskontrolle wurde fur die Proben
zusatzlich eine PCR mit einem Primerpaar gegen gapdh durchgefihrt. Als Marker wurde
eine 100 Basenpaar-Leiter verwendet, die gezeigte Bande markiert 200 Basenpaare,
das PCR Produkt der cd33-PCR liegt daher bei 170 Basenpaaren. Die Abbildung zeigt
Banden fur beide analysierten iPSdM-Mikroglialinien und Unterschiede in der Intensitat
der Banden zwischen den verschiedenen Stimulationsbedingungen. LPS und IL-3
steigern in vitro die Transkriptionsrate des cd33 Gens.

Die Auswertung der PCR (siehe Abbildung 7) zeigt erstens, dass das cd33-Gen auf
beiden gezeigten iPSdM-Mikroglialinien transkribiert wird und zweitens Unterschiede in
der Intensitat der Banden zwischen den verschiedenen gezeigten Stimulationen vor-

handen sind.
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Eine Stimulation mit LPS und IL-3 zieht hier eine erhdhte Transkriptionsrate des cd33-

Gens nach sich.

3.2 Qualitativer Protein-Nachweis von CD33 in vitro auf iPSdM-Mikroglialinien
mittels Immunozytochemie

Um zusatzlich zu der Transkription auch einen Nachweis flr die Translation, bzw. die
Expression eines funktionsfahigen Proteins auf der Zelloberflache zu liefern, wurde auf
zwei verschiedene Verfahren zuruckgegriffen. Zunachst sollte mittels Immuno-
zytochemie und anschlieBender Konfokalmikroskopie der Nachweis des CD33-
Rezeptors auf der Zelloberflache visualisiert werden. AnschlieRend sollten die

Ergebnisse mittels Durchflusszytometrie bestatigt und quantifiziert werden.

Hierzu wurden auf Objekttragern ausgesate iPSdM mit den Primar-Antikdrpern gegen
CD33 und Iba-1 als Mikroglia-Marker inkubiert. Der CD33-Rezeptor wurde Cy-3 markiert
(rot) und Iba-1 mit Alexa Fluor 488-markiert (grtin). Die Ergebnisse der Farbung sind in
Abbildung 8 gezeigt.

Die CD33-Farbung (rot) zeigt die Expression des CD33-Rezeptors und seiner Verteilung
auf der Zelloberflache. Es konnte nun also neben der Transkription des cd33-Gens auch

die Expression des Proteins auf humanen Mikroglia in vitro gezeigt werden.
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IPSdM 4

Abbildung 8: Immunozytochemie von iPSdM 1-4. Iba-1 wurde als Mikroglia-Marker
verwendet. Die CD33-Farbung =zeigt eine Expression auf allen vier iPSdM-
Mikroglialinien. Maf3stab: 50 pm.
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3.3 Qualitativer Protein-Nachweis von CD33 in vitro auf iPSdM-Mikroglialinien
mittels Durchflusszytometrie

Da immunozytochemisch der Nachweis des CD33-Rezeptors auf humanen Mikroglia in
vitro erbracht werden konnte, sollten diese Ergebnisse nun mittels Durchflusszytometrie
bestatigt und quantifiziert werden.

Vorher wurde der verwendete CD33-Antikorper mittels einer Positivkontrolle aus
humanen Leukozyten auf seine Funktionalitat Uberprift. Hierzu wurde eine
Vollblutspende durch einen Ficoll-Gradienten aufgetrennt und so die Leukozyten isoliert.
Die Zellen wurden gegen CD33, bzw. mit einer Isotypen-Kontrolle inkubiert, mittels PE-
Sekundarantikdrper markiert und wie in Abbildung 9 gezeigt durchfluss-zytometrisch

analysiert.
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Abbildung 9: Die Abbildung zeigt eine reprasentative durchflusszytometrische
Auswertung einer Farbung von humanen Leukozyten als Positivkontrolle gegen
CD33 (in blau dargestellt) und die entsprechende Isotypen-Kontrolle (in rot
dargestellt) als Histogramm. Die humanen Leukozyten wurden aus Spender-Vollblut
uber einen Ficoll-Gradienten isoliert und gegen CD33 gefarbt. Die deutliche
Verlagerung der beiden Peaks zueinander zeigt eine klare Expression des CD33-
Rezeptors auf der Zelloberflache der Leukozyten an.
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Die Abbildung 9 zeigt eine eindeutige Verlagerung des CD33-Peaks (in blau dargestellt)
gegenuber dem Isotypen-Peak (in rot dargestellt). Das Ergebnis zeigt, dass die isolierte
Leukozytenpopulation CD33 auf der Oberflache exprimiert und dass der verwendete

Primar-Antikorper gegen CD33 funktionell ist.

Analog zu der gezeigten Immunozytochemie von CD33 wurden auch bei der
Durchflusszytometrie die iPSdM als Mikroglia identifiziert. Hierzu wurden iPSdM 1 von
der Kulturplatte geldst und jeweils einmal mit einem Primar-Antikdrper gegen CD11b
und gegen CDA45 als Mikroglia-Marker, bzw. einem entsprechenden Isotypen-Antikorper
und mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundar-Antikorper gefarbt.

Abbildung 10 zeigt die durchflusszytometrische Auswertung der so markierten iPSdM-
Mikroglialinie 1. Der deutliche Shift der beiden Peaks zueinander zeigt eine Expression
dieser Mikroglia-Marker auf der Zelloberflache der untersuchten iPSdM an und

identifiziert diese als Mikroglia.
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt eine Durchflusszytometrie von iPSdM 1 als
Histogramm. Die Zellen wurden mit einem Primarantikérper gegen CD11b, bzw. gegen
CD45 (beide in blau dargestellt) und einer entsprechenden Isotypen-Kontrolle (in rot
dargestellt) gefarbt. Der deutliche Shift der beiden Peaks zueinander zeigt eine
Expression dieser als Marker mikroglialer Zellen verwendeten Proteine auf der
Zelloberflache an.

Mit dem an der Positivkontrolle getesteten Primar-Antikérper gegen CD33 wurde der
Nachweis des CD33-Rezeptors auf der Zelloberflache von iPSdM 1, 2, 3 und 4 erbracht.
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Hierzu wurden die iPSdM-Mikroglialinien analog zu der CD11b- und CD45-Farbung mit
dem CD33-Antikdrper bzw. einer entsprechenden Isotypen-Kontrolle gefarbt und
anschlieBend mit einem fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikbrper markiert.
Abbildung 11 zeigt die durchflusszytometrische Auswertung der beschriebenen Far-
bung.

Die durchflusszytometrische Auswertung der Farbung (siehe Abbildung 11) zeigt, dass

alle vier untersuchen iPSdM-Mikroglialinien den CD33-Rezeptor auf ihrer Zelloberflache

exprimieren.
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Abbildung 11: Gezeigt ist die Auswertung einer Durchflusszytometrie von iPSdM 1 bis
4 als Histogramm. Die Zellen wurden mit einem Primarantikdrper gegen CD33 (in blau
dargestellt) bzw. einer entsprechenden Isotypen-Kontrolle (in rot dargestellt) inkubiert
und anschlieBend mit einem fluoreszenz-gekoppelten Sekundar-Antikérper markiert.
Das starkere Fluoreszenz-Signal gegenuber der Isotypen-Kontrolle weist die CD33-
Expression nach. Alle analysierten Zelllinien iPSdM 1 bis 4 exprimieren den CD33-
Rezeptor auf ihrer Oberflache.
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3.4 Quantitativer Protein-Nachweis von CD33 in vitro auf iPSdM-Mikroglialinien
mittels Durchflusszytometrie

Nachdem die Mikroglia in vitro als CD33-exprimierende Population im ZNS identifiziert
wurden, sollte evaluiert werden, ob eine Funktionslosigkeit des Proteins oder eine alter-
ierende Expression durch Mutationen in der Promotorregion Einfluss auf die

Pathogenese von Morbus Alzheimer nehmen.

