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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Alzheimer Erkrankung (AD, engl.: alzheimer’'s disease) ist die haufigste Form der
Demenz und wird zu einem immer groRer werdenden Problem in unserer Uberalterten
Gesellschaft. Aktuelle Therapien richten sich gegen die AD spezifischen Amyloid-R-Plaques
(AR-Plaques), verzdgern den Krankheitsverlauf jedoch nicht. Neue Untersuchungen konnten
die Bedeutung der Mikroglia-Zellen im Erkrankungsprozess in den Fokus der AD stellen. Es
wurde gezeigt, dass Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese einen krankheitsspezifischen
Phanotyp entwickeln, welcher die AD-Progression unterstitzt. Das Apolipoprotein E (ApoE)
mit der Isoform E4, dem Hauptrisikofaktor an AD zu erkranken, kdnnte in diesem
Phanotypwechsel eine entscheidende Rolle spielen. Eine potentielle ApoE-spezifische
Mikroglia-Dysregulation sollte in der vorliegenden Arbeit ndher betrachtet werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Charakterisierung von ApoE in der
murinen Mikroglia-Zelllinie N9. Hierfir wurden mdgliche Stimulatoren der ApoE-Expression
untersucht und dessen Einfluss auf die mikrogliale Migration bestimmt. Die
Kolokalisationsstudien von ApoE demonstrierten, dass dieses Protein vermutlich im
Endoplasmatisches Retikulum (ER) synthetisiert, Gber den Golgi transportiert und teilweise in
den Lysosomen degradiert wird. Anschlielend erfolgte die Untersuchung ApoE-Isoform-
abhangiger Veranderungen in der Physiologie von Mikroglia-Zellen. Die Isoform ApoE4
beeinflusste sowohl die Morphologie als auch die Migration und Phagozytose von N9-Zellen.
Diese = ApoE4-abhangige Veranderung des Mikroglia-Verhaltens  kdnnte  zum
krankheitsbedingten Phanotyp beitragen, welcher vor allem in neurodegenerativen
Erkrankungen von Bedeutung ist. AbschlieRend wurde die potentielle Rolle von ApoE als
Transkriptionsfaktor untersucht. Es konnte eine Bindung von ApoE an die Promotorbereiche
verschiedener Gene demonstriert werden, welche darlber hinaus zu einer Zunahme der
Promotoraktivitat fuhrte. Die durchgefihrten Experimente konnten zeigen, dass ApoE als
Transkriptionsfaktor verschiedene Signaltransduktionswege von Mikroglia-Zellen regulieren
und somit die Ausbildung des krankheitsassoziierten Phanotyps auf transkriptionaler Ebene
unterstitzen kénnte. Des Weiteren konnte ein spezifisches intrazellulares ApoE-Fragment
identifiziert werden, welches mdglicherweise als Transkriptionsfaktor in N9-Mikrogliazellen
fungiert.

Die in dieser Arbeit identifizierte spezifische Dysregulation von Mikroglia-Zellen durch ApoE4
sowie die putative Funktion von ApoE als Transkriptionsfaktor zeigt die intrinsische
Bedeutung dieses Proteins, welche vermutlich eine wichtige Rolle in neurodegenerativen

Erkrankungen spielt.
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Zusammenfassung

Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia and is becoming an
increasing problem in our overaged society. Current therapies are targeting the AD specific
amyloid-B plaques (AB-plaques), but do not delay the course of the disease. New
investigations are able to focus the importance of microglial cells in the disease process of
AD. It has been shown that microglia develop a disease-specific phenotype during AD
pathogenesis, which supports AD progression. The Apolipoprotein E (ApoE) with their
isoform E4, the major genetic risk factor for developing AD, could play a crucial role in this
phenotypical change. A potential ApoE-specific microglia dysregulation should be considered
in the present work.

The aim of this thesis was the characterization of ApoE in the murine microglia cell line N9.
For this purpose, possible stimulators of ApoE expression were investigated and their
influence on microglial migration were determined. The colocalization studies of ApoE
demonstrated that this protein is thought to be synthesized in the endoplasmic reticulum
(ER), transported across the Golgi, and partially degraded in the lysosomes. Subsequently,
the study of ApoE isoform-dependent changes in the physiology of microglial cells was
carried out. The isoform ApoE4 altered both the morphology and the migration as well as the
phagocytosis of N9 cells. This ApoE4-dependent influence of the microglial behavior
contributes to the disease-related phenotype, which could be of importance in
neurodegenerative diseases. Finally, the potential role of ApoE as a transcriptional factor
was investigated. A binding of ApoE to the promoter regions of different genes could be
demonstrated, which also increased the promoter activity. The experiments demonstrated
that ApoE, as a transcription factor, could regulate different signal transduction pathways of
microglial cells and thus support the development of the disease-associated phenotype at
the transcriptional level. Furthermore, a specific intracellular ApoE fragment could be
identified, which presumably functions as a transcription factor in N9 microglia cells.