Hierzu liefert eine quantitative Analyse von CD33 auf iPSdM in vitro erste
Anhaltspunkte. Da CD33 als membrangebundener Rezeptor von Sialinsduren der
zelleigenen und zellfremden Glykokalyx umgeben ist, kann davon ausgegangen
werden, dass entsprechende Liganden in der Glykokalyx in cis- oder trans-Position an
CD33 binden, es somit blockieren und folglich fur Antikorperdetektion maskieren
konnen.

Bei konstanter Expression von CD33 auf der Zelloberflache kann in Abhangigkeit von
der Menge blockierender, zelleigener CD33-Liganden ein unterschiedliches Aktivitats-

muster resultieren.

Um diese These zu belegen, wurde eine quantitative Analyse des CD33-Rezeptors auf
der Zelloberflache in vitro unter Normalbedingungen und nach Sialidase-Behandlung
durchgefuhrt. Sialidasen spalten Sialinsauren in der Glykokalyx ab und sollen so das
blockierte CD33 fur die Antikorper-Detektion demaskieren.

Vor der Farbung gegen CD33 wurden durch eine Sialidase-Behandlung die Sialinsaren
der Glykokalyx abgespalten.

Abbildung 12 A und 12 B zeigen die durchflusszytometrische Auswertung des Experi-
ments mit iPSdM 1 bis 4. Dargestellt ist die Zellpopulation als quantitative Auswertung
fur zwei verschiedene Konditionen. Abbildung 12 A zeigt die CD33-Expression unter
Kontrollbedingungen fur iPSdM 1 bis 4 ohne Sialidase-Behandlung, Abbildung 12 B
zeigt die Ergebnisse nach Sialidase-Behandlung fir 2 2 Stunden bei 36°C. Die jeweils
erste Zeile zeigt die Isotypen-Kontrolle, die jeweils zweite Zeile die entsprechende
CD33-Farbung. Die angegebenen Werte entsprechen der relativen Anzahl der Zellen,

deren Fluoreszenz oberhalb des Schwellenwertes liegen.



>

keine Sialidase

Isotyp

CD33

Vorwarts-Streulicht

IPSdM1

iIPSdM2

I 0,46

iIPSdM4

[~ 10,46

0 0
ol

-
10° 10" 10

Lhi | L |
2z 3

10 '

T
10

11,36

Fluoreszenz-Intensitat

0 0
vy v T v
10° 10! 10? 10* 10*
T

Abbildung 12 A: Die Abbildung zeigt die CD33-Expression auf der Oberflache von iPSdM 1-4 als quantifizierbare
Darstellung der Zellpopulation in der Durchflusszytometrie. Die erste Zeile zeigt die Auswertung der Isotypen-
kontrolle, die zweite Zeile zeigt die Auswertung der Farbung mit dem Primar-Antikorper gegen CD33.
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Abbildung 12 B: Die Abbildung zeigt analog der Darstellung in 12 A die Ergebnisse nach Sialidase-Behandlung.

£1%



49

Der Aktivierungsgrad der Mikroglia unterliegt trotz mdglichst konstanten Bedingungen in
vitro verschiedenen, nicht immer definierbaren Einflussfaktoren, wie unterschiedliche
Zelldichte in der Kulturschale, leichten Temperaturunterschieden des Zell-Mediums,
leichten Unterschieden im Aktivierungs-Niveau nach dem Auftauen von weggefrorenen
Zellen oder Unterschiede im Ausmaly der Maskierung von CD33 durch zelleigene
Sialinsauren. Daher ist verstandlicherweise analog zum Aktivierungsgrad der Mikroglia
auch die Expression des CD33-Rezeptors bzw. dessen Detektionsrate nicht immer

konstant.

Um einen Effekt der genannten Einflussfaktoren auf die quantitative Analyse von CD33
auf iPSdM zu vermeiden, werden die Kulturschalen mit iPSdM-Mikroglialinien zur
Detektion unter Standard-Bedingungen und nach Sialidase-Behandlung parallel in
Kultur gehalten und gleichzeitig von den Platten gelost und mit den Antikorpern
inkubiert. Jedes Experiment ist also eine Momentaufnahme des Expressions-Niveaus.

Die Ergebnisse des Experiments sind in Abbildung 12 gezeigt.

Gemeinsam bleibt allen gezeigten Ergebnissen der positive Nachweis der Expression
des Rezeptors. Diese Ergebnisse korrelieren gut mit dem immunzytochemischen und
durchflusszytometrischen qualitativen Nachweis von CD33 aus den vorherigen
Experimenten. Wird das Experiment nach einer 2 ' stindigen Sialidase-Behandlung
durchgefuhrt, kommt es zu einer Steigerung der Detektionsrate von CD33 auf den
Zellen (siehe Abbildung 12 B). Abbildung 13 zeigt die durchschnittliche Hochregulation
der Detektionsrate des Rezeptors nach Sialidasebehandlung fir die in Abbildung 12
gezeigten Experimente. Es kommt im Schnitt zu einer Verdoppelung der Fluoreszenz-

detektion nach Sialidasebehandlung.
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Abbildung 13: Die Abbildung zeigt die mittlere Steigerung der Detektionsrate von CD33
gemessen durch Durchflusszytometrie nach Sialidasebehandlung wie in Abbildung 12
gezeigt. Im Schnitt bewirkt eine Sialidase Behandlung eine Steigerung der
Detektionsrate um den Faktor zwei.

3.5 Nachweis der Transkription des cd33-Gen in humanem Hirngewebe

Nachdem CD33 in iPSdM nachgewiesen wurde, konnten die Ergebnisse im humanen
Modell bestatigt werden. Hierzu wurde mRNA aus kompletten humanen Gehirnen revers
transkribiert. Die gewonnene cDNA besteht aus einem desoxyribonucleic acid (DNA) -
Mix aus allen im menschlichen Gehirn vorkommenden Zellen. AnschlieRend wurde die
Probe mittels PCR auf die Sequenz fir das cd33-Gen untersucht. Die Reaktion wurde
unter denselben Konditionen und mit den gleichen Primern durchgefuhrt, wie sie fur die
iPSdM-cDNA gezeigt wurden.

Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der PCR mit THP-1-cDNA als Positivkontrolle und einer
Leerkontrolle aus mehrfach destilliertem Wasser. Als Intensitatskontrolle wurde eine

PCR mit Primern gegen das Haushaltsgen gapdh angefertigt.
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Abbildung 14: Die Abbildung zeigt das Ergebnis einer PCR aus cDNA einer Probe aus
komplettem menschlichen Gehirn. Als Intensitatskontrolle wurde eine PCR mit Primern
gegen das Haushaltsgen gapdh durchgefihrt.

Die auf ein Agarose-Gel aufgetragenen PCR-Proben zeigen eine deutliche Bande fur
die PCR-Produkte der cd33-Primer in der Probe aus humanem Hirngewebe. Somit
wurde die Transkription des cd33-Gen in humanem Hirngewebe nachgewiesen.

Aus Abbildung 14 geht hervor, dass es im menschlichen Gehirn eine Zellpopulation gibt,
welche das cd33-Gen transkribiert. Da sowohl die Transkription des cd33 Gens als auch
die Expression des CD33-Rezeptors in vitro auf humanen iPSdM bereits gezeigt wurde,
liegt es nahe, auch im menschlichen Gehirn die Mikroglia naher auf CD33 zu unter-

suchen.

3.6 Nachweis des CD33-Rezeptors in humanem Hirngewebe mittels
Immunohistochemie

Um zu prifen, ob sich die in vitro Ergebnisse auf Mikroglia in humanem Hirngewebe
ubertragen lassen, wurde bereits mit mRNA aus humanem Hirngewebe die
Transkription des cd33-Gens nachgewiesen. Nun wurde auch das Protein auf der
Zelloberflache von humanen Mikroglia in Gehirnschnitten untersucht. Hierzu wurden
Schnitte aus Paraffin-fixierten menschlichen Spendergehirnen angefertigt und auf eine
CD33-Expression hin untersucht.

Die Schnitte wurden gegen CD33 und den Mikroglia-Marker CD68 gefarbt und mittels

Konfokalmikroskop analysiert.
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Das untersuchte Patienten-Kollektiv bestand zur einen Halfte aus Patienten mit einer
gesicherten Alzheimer-Demenz und zur anderen Halfte aus nicht an Demenz erkrankten
Kontroll-Patienten. Aus den Gehirnschnitten wurden randomisiert Paare aus einem
Alzheimer- und einem Kontroll-Patienten gebildet und verglichen. Als Kontrolle fur den
verwendeten CD33-Antikorper wurde eine reine Sekundarantikdrperfarbung durch-
gefuhrt und anschlieBend der Schwellenwert flr die Intensitdtsmessung so hoch
gesetzt, dass fur diese Farbung kein relevantes Signal aufgezeichnet wurde. Somit
wurden Signale aus unspezifischen Bindungen nicht in relevantem Umfang detektiert.
Durch eine CD68-CD33 Doppel-Farbung konnte eine Aussage daruber getroffen
werden, ob es sich bei den gefarbten Zellen um Mikroglia handelt.

Abbildung 15 zeigt mit einem Konfokal-Mikroskop aufgenommene, reprasentative Bilder

dieser Farbung.
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Abbildung 15: A: Obere Reihe: Konfokalmikroskopische Auswertung einer CDG68-
Farbung und einer Sekundar-Antikdrper Kontrolle eines Kontroll-Patienten. Samtliche
Farbung der Sekundar-Antikdrper-Kontrolle ist hier als unspezifisch zu werten. Untere
Reihe: Zum Vergleich eine Farbung mit Primar-Antikorpern gegen CD68 und CD33 mit
einer spezifischen Doppelfarbung einer Mikroglia-Zelle eines Alzheimer-Patienten.
B: Konfokalmikroskopische Auswertung einer CD68- (grin) und CD33- (rot) Farbung bei
einem Kontroll- (oben) und einem Alzheimer-Patienten (unten) im Vergleich. Unter den
Ubersichtsaufnahmen sind VergréRerungen aus dem jeweiligen Bild gezeigt. Bei beiden
Patienten finden sich CD33 positive Mikroglia. Malistab VergroRerungen: 20 pm,
Ubersichtsaufnahmen: 50 pym.
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Die Farbung in Abbildung 15 A zeigt in der oberen Reihe eine konfokalmikroskopische
Auswertung einer Farbung gegen CD68 in grin und einer reinen Sekundar-Antikorper
Kontrolle ohne Primar-Antikorper in rot. Zusatzlich ist ein Ubereinandergelegtes Bild der
beiden Farbungen gezeigt.

Die zweite Reihe zeigt im Vergleich die tatsachliche Farbung gegen CD68 (grtuin) und
CD33 (rot) bei einem Alzheimer Patienten und zusatzlich auch hier ein Ubereinander-
gelagertes Bild. Die Abbildung zeigt eine CD68-positive Zelle, welche ebenfalls ein
positives Signal in der CD33-Farbung zeigt.

Im nachsten Schritt wurden Paraffin-Schnitte von Kontroll- und Alzheimer-Patienten
gegen CD68 und CD33 gefarbt (siehe Abbildung 15 B). Sowohl in den Schnitten der
Kontroll-, als auch der Alzheimer-Patienten waren die durch die CD68-Farbung
detektierten Mikroglia auch CD33-positiv. Hierdurch wurde die CD33-Expression aus

den in vitro Versuchen mit iPSdM auch in humanem Gewebe nachvollzogen.

3.7 Quantitative Analyse der CD33-Expression auf humanen Mikroglia bei
Alzheimer- und Kontroll-Patienten

Nachdem die Transkription des cd33-Gen in humanem Hirngewebe und die Expression
des CD33-Rezeptors in humanen Hirnschnitten nachgewiesen werden konnten, wurden
die Gehirnschnitte als nachstes auf die Anzahl der Mikroglia hin untersucht und
analysiert, wie viele Mikroglia bezogen auf die Gesamtzahl der Mikroglia eine
nachweisbare CD33-Expression zeigen. Hierbei wurde nur eine qualitative Aussage
bezluglich ,Expression® oder ,keine Expression® getroffen, zunachst ohne das
Expressionsniveau zu bertcksichtigen. Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus
einer Gruppe aus sechs Alzheimer- und sechs Kontrollpatienten, welche fur die
Experimente randomisiert in Paare eingeteilt wurden. Abbildung 16 zeigt einzelne
Informationen der betreffenden Patienten auf. Alle Schnitte stammen aus dem gyrus
temporalis superior des Neocortex. Schnitte aus denselben Gehirnen wurden in der
Vergangenheit bereits zu Untersuchungen von Mikroglia durch Gaikwad et al. verwendet
(Gaikwad et al., 2009).



55

Alzheimer, Diabetes Mellitus,
Pneumonie, Myocardinfarkt

3 3 2 Mixed Dementia, Diabetes Mellitus,
Pneumonie, Myocardinfarkt

4 3 1 Alzheimer, Diabetes mellitus

Alzheimer 1

Alzheimer 2 85

Alzheimer 3 78
Alzheimer 4 89
Alzheimer 5 89
Alzheimer 6 78
Kontrolle 1 66
Kontrolle 2 66
Kontrolle 3 69
Kontrolle 4 66
Kontrolle 5 70
Kontrolle 6 73

n.d. n.d. n.d. Alzheimer, Diabetes mellitus, Sepsis
n.d. n.d. n.d. Alzheimer, Diabetes mellitus

5 4 3 Alzheimer, Hypertonie

- - - Alkoholismus, Pneumonie, Hypertonie

- - - Diabetes mellitus, Myocardinfarkt

- - - Hypertonie

- - - Cerebrale Blutung

- - - Alkoholismus

=T 2TZs2=s=s==== £ =

- - - Bronchial Carcinom

Abbildung 16: Informationstabelle zu allen in den immunhistochemischen Farbungen
vorkommenden Patienten. Braak Stage nach Braak et al. (Braak und Braak, 1991); Ap-
Phase nach Thal et al. (Thal et al., 2000); CDR-score nach Morris et al. (Morris, 1993).
n.d. nicht definiert.

Abbildung 17 zeigt im Einzelnen die graphische Auswertung der Untersuchungen von
Zellzahl und CD68/CD33-Koexpressionslevel fir alle untersuchten Patienten in
Zellen/mm?, wobei jeweils die totale Zellzahl und der Anteil der CD33-positiven Zellen

nebeneinander gezeigt sind.
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Abbildung 17: Die Abbildung zeigt die Anzahl der CDG68-postiven Zellen aller
untersuchten Patienten im Vergleich zu der Anzahl an Zellen mit einem positiven CD33-
Signal.

Wie in Abbildung 17 gezeigt, lassen sich aus den Daten der einzelnen Patienten
Aussagen Uber die Gesamtheit der untersuchten Kontroll- und Alzheimer-Patienten
treffen. Die Anzahl der CD68 positiven Zellen als Maly fur die Mikrogliazahl liegt
insgesamt bei den Alzheimer Patienten leicht hoher als bei den Kontroll-Patienten. Die
graphische Auswertung der Zellzahl ist in Abbildung 18 gezeigt, wobei die Anzahl der
Zellen mit einem positiven Signal flir den Mikroglia-Marker CD68 gleich eins gesetzt
wurde und die Zellzahl der CD68-positiven Zellen bei den Alzheimer-Patienten in

Relation dazu angegeben sind.