The specific dysregulation of microglial cells by ApoE4 as well as the putative function of
ApoE as a transcriptional factor identified in this work demonstrated the intrinsic importance

of this protein, which may play an important role in neurodegenerative diseases.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer Erkrankung — eine neurodegenerative Erkrankung

Die AD zahlt zu den neurodegenerativen Erkrankungen, von welchen weltweit
Millionen von Menschen betroffen sind®. Neurodegenerative Erkrankungen wie
Alzheimer, Parkinson, Huntington oder amyotrophe Lateralsklerose sind
gekennzeichnet durch einen fortschreitenden Verlust von Neuronen, verursacht
durch die Ablagerung sowie Aggregation kdrpereigener fehlgefalteter Proteine®®.
Dies fuhrt zu verschiedenen kognitiven, neurologischen und psychiatrischen
Symptomen (z.B.: Gedachtnis-, Sprach- und Orientierungsstérungen)®. Eine
Kausaltherapie der AD ist bisher nicht moglich, weshalb die Erkrankung sowohl far
die Betroffenen als auch fur die Angehorigen, aber auch fur unser
Gesundheitssystem, eine enorme Herausforderung darstellt. Die grundlegenden
Mechanismen der verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen sind trotz

umfangreicher Studien bis heute nicht vollstandig verstanden.

1.1.1 Die Geschichte der Alzheimer Erkrankung

Die AD wurde erstmals vom deutschen Psychologen und Neuropathologen Alois
Alzheimer (1865 - 1915) in seiner Abhandlung ,Uber eine eigenartige Krankheit der
Hirnrinde* beschrieben”®. In dieser beschreibt Alzheimer den Fall seiner Patientin
Auguste Deter, welche 1901 aufgrund auffalliger Eifersuchtsanfalle gegenuber ihres
Mannes in eine psychiatrische Klinik eingewiesen wurde. Auguste Deter wurde uUber
5 Jahre von Alois Alzheimer beobachtet, wobei er Gedachtnisschwachen,
Halluzinationen, GroRenwahn, Apraxie sowie Sprach- und Verhaltensstorungen
feststellen konnte. Nachdem Auguste Deter im Jahr 1906 verstarb, unterzog
Alzheimer sie einer Obduktion. Bei dieser stellte er eine schwere Atrophie ihres
Gehirns sowie Proteinablagerungen im gesamten Kortex fest. Auguste Deter gilt bis
heute als erster dokumentierter Fall der presenilen Demenz®. Eine Bildung von
Plaques innerhalb der grauen Hirnsubstanz wurde jedoch bereits 1892 durch die
Pathologen Blocq und Marinesco beschrieben.

Daruber hinaus postulierte Teofil Simchowicz, der von 1907 - 1910 bei Alois
Alzheimer arbeitete, einen Zusammenhang zwischen Plaques und der Amyloid-

Demenz'". Die offizielle Bezeichnung ,Alzheimer Erkrankung® geht auf Emil Kraeplin
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zurlck, der in seinem ,Lehrbuch der Psychiatrie® (1910) die Erkrankung erstmals

nach Alois Alzheimer benannte’?.

1.1.2 Pravalenz und Epidemiologie

Nach den Herz-/Kreislauferkrankungen, den Tumorerkrankungen und dem
Schlaganfall ist die AD die vierthaufigste Ursache von krankheitsbedingten
Todesfallen in den westlichen Industriestaaten’'* (Abb. 1.1). Weltweit sind mehr als
40 Millionen Menschen an AD erkrankt, wobei ca. 5 Millionen Neuerkrankungen
jahrlich hinzukommen'>"®.

Entsprechend des Alters, in dem die Krankheit ausbricht, kbnnen zwei Subtypen
unterschieden werden. Wird die AD zwischen dem 60. und 65. Lebensjahr
festgestellt, spricht man von der spat einsetzenden AD (LOAD, engl.: late onset AD),
von welcher Uber 90% der Alzheimer-Patienten betroffen sind. Die Ursachen werden
zumeist als sporadisch beschrieben. Damit sind komplexe Stérungen mit multiplen
ursachlichen Genen oder Umweltfaktoren gemeint'’.