S7

relative Zellzahl

Kontrolle

Abbildung 18: Untersuchung der Anzahl an Zellen mit einem positiven Signal fir den
Mikroglia-Marker CD68 bei Kontroll- und Alzheimer-Patienten. Die Zellzahl der
Kontrollpatienten wurde gleich eins gesetzt und die Zellzahl der Alzheimer-Patienten in
Relation dazu angegeben. MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Als nachstes wurde die Koexpression von CD68 und CD33 untersucht um zu
analysieren wie viel Prozent der Zellen mit einem positiven Signal fur CD68 auch eine
CD33-Expression zeigen. Hierbei wurde nur eine qualitative Aussage getroffen, eine
quantitative Aussage zum Expressionsniveau wird an anderer Stelle getroffen.
Abbildung 19 zeigt die graphische Auswertung der CD68-CD33-Koexpression in
Prozent. Sowohl in der Gruppe der Kontroll-Patienten als auch in der Gruppe der
Alzheimer-Patienten wurde eine Koexpressionsrate von uber 98 % gefunden, was

bedeutet, dass fast alle untersuchten Zellen CD33 exprimieren.
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Abbildung 19: Die Abbildung zeigt die Koexpression von CD68 und CD33 bei Kontroll-
und Alzheimer-Patienten. Bei beiden Kollektiven liegt eine hohe Koexpressionsrate von
uber 98 % vor. MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Aus den gezeigten Auswertungen kénnen zwei grundlegende Aussagen getroffen
werden. Erstens, dass die Anzahl der Mikroglia nur einen geringen Zusammenhang mit
dem Alzheimer-Status aufweist und zweitens, dass der Groldteil der detektierten

Mikroglia eine CD33-Expression aufweisen.

Als nachster Schritt wurde das CD33-Expressionsniveau auf den Mikroglia bei Kontroll-
Patienten im Vergleich zu Alzheimer-Patienten analysiert, um nach der qualitativen
Aussage aus Abbildungen 17 und 18 nun auch eine quantitative Aussage treffen zu

konnen.

Hierzu wurden die konfokalmikroskopisch angefertigten Bilder der CD68-CD33-Farbung
auf die Fluoreszenz-Intensitat des CD33-Signals hin untersucht und quantifiziert.

Abbildung 20 zeigt die graphische Auswertung dieses Experiments fir alle untersuchten
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Patienten, in dem durchweg eine hohere Signalintensitat bei den Alzheimer-Patienten im

Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden wurde.

relative Fluoreszenz

Abbildung 20: Die Grafik zeigt die Auswertung der Signalintensitat fur die CD33-
Farbung bei Kontroll- und Alzheimer-Patienten im Vergleich. Die Intensitat liegt bei allen
untersuchten Alzheimer-Patienten hoher als bei den jeweiligen Kontroll-Patienten.

Die Abbildung 21 zeigt zusammenfassend das Niveau der CD33-Uberexpression der in
Abbildung 20 gezeigten Alzheimer-Patienten im Vergleich zu den Kontroll-Patienten. Im
Schnitt zeigt sich eine Hochregulation der CD33-Expressionsrate um den Faktor 2,08.

Dies entspricht einem hoch signifikanten Unterschied zwischen den Kollektiven.
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Abbildung 21: Graphische Auswertung der relativen CD33-Signalintensitat auf CD68-
positiven Zellen von Kontroll- und Alzheimer-Patienten als Malk flir das
Expressionsniveau von CD33 auf humanen Mikroglia. Die Signalintensitat der Kontroll-
Patienten wurde gleich eins gesetzt und die Signalintensitat der Alzheimer-Patienten in
Relation dazu angegeben. Es zeigt sich eine um den Faktor 2,08 hohere Signalintensitat
bei den Alzheimer-Patienten im Vergleich zu den Kontroll-Patienten. MW: Mittelwert,
SD: Standardabweichung.

Zusammen mit den qualitativen Ergebnissen aus den Abbildungen 17 bis 19 lasst sich
herleiten, dass das starkere Expressionsniveau des CD33-Rezeptors bei Alzheimer-
Patienten wie in Abbildung 21 gezeigt nicht allein durch eine hohere Gesamt-Zellzahl in
den analysierten Schnitten hervorgerufen werden kann, sondern durch eine gesteigerte
Expression auf den einzelnen Zellen. Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch
diesen Effekt zu vermeiden wurde bei der Berechnung des relativen Expressionsniveaus
die Fluoreszenz pro Flache berechnet, um einen eventuellen Effekt der hdheren Zellzahl
zu berucksichtigen. Es handelt sich also um eine gesteigerte Expressionsrate von CD33

in den Mikroglia der Alzheimer-Patienten im Vergleich zur Kontrollpopulation.
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4. Diskussion

Die kurzlich in genome wide association studies (GWAS) identifizierten Polymorphismen
im cd33 Gen (Hollingworth et al., 2011; Naj et al., 2011) zeigten eine hohe Korrelation
mit dem Auftreten des Morbus Alzheimer. Daraufhin erschloss sich eine neue
Perspektive fur die Demenz-Forschung, die erst kurzlich schwere Misserfolge bei der
Entwicklung medikamentdser Therapieoptionen des Morbus Alzheimer hinnehmen
musste (Doody et al., 2013; Salloway et al., 2009).

Jedoch ergibt sich wie bei allen GWAS das Problem, dass die Ergebnisse zunachst nur
eine Aussage zu Korrelationen treffen und keinen Beweis fur eine Kausalitat darstellen.
Diese Kausalitaten zu ergrinden muss dann Ziel weiterer Anstrengungen sein. Als
groldte Fehlerquelle der GWAS ist das verwendete Probenmaterial zu werten. Dominiert
zum Beispiel in einer ausgewerteten Probe eine bestimmte Zellpopulation, so kann in
einer weiteren weniger haufig in der Probe vorkommenden Population ein an sich
signifikanter Wert im Verhaltnis zur dominierenden Population untergehen. Die
Entdeckung eines Polymorphismus im cd33 Gen als Risikofaktor fur Morbus Alzheimer
erfordert also zunachst die Zuordnung zu einer bestimmten Zellpopulation welche CD33
exprimiert. Auf Grund der Verwandtschaft von Mikroglia zu anderen myeloiden Zellen
wie den Monozyten, welche CD33 exprimieren, waren sie die Zellpopulation welche in

der vorliegenden Arbeit auf CD33 untersucht wurde.

4.1 Das cd33-Gen wird in iPSdM in mRNA transkribiert und der CD33-Rezeptor
auf der Zelloberflache exprimiert

4.1.1 cd33-Gen-Transkription in humanen iPSdM

In der vorliegenden Arbeit wurde zuerst der Nachweis einer Transkription des cd33-
Gens in cDNA aus iPSdM-Mikroglialinien unter verschiedenen Stimulationen und unter
Standard-Bedingungen erbracht (siehe Abbildung 7). Stimulation durch LPS und IL-3
regulieren hierbei die cd33-Transkription herauf.

LPS ist Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien und 16st im menschlichen
Organismus massive immunologische Reaktionen bis hin zum septischen Schock aus.
Wird LPS, welches z.B. im Serum an LPS-bindendes Protein (LBP) bindet, auf der
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Zelloberflache vom CD14 gebunden, so dimerisiert CD14 mit dem toll-like-receptor-4
(TLR-4), was zur Aktivierung des nuclear factor kappa-light chain-enhancer of activated
B-cells (NF-kB) flhrt. In der Folge werden proinflammatorische Zytokine und Chemokine

produziert (Janeway et al., 2005).

Das Zytokin IL-3 stimuliert die Bildung von unspezifischen Effektorzellen wie
Makrophagen und Granulozyten im Knochenmark. Zusatzlich bewirkt es auch eine
Differenzierung von dendritischen Zellen aus Vorlauferzellen im Knochenmark (Janeway

et al., 2005). LPS und IL-3 wirken demnach beide entzindungsfordernd.

Die Hochregulation eines inhibitorischen Rezeptors wie CD33 als Reaktion auf einen
inflammatorischen Reiz koénnte als endogene ,Bremse” zum Verhindern einer

Uberreaktion aufgefasst werden.

4.1.2 Expression des CD33 Rezeptors in humanen iPSdM

Im nachsten Schritt wurde nach der Transkription auch die Expression des Proteins auf
der Zelloberflache nachgewiesen. Dies erfolgte mit zwei verschiedenen Methoden —
mittels Immunozytochemie und mittels Durchflusszytometrie. In diesem Teil der
vorliegenden Arbeit wurden iPSdM als adaquates Korrelat humaner Mikroglia
verwendet. In der Herstellung der iPSdM-Mikroglialinien wurde durch die verwendeten
Stimulationen die naturliche Entwicklung der Mikroglia im Dottersack wahrend der
Embryogenese imitiert. Es handelt sich um eine Zelllinie aus ethisch unbedenklichem

Spendermaterial aus menschlichen Fibroblasten.

In  den vorliegenden durchflusszytometrischen und immunozytochemischen
Untersuchungen der iPSdM, sowie in den immunohistochemischen Untersuchungen an
humanen Hirnschnitten sind reprasentativ Farbungen gegen CD68, CD45, CD11b und
Iba1 auf der Zelloberflache gezeigt. Die Proteine CD68, CD45, CD11b und Iba1 gelten
als Mikroglia-Marker (Guillemin und Brew, 2004; Napoli et al., 2009), ein Expressions-
nachweis dieser Proteine auf der Zelloberflache soll dazu dienen die betreffende Zelle

als Mikroglia zu identifizieren.
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Verschiedene Autoren brachten Mikroglia in der Vergangenheit in Verbindung mit der
Pathogenese von Morbus Alzheimer, was sie weiterhin zum Gegenstand intensiver
Forschungen werden liel3. Qui et al. beschrieben eine von den Mikroglia ausgehende
Produktion proteolytischer Enzyme wie Metalloproteasen, welche Amyloid-$
degenerieren sollen (Qui et al.,, 1997). Auch das vermehrte Auftreten von aktivierten
Mikroglia in unmittelbarer Umgebung amyloider Plaques wurde als Hinweis gedeutet,
dass Mikroglia Amyloid-f3 phagozytieren (Frautschy et al., 1998). Des Weiteren bewirkt
die Anwesenheit von Amyloid-p die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine durch
Mikroglia (Benveniste et al., 2001), was als Erklarungsversuch fur die bei Morbus
Alzheimer auftretende Neurodegeneration gewertet werden kann. Zudem exprimieren
Mikroglia Rezeptoren, welche eine entscheidende Rolle bei der Phagozytose von

Amyloid-f und Zelldebris spielen (Napoli und Neumann, 2009).

Aus dem hier erbrachten experimentellen Nachweis einer cd33-Transkription (siehe
Abbildung 7) und einer Expression des CD33-Rezeptors auf den iPSdM-Mikroglialinien
siehe Abbildung 8 und 11) geht hervor, dass Mikroglia neben den peripheren, myeloiden
Zellen im Blut ein CD33-exprimierendes Korrelat im ZNS darstellen. Folglich scheint die
Kausalitat zwischen Mutationen im cd33-Gen und dem vermehrten Auftreten von
spatmanifestem Morbus Alzheimer, wie es von Hollingworth et al. und Naj et al.
beschrieben wurde, eng mit den Mikroglia in Verbindung zu stehen (Hollingworth et al.,
2011; Naj et al., 2011).

Durch die Funktion der Mikroglia als Vertreter des Immunsystems im zentralen
Nervensystem ware eine Modulation der immunologischen Kompetenz durch
Mutationen in einem auf Mikroglia exprimierten inhibitorischen Rezeptor wie CD33, ein
plausibler Erklarungsansatz fur einen Beitrag in der Pathogenese von neuro-
degenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer. Sollte der pathogene Effekt
tatsachlich durch alterierte Expression hervorgerufen werden, kdnnte eine Veranderung
der CD33-Expression auch exogen ausgeldost werden, z.B. durch Anhaufung von

Liganden oder genereller Stimulation der exprimierenden Zellpopulation, den Mikroglia.
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4.2 Sialidase-Behandlung von iPSdM-Mikroglialinien fihrt zu einem gesteigerten
Detektionsniveau des CD33-Rezeptors auf der Zelloberflache

Liganden des CD33-Rezeptor sind bestimmte Sialinsduren, wie sie auch in der
Glykokalyx korpereigener Zellen vorkommen. Somit konnen korpereigene Sialinsauren
in cis- (von derselben Zelle stammend) oder trans- (aus einer Nachbarzelle stammend)
die Bindung von Liganden an CD33 ,blockieren® (Crocker et al., 2007; Paulson et al.,
2012). In einer solchen Bindung wird in der Mikroglia ein inhibitorisches Signal gemaf
der intrazellularen Signalkaskade aufrechterhalten (Lajaunias et al., 2005; Taylor et al.,
1999; Ulyanova et al., 1999).

Konsekutiv ist CD33 in einer solchen Bindung jedoch nach auf’en hin maskiert, da
Antikorper welche gegen CD33 gerichtet sind keine Bindung mit dem blockierten
Rezeptor eingehen kdnnen. Das nachweisbare Expressionsniveau von CD33 ist je nach
Menge solcher cis- und trans-Bindungen aufgrund des Mangels an fur die Antikorper-
Bindung verfiigbarem CD33 in diesem Zustand experimentell niedriger als es in Realitat
der Fall ist. Dieser Effekt kann so ausgepragt sein, dass in diesem Zustand
experimentell keine CD33-Expression nachweisbar ist. Dies ist aus Abbildung 12 A far
iPSdM 1 ohne Sialidasebahndlung ersichtlich.

Freeman et al. konnten im Rahmen ihrer Charakterisierung von CD33 zeigen, dass
transient CD33-exprimierende COS-Zellen (eine immortalisierte fibroblastenahnliche
Zelllinie aus Affen-Nierenzellen) Neu-5-Ac exprimierende Erythrozyten nur dann bindet,
wenn sie vorher einer Sialidase-Behandlung unterzogen wurden, was im Wesentlichen
auf demselben Effekt beruht (Freeman et al.,, 1995). Erst durch die Sialidase-
Behandlung wurden hier oberflachliche Sialinsduren abgespalten um die Bindungs-

stellen freizulegen.

Um einen solchen ,Maskierungs-Effekt” in der vorliegenden Arbeit zu umgehen und ein
Bild des tatsachlichen Expressionsniveaus nachzuweisen, wurden die Sialinsauren der
Glykokalyx mittels einer Sialidase-Behandlung abgespalten. CD33 liegt hiernach frei an
der Zelloberflache fur eine Antikérper-Bindung, das nachgewiesene Expressionsniveau
entspricht nun also der tatsachlichen Menge an CD33 auf der Zelloberflache. Auch fur
die in Abbildung 12 B reprasentativ gezeigte Momentaufnahme des Expressionsniveaus

zeigt sich fur iPSdM 1 nach Sialidase-Behandlung eine Expression von CD33 auf der
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Zelloberflache, obwohl hier unter Kontrollbedingungen keine Expression nachweisbar
war. Alle anderen gezeigten iPSdM-Mikroglialinien unterliegen demselben Effekt, wobei
allerdings auch ohne Sialidase-Behandlung ein geringes Expressionsniveau nach-
weisbar war. In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals ein maskierender Effekt
durch Sialinsduren in cis- und trans-Bindung in den iPSdM-Mikroglialinien als humanes

Mikroglia-Korrelat nachgewiesen werden.