Etwa 1 - 6% der Patienten leiden unter der fruh einsetzenden AD (EOAD, engl.: early
onset AD), wobei mehr als die Halfte eine familidre Anamnese aufzeigen'®. Diese
geht zumeist auf eine autosomal-dominante Vererbung zuriick'®°.

DarUber hinaus steigt mit zunehmenden Alter das Risiko an AD zu erkranken.
Wahrend die Pravalenz bei den unter 65-Jahrigen bei 1:1.000 liegt, erkranken bei
den Uber 65-Jahrigen eine von zwanzig Personen®. Durch das zunehmende Alter
der Weltbevdlkerung soll laut Prognosen bis zum Jahr 2040 die Anzahl an AD-
Neuerkrankungen linear bis zu 80 Millionen pro Jahr ansteigen?'.

Die derzeitigen Therapiemoglichkeiten sind sehr begrenzt und dienen hauptsachlich
der Abschwachung der Symptome. Acetylcholinesterase-Hemmer sollen die
Acetylcholin-Konzentration im Gehirn der Patienten erhohen, da dessen Speicher
zumeist aufgebraucht sind. Daruber hinaus werden N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-
Antagonisten eingesetzt, um eine aberrante neuronale Stimulation zu verhindern®>2*,
Diese Medikamente zeigen jedoch nur wenig positive Effekte, besitzen viele
Nebenwirkungen und verzogern den Krankheitsverlauf nicht. Die aktuelle
Therapieentwicklung zielt vorwiegend auf den Abbau von Amyloid-31.42 (Al31.42) bzw.
hyperphosphoryliertem Tau ab®, die pathologischen Hauptmerkmale der AD*.
Weitere Untersuchungen konzentrieren sich auf die Modulatoren des Alterns, die
synaptische Dysfunktion sowie auf die oxidative Schadigung als Therapieoption,
wobei ein Behandlungserfolg bis zum heutigen Zeitpunkt ausblieb®*. Aufgrund der
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fehlenden Therapiemdglichkeiten wird die AD somit zu einem immer grof3er
werdenden sozialen sowie gesundheitsokonomischen Problem, insbesondere durch

die Uberalterung der Gesellschaft.
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Abb. 1.1: Prozentuale Veridnderung ausgewihiter Todesursachen “>*™"°™™e" 24526 7\ischen 2000
und 2014 nahmen die Todesfalle durch AD um 89% zu, wobei Todesfalle durch Herzerkrankungen,
Schlaganfall oder HIV (humanes Immundefizienz-Virus) stark abnahmen. Diese Statistik spiegelt die
enorme Zunahme der Todesfalle durch AD in den westlichen Industriestaaten wider®”?®.

1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren
Die AD ist eine heterogene, neurodegenerative Erkrankung, welche durch einen
fortschreitenden, irreversiblen Verlust von Neuronen gekennzeichnet ist®*3",
Alzheimer-Patienten leiden unter zunehmenden Gedachtnisstorungen, kognitiven
Funktionsverlusten  (z.B.:  Orientierungs- und  Sprachstorungen)  sowie
Personlichkeitsverdnderungen®’. Die Progressionszeit variiert nach einem
schleichenden Beginn der Erkrankung sehr stark von Patient zu Patient. Die
durchschnittliche Prognose fir die Uberlebenszeit nach Ausbruch der ersten
Symptome liegt zwischen 8 und 10 Jahren, kann aber je nach Fortschritt der
Erkrankung stark variieren®.
Bei ca. 1 - 3% der an Alzheimer erkrankten Patienten ist die Erkrankung
ausschlieBlich in einer autosomal-dominanten Vererbung einer Genmutation
begrindet, wobei diese Form als familiare AD (FAD, engl.: familiar AD) bezeichnet
wird. Die FAD wird zumeist vor dem 65. Lebensjahr diagnostiziert und zahlt somit zur
16
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EOAD'®  Diese Form der AD kann auf drei verschiedene Genmutationen
zuruckgefuhrt werden. Die Mutation im Presenilin-1-Gen auf Chromosom 14 ist fur
ca. 30 - 70% der FAD-Falle verantwortlich, wobei die Presenilin-2-Genveranderung
auf Chromosom 1 nur bei 5% der FAD-Erkrankten vorkommt. Bei 10 - 15% der
Patienten wird die Erkrankung durch eine Mutation im Gen des amyloiden
Vorlduferproteins (APP, engl.: amyloid precoursor protein) verursacht®. Alle drei
Mutationen unterstitzen die Aggregation von aus APP entstehendem ARq42%,
welches unter anderem die Bildung von Tangles (Aggregate aus
hyperphosphoryliertem Tau-Protein) férdert®® und die Funktion der Mitochondrien
sowie die damit verbundene Energieproduktion beeinflusst”. Die ,Mitochondrial
Aging Theory” gilt als Verbindung zwischen der FAD und der sporadischen AD (SAD,
engl.: sporadic AD). Sie besagt, dass bestimmte mitochondriale Grundfunktionen,
beispielsweise die mitochondriale Haltbarkeit, vererbt wird. Somit kann die
Veranderung der Mitochondrien mit zunehmendem Alter beeinflusst werden®. Diese
altersbedingten mitochondrialen Veranderungen treiben die Mitochondrienfunktion
uber einen bestimmten funktionellen Schwellenwert hinaus, wodurch anschlief3end
eine AD-charakteristische Histopathologie einschlie3lich der Spaltung von APP zu
ABi4, induziert wird®. Des Weiteren filhrt die mitochondriale Dysfunktion zu
oxidativem Stress, welcher den Untergang von Neuronen fordert, ein Hauptmerkmal
der AD*.