Durch die Abspaltung der Sialidasen wird jedoch gleichzeitig auch das durch cis- und
trans-Bindungen aufrechterhaltende inhibitorische Signal entfernt, was experimentell
Einfluss auf das Verhalten der Mikroglia bzgl. der immunologischen Funktionen nimmt
(Lajaunias et al., 2005; Taylor et al., 1999; Ulyanova et al., 1999). Ein ahnlicher Effekt
wurde experimentell von Griciuc et al. nachgewiesen (Griciuc et al., 2013). Hier wurde
CD33 auf der murinen Mikroglia-Zelllinie BV2 so moduliert, dass der Sialinsaure-
bindende Anteil komplett fehlt. Es resultierte eine Aufhebung des inhibitorischen
Effektes von CD33 bezlglich der Phagozytosekapazitat von Amyloid-B 42. Die
Interaktion von CD33 mit Sialinsauren nimmt also eine wichtige Rolle in der Vermittlung

des inhibitorischen Effektes von CD33 auf immunologische Funktionen der Mikroglia ein.

Zu einem ahnlichen Ergebnis kommen auch Malik et al., die in ihrer Studie Uber einen
protektiven Polymorphismus im cd33-Gen zeigten, dass diese Mutation neben einer
geringeren Gesamtexpression von CD33 zur gesteigerten Bildung eines CD33-Isotypen
mit fehlender Bindungskapazitat fur kdrpereigene Sialinsauren fuhrt (Malik et al., 2013).
Konsekutiv entfallt das normalerweise vermittelte inhibitorische Signal von CD33, was
die gleiche Konsequenz birgt wie eine niedrigere Expression von voll funktionsfahigem
Protein. Das Alzheimer-Risiko ist vermindert im Vergleich zur Normalpopulation und im
Vergleich zu Patienten mit gesteigerter CD33-Expression. Unter Berlcksichtigung dieser
Ergebnisse ware eine Analyse des CD33-Rezeptorstatus von Alzheimer- und
Kontrollpatienten, sowie von Patientenkollektiven ohne Alzheimer-Demenz trotz erhohter
Plagque-Burden interessant, um eine eventuell verminderte Inhibition durch CD33 zu

untersuchen.
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Die Untersuchung der Phagozytosekapazitat der iPSdM nach Sialidasebehandlung ware
ein weiterer interessanter Forschungsansatz. In der Konsequenz ware somit auch eine
Modifikation dieses blockierenden Effektes denkbar, wenn Fremd-Proteine aus der
Nahrung, welche als CD33-Ligand fungieren, in der Glykokalyx verbaut werden und

somit zu einer verstarkten Inhibition bei unveranderter Expression fuhren.

Im Gegensatz zu unseren nahe verwandten Spezies wie Menschenaffen und nahezu
allen anderen Saugern ist Neu5-Ac beim Menschen die dominierende Sialinsaure,
wahrend Neu-5Gc nur in sehr geringen Mengen gefunden werden kann (Muchmore et
al., 1998). Dies ist eine evolutionare Eigenart der Menschen, welche durch eine
Mutation im CMA Sialinsaure-Hydroxylase Gen verursacht wurde. Das hier codierte
Enzym katalysiert normalerweise die Umwandlung von Neu5-Ac in Neu5-Gc (Chou et
al., 1998; Irie et al., 1998). Gleichzeitig bevorzugt humanes CD33 jedoch Neu5-Gc als
Liganden (Brinkmann-Van der Linden und Varki, 2000). Da Neu5-Gc vom Menschen
selber nicht synthetisiert werden kann, muss eine exogene Quelle fur das vorhandene
Neu5-Gc im menschlichen Organismus verantwortlich sein. Tangvoranuntakul et al.
konnten zeigen, dass nach oraler Aufnahme von Neu5-Gc dieses auch in Speichel- und
Urin-Proben, sowie im peripheren Blut nachweisbar war (Tangvoranuntakul et al., 2003).
Neu-5Gc wird also aus der Nahrung resorbiert und verwertet. Eine solche Resorption
funktionierte auch in Mausen fur Neu5-Gc-Glykoproteine, welche in der Darmwand
verbaut wurden, wahrend freies Neu5-Gc durch den Urogenitaltrakt ausgeschieden
wurde (Banda et al., 2012). Zusatzlich konnte Neu5-Gc in humanen Tumoren nachge-
wiesen werden, weshalb einige Forscher in Xeno-Autoantikérpern gegen nicht-humane

Sialinsauren sogar potenzielle Biomarker sehen (Padler-Karavani et al., 2011).

Vergleichbare Verwertungs-Vorgange von Nahrungsbestandteilen kommen im mensch-
lichen Stoffwechsel haufiger vor. Analog kann beispielsweise bei der Cholesterin-
synthese eine energiesparendere Wiederverwertung von Nahrungsbestandteilen
gefunden werden, obwohl der Kérper durchaus im Stande ist eigenes Protein zu
synthetisieren (Loffler et al., 2006).
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4.3 Nachweis von cd33-Transkription und Expression des CD33-Rezeptors in
menschlichem Hirn-Gewebe

Die bisher diskutierten Ergebnisse wurden ausschliel3lich aus iPSdM-Mikroglialinien
gewonnen, welche als Modell fur humane Mikroglia in Zellkultur dienen. Zusatzlich
konnten die Transkription und Proteinexpression in der vorliegenden Arbeit auch in
humanem Hirngewebe verifiziert werden. Hierzu wurde mRNA aus kompletten
menschlichen Gehirnen in cDNA umgeschrieben und mittels PCR die cd33-cDNA
nachgewiesen (siehe Abbildung 13).

Zur Analyse der verwendeten menschlichen Gehirnschnitte wurden die Patienten
randomisiert und in 6 Paare aus jeweils einem Alzheimer- und einem Kontroll-Patienten
aufgeteilt. Die Gehirnschnitte dieser Paare wurden jeweils zusammen gefarbt und
ausgewertet, wobei der Schwellenwert der konfokalmikroskopischen Auswertung
anhand einer zeitgleich angefertigten Sekundar-Antikbrper Kontrolle fur jedes
Patientenpaar individuell bestimmt wurde. Fir Untersuchungen der Intensitat des CD33-
Signals als MalR® flr das Expressionsniveau wurde die Fluoreszenzintensitat der
Kontrollpatienten jeweils gleich eins gesetzt und die Fluoreszenzintensitat der
Alzheimer-Patienten in Relation hierzu angegeben, um die Experimente untereinander

vergleichbar zu machen.

Anhand der angefertigten immunohistochemischen Farbungen Ilasst sich eine
Expression von CD33 in humanem Hirngewebe nachweisen (siehe Abbildung 15). Die
aus dem humanen Hirngewebe gewonnen Ergebnisse bestatigen also bezuglich
Transkription und Proteinexpression die zuvor aufgezeigten Ergebnisse aus humanen
iPSdM.

4.4 Alzheimer-Patienten zeigen eine gesteigerte Expression des CD33-Rezeptors
im Vergleich zu Kontroll-Patienten

Als Nachstes erfolgte die Auswertung der Hirnschnitte bezuglich der Anzahl CDG68-
positiver Zellen als Mal} fur die Anzahl der Mikroglia in den Schnitten. Zusatzlich wurden
die CD33-positiven Zellen anteilig an den CD68-positiven Zellen gezahlt. Abbildung 17
zeigt eine Ubersicht dieser Parameter (ber alle sechs untersuchten Patientenpaare.
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Im Weiteren wurden die Alzheimer und Kontrollpatienten gepoolt und die Zellzahl
anhand der CDG68-Expression, sowie die Koexpressionsrate von CD68 und CD33
quantifiziert (siehe Abbildung 17 bis 19). Obwohl aus Abbildung 17 eine sehr
heterogene Verteilung der Zellzahl ersichtlich ist, ergibt sich insgesamt eine leicht
hohere Zellzahl bei den Alzheimer Patienten verglichen mit den Kontrollpatienten. Da in
der Einzeldarstellung der Patienten in Abbildung 17 jedoch auch Patientenpaare
auftauchen, bei denen eine hdhere Zellzahl bei den Kontroll-Patienten im Vergleich zu
den Alzheimer-Patienten auftritt ist die rein statistische Auswertung der Zellzahl hier mit

Vorsicht zu betrachten.

Die in Abbildung 19 gezeigte Koexpressionsrate von CD68 und CD33 betragt fur
Alzheimer- und Kontroll-Patienten jeweils Uber 98 % ohne einen signifikanten Unter-
schied zwischen den beiden Populationen. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass fast alle der untersuchten Mikroglia eine CD33-Expression aufweisen. Unter-
schiedliche Expressionslevel von CD33 von Kontroll- und Alzheimer-Patienten lieRen

sich also nur durch eine gesteigerte Expressionsrate pro Zelle erklaren.

Erst kurzlich beschaftigten sich zwei weitere Publikationen mit der Expressionsrate von
CD33 in humanem Hirngewebe (Griciuc et al., 2013, Malik et al., 2013). Eine Auswer-
tung bezuglich der Koexpressionsrate wurde jedoch in keiner dieser Studien zur CD33-
Expression in Alzheimer-Patienten (Griciuc et al., 2013; Malik et al., 2013) durchgeflhrt,
da meist ein Mix aus kompletten Hirnabschnitten auf Proteine untersucht und

anschliel3end auf einen Mikroglia-Marker normiert wurde.

In der vorliegenden Studie wurde hingegen direkt die Fluoreszenz der markierten
Antikorper in immuno-histochemischen Schnitten ausgewertet. Es wurde jedoch auch in
den Aufnahmen der Immunohistochemie von Griciuc et al. und Malik et al. keine Zellen
beschrieben, welche zwar einen Mikroglia-Marker exprimierten, aber keine CD33-

Expression zeigten, was mit den hier gezeigten Ergebnissen kongruent ist.

Als nachstes wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Expressionsrate von CD33 in
humanem Hirngewebe untersucht. Abbildung 21 zeigt flr alle sechs analysierten
Patientenpaare eine durchgehend hohere Fluoreszenzintensitat des markierten CD33-
Antikorpers als Mald fur die Expressionsrate. Aus der Quantifizierung der gesamten

analysierten Patienten ergibt sich schlieBlich eine Steigerung der CD33-Expressionsrate
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um den Faktor 2,08 gegenuber den Kontrollpatienten, deren Expressionsniveau gleich

eins gesetzt wurde.

Da cd33 als Risikogen fur Morbus Alzheimer gilt (Hollingworth et al., 2011; Naj et al.,
2011) legen diese Ergebnisse nahe, dass eine erhdhte Expression des CD33-Rezeptors
zur Pathogenese von Morbus Alzheimer beitragt. Auch die gesteigerte Expressionsrate
von CD33 bei Alzheimerpatienten wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, konnte vor

kurzem von Griciuc et al. bestatigt werden (Griciuc et al., 2013).

In ihrer Studie fanden die Autoren eine mittlere Hochregulation von CD33 bei Alzheimer-
Patienten um den Faktor zwei im Vergleich zu Kontrollpatienten, was gut mit den in
dieser Studie gezeigten Ergebnissen vereinbar ist. Griciuc et al. verwendeten flr ihre
Untersuchungen eine Suspension aus komplettem menschlichem Gehirn und farbten
diese gegen CD33 und Iba-1 als Mikroglia-Marker. Die Daten wurden anschielend
mittels Western-Blot ausgewertet und auf detektiertes Iba-1 normalisiert. In mRNA
Untersuchungen konnte hier sogar eine 5-fache Hochregulation von cd33-mRNA

nachgewiesen werden.

In weiteren Untersuchungen wurden in dieser Studie CD33 in einer Mikroglia-Zelllinie
(BV2) uberexprimiert und das Phagozytoseverhalten analysiert. Hierbei zeigte sich eine
verringerte Phagozytosekapazitat von Amyloid-B. Um diese Ergebnisse zu verifizieren
und Effekte einer niedrigeren Expressionsrate von CD33 zu untersuchen wurden
Mausversuche durchgefiihrt in denen passend zu den Uberexpressions-Experimenten

eine gesteigerte Phagozytsekapazitat gefunden wurde.

Jedoch handelt es sich bei murinem CD33 um einen stark abgewandelten Rezeptor mit
einer exzitatorischen statt inhibitorischen Signalkaskade, weshalb die Ergebnisse
gegensatzlich hatten ausfallen sollen. Generell wurde jedoch eine verminderte
Phagozytosekapazitdt bei erhdhtem CD33-Expressionsniveau gefunden. Die
Degradationsrate des phagozytierten Amyloid-f war in dieser Studie jedoch

unverandert, was die Frage nach einem weiteren Faktor in der Pathogenese aufwirft.

Daruber hinaus wurden ahnliche Untersuchungen an Monozyten aus peripherem Blut
durchgefuhrt (Bradshaw et al., 2013). Das Expressionslevel von CD33 auf den Mono-

zyten von Alzheimer-Patienten mit einer als risikohaft identifizierten Mutation des cd33-
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Gens war hier 7-mal hoher im Vergleich zu Blut aus einer Kontrollpopulation mit einer
als protektiv geltenden Variante. Diese Ergebnisse geben einen weiteren Hinweis auf
die funktionelle Verwandtschaft peripherer Monozyten und Mikroglia im ZNS und
bestatigen die zuvor beschriebenen Ergebnisse zur Phagozytosekapazitat in Abhangig-

keit zum Expressionsniveau von CD33.

Unterschiede im Expressionsniveau wurden bei Malik et al. auch in Bezug auf die
Morphologie der untersuchten Mikroglia aufgefunden. Es wird beschrieben, dass die
Expression von CD33 in amoeboiden Mikroglia starker ausgepragt ist als in ruhenden
Mikroglia (Malik et al., 2013). Diese Ergebnisse wurden nicht weiter quantifiziert, konnen
mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit jedoch auch nicht verglichen werden,
da die Morphologie der untersuchten Mikroglia nicht primarer Bestandteil der Arbeit war

und daher aufgrund der gewonnenen Daten nicht sicher zu unterscheiden ist.

Aus der in Abbildung 17 und 18 gezeigten Auswertungen der Anzahl an Mikroglia lasst
sich schlussfolgern, dass die Anzahl an Mikroglia bei Alzheimer Patienten trotz
durchweg hoherer CD33-Expression zwar insgesamt hoher ist als bei den Kontroll-
Patienten, dieser Trend jedoch nicht per se flir alle untersuchten Patientenpaare gilt. Die
hohere Expression von CD33 Iasst sich also primar auf eine groRere Menge an Protein
pro Zelle und nicht eine reine Erhohung der Zellzahl zurtuckfihren. Um einen solchen
Effekt zu vermeiden wurde in der gezeigten Auswertung der Ergebnisse die Fluoreszenz

pro Flache statt pro Zelle errechnet.

Zu dem Selben Schluss kommen auch Griciuc et al. in lhrer Studie. Da komplettes
Gehirn, also Mikroglia und alle weiteren Zellpopulationen mittels Western-Blot
untersucht wurden, wurde die Proteinmenge auf die Menge an Iba-1 normalisiert um das
CD33-Signal eindeutig den Mikroglia zuordnen zu kdnnen. Des Weiteren wurden keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl an Mikroglia bei Alzheimer- und Kontroll-
Patienten gefunden. Es wurde jedoch eine Expression von CD33 auf humanen
Neuronen beschrieben. Diese Expression zeigte sich jedoch unabhangig vom
Alzheimer-Status, tragt also zu den Ergebnissen nicht bei (Griciuc et al., 2013). Eine
neuronale CD33-Expression lasst sich anhand der in dieser Arbeit angefertigten

immunohistochemischen Untersuchungen jedoch nicht nachvollziehen.
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Die in dieser Arbeit gezeigten immunohistochemischen Untersuchungen waren insofern
herausfordernd, als dass die Qualitdt der Hirnschnitte einen deutlichen Unterschied zu
den verwendeten Schnitten in den Studien von Griciuc et al. und Malik et al. zeigen
(Griciuc et al., 2013; Malik et al., 2013).

Als problematisch erwies sich vor allem eine gro3ere Menge an apoptotischem Material,
dessen Signal sich durch blockieren mit NGS nicht vollstandig eliminieren lie3. In der
konfokalmikroskopischen Auswertung wurde daher der Schwellenwert flr die Signal-
Detektion erhéht und in der Auswertung manuell eine Maske um die gesuchten CD68-
positiven Zellen gelegt und nur dort das Signal des markierten CD33-Antikorpers
gemessen. Hierdurch wurde verhindert, dass apoptotisches oder unspezifisch

angefarbtes Material die Messergebnisse verfalscht.

Savva et al. konnte in seinen neuropathologischen Auswertungen von Patienten welche
zu ihrem Todeszeitpunkt an Demenz erkrankt waren und nicht an Demenz erkrankten
Kontrollpatienten zeigen, dass sowohl neuritische Plaques, als auch NFT einem
altersabhangigen Wandel unterliegen. Generell konnten zwei Gruppen gemal dem Alter
bei Todeseintritt unterschieden werden. Wahrend sich die Menge an Plaques und
Tangles bei den jungeren Patienten mit und ohne Demenz erheblich unterschieden,
glichen sich diese Werte bei den alteren Patienten beider Gruppen aneinander an. Bei
den alteren Patienten konnte nach Ableben eine Menge an Plaques und Tangles
nachgewiesen werden die ahnlich war mit Kontrollpatienten vergleichbaren Alters ohne

Demenz (Savva et al., 2009).

Dies ist als Hinweis darauf zu werten, dass es die Pathogenese von Morbus Alzheimer
nicht von der absoluten Menge amyloider Plaques oder NFT abhangig ist, sondern dass
die Pathogenese eher von korpereigenen Genese-Mechanismen abhangt. Far
aussagekraftigere Untersuchungen bezuglich der Pathogenese des Morbus Alzheimer
musste daher neben der Gruppe der Alzheimer-Patienten die Gruppe der gesunden
Kontrollpatienten unterteilt werden in eine Gruppe mit wenigen oder keinen amyloiden
Plaques und einer Gruppe die trotz groRerer Mengen an Amyloid- nicht an einer

Demenz erkrankt ist.

Zusammen mit den Ergebnissen enttauschender Versuche medikamentds in die Bildung

von Amyloid-B einzugreifen, bzw. dessen Abbau zu férdern (Doody et al., 2013;
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Salloway et al., 2009) und einer verstarkten Inhibition der Mikroglia durch Uber-
exprimiertes CD33 bei Alzheimer Patienten lasst die folgende Theorie zur Pathogenese

des Morbus Alzheimer zu:

Gemal ihrer physiologischen Funktion phagozytieren Mikroglia die Amyloid-Oligomere
als neurotoxischen Korrelate der Plaque-Genese und lassen diese intrazellular
aggregieren, um die umliegenden Neurone vor dem neurotoxischen Einfluss dieser
Oligomere schitzen zu konnen. Die abgelagerten amyloiden Plaques waren dieser
Theorie zufolge nur ,Deponien“ und nicht direkt in der Pathogenese involviert. Bei
verstarkter Inhibition der Mikroglia fande diese Aggregation aufgrund der verminderten
Phagozytosekapazitat extrazellular statt und die neurotoxischen Korrelate in der Plaque-
Genese wurden direkt auf die Neurone wirken kdnnen. Es kame trotz unveranderter

Menge an entstehenden Plaques zu einer gesteigerten Neurotoxizitat.

Einen solchen inhibitorischen Einfluss konnten neben einer genetisch pradestinierten
CD33-Uberexpression auch exogene Faktoren bedingen. So kann ein Liganden-
Uberangebot zu einer gesteigerten Expression des Rezeptors fiihren. Da der
bevorzugte Ligand von humanem CD33 die Xeno-Sialinsdure Neu5Gc zu sein scheint
(Brinkmann-Van der Linden und Varki, 2000), ware es denkbar, dass Uber die Nahrung
aufgenommenes Neu5-Gc zu einer gesteigerten Expression von CD33 fihrt und

konsekutiv zur Pathogenese des Morbus Alzheimer beitragt.

Um diese These belegen zu kdnnen bedarf es weiterer Untersuchungen bezuglich der
Auswirkung verschiedener Sialinsauren auf das Expressionsniveau von CD33 beim
Menschen, sowie Amyloid-B Phagozytoseassays von Mikroglia nach Stimulation mit

verschiedenen Sialinsauren in Zellkultur.

Die immense Bedeutung des CD33-Rezeptor bei der Pathogenese von Morbus Alz-
heimer zeigt sich auch dadurch, dass im Gegensatz zu allen anderen beschriebenen
Risikogenen auch protektive Polymorphismen beschrieben sind (Malik et al., 2013),
CD33 also eine regulatorische Funktion zufallt, die sowohl zum Schutz vor der
Erkrankung beitragen als auch die Pathogenese negativ beeinflussen kann. Die in
dieser Arbeit gezeigte Uberexpression von CD33 bei Alzheimer-Patienten erdffnet den
zu prufenden therapeutischen Ansatz, ob die Inhibition der CD33-Rezeptoren Einfluss

auf die Alzheimer-Symptomatik oder gar auf die Progredienz der Erkrankung hat. Die
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genaue Kenntnis der Spezies-abhangigen Eigenarten der Struktur und Expression von
CD33 ist in diesem Zusammenhang von entscheidender Bedeutung, da damit auch die

Modellspezies ausgewahlt werden konnen, mit der Therapiekonzepte vor Anwendung
am Menschen evaluiert werden konnen.
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5. Zusammenfassung

Mikroglia reprasentieren das Immunsystem im ZNS und nehmen somit eine zentrale
Rolle auch bei neurodegenerativen Erkrankungen ein. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Expression des CD33-Rezeptor auf humanen Mikroglia untersucht, um die mogliche

Rolle der Mikroglia in der Pathogenese des Morbus Alzheimer genauer aufzuklaren.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit der Nachweis einer Transkription
des cd33-Gens mittels PCR und einer CD33-Rezeptor-Expression auf iPSdM-
Mikroglialinien mittels Immunozytochemie und Durchflusszytometrie erbracht werden.
Durch Sialidase-Behandlung lie} sich das Detektionsniveau von CD33 in der
Durchflusszytometrie deutlich erhdhen, da maskierende Sialinsauren welche auf der
Zelloberflache cis- und trans-Bindungen mit CD33 eingehen um ein konstitutives

inhibitorisches Signal aufrecht zu erhalten, durch Sialidasen abgespalten werden.

In menschlichem Gehirngewebe konnten die in den iPSdM gewonnenen Daten
bezuglich Transkription und Expression verifiziert werden. Bei der immuno-
histochemischen Analyse menschlicher Gehirnschnitte von Kontroll- und Alzheimer-
Patienten zeigte sich eine gesteigerte Expressionsrate von CD33 auf den Mikroglia der
Alzheimer-Patienten, welche auf eine hdhere Expressionsrate von Protein pro Zelle
verursacht wurde. Die Anzahl der Mikroglia in den untersuchten Gehirnschnitten zeigte
eine gering erhohte Zellzahl bei den Alzheimer-Patienten. Diese Daten sind gut mit

kirzlich publizierten Arbeiten vereinbar, welche sich demselben Thema widmeten.

In Zukunft sollte der Effekt von verschiedenen Sialinsauren auf die immunologische
Kompetenz der Mikroglia besonders in Bezug auf Amyloid-§ weiter untersucht werden
und Zelllinien entwickelt werden, welche durch Knockdown und Uberexpression unter-

schiedliche Expressionsniveaus von CD33 bertcksichtigen.

Durch die genaue Kenntnis von Struktur, Funktion und Expressionsniveau erdffnen sich
Perspektiven fir klinische Anwendungsversuche und eine mogliche Validierung von

CDa33 als potenzielles Ziel neuer Therapiestrategien fur Morbus Alzheimer.
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