Etwa 97 - 99% der AD treten hingegen sporadisch auf, das heil3t mit undefinierter
Atiologie. Die SAD setzt zumeist nach dem 65. Lebensjahr ein und zahlt daher zur
LOAD?*. Zahlreiche Studien postulieren verschiedene umwelt- und genetisch
bedingte Ursachen fur die Entwicklung dieser Form. Dazu zahlen das zunehmende
Alter, Bluthochdruck, Arteriosklerose sowie oxidativer Stress*. Der genetische
Hauptrisikofaktor fur die SAD ist der unterschiedliche Genotyp des Lipid-Transporters
ApoE mit seinen drei verschiedenen Isoformen E2, E3 und E4 auf Chromosom 19.
ApoE3 liegt bei uber 60% der Bevolkerung homozygot vor und wird als ,normale“
Genvariante angesehen. ApoE2 verzégert den Ausbruch der FAD*2. Die Isoform
ApoE4 hingegen gilt als genetischer Hauptrisikofaktor an SAD zu erkranken*'. Wie
diese Isoform zu einem erhohten AD-Risiko fuhrt, ist bis heute jedoch nicht genau
definiert.
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1.1.5 Neuropathologie der Alzheimer Erkrankung

Das Hauptmerkmal der AD ist das fortschreitende Absterben von Neuronen, welches
hauptsachlich innerhalb des Cortex beobachtet werden kann und mit einer
zunehmenden zerebralen Atrophie sowie einer Schrumpfung der Hirnrinde
einhergeht™ (Abb. 1.2 A, B). Aufgrund der Atrophie kommt es zu einer Erweiterung
der Sulci und der Ventrikel, insbesondere im Temporallappen*®. Die AD ist dariiber
hinaus durch eine extrazellulare AR-Ablagerung (AR-Plaques) sowie durch
intrazellulare neurofibrillare Bundel, bestehend aus hyperphosphorylierten Tau-
Aggregaten (Tangles), neuropathologisch gekennzeichnet** (Abb. 1.2 C, D).

Abb. 1.2: Neurgpatholo%ie eines
AD-Gehirns verdandert nach 45, 177- In
‘L der Abbildung ist deutlich eine
' Atrophie des AD-Gehirns (B) im
* Vergleich zum gesunden Gehirn
257 (A) erkennbar. Des Weiteren ist die
- ~+4' AD neuropathologisch durch AR-
dpneY . Plaques (C) sowie Tangles aus

= a.1 hyperphosphoryliertem Tau-Protein

(D) mikroskopisch gekennzeichnet.

ol “

1.1.5.1 AR-Plaques
AR-Plaques (Abb. 1.2 C) entstehen insbesondere durch die Aggregation von Ald1.42

und stellen ein pathologisches Hauptcharakteristkum der AD dar. Die Peptide
entstehen durch die enzymatische Prozessierung des APP durch die - bzw. y-
Sekretase®®. APP, welches hauptsachlich in Neuronen exprimiert wird, gehért zur
Familie der glykosylierten-Typ-1-integralen Membranproteine*”*®. Die physiologische
Funktion dieses Proteins ist die essentielle Unterstutzung der Reizweiterleitung
sowie die Informationsverarbeitung. Des Weiteren spielt es eine wichtige Rolle bei
der intrazelluldren Signalweiterleitung®®. Untersuchungen zeigten, dass diverse
Mutationen innerhalb des APP-Gens oder in den prozessierenden Sekretasen
vorliegen kénnen®. Diese fiihren durch eine Erhdhung der Selbstaggregation des

AR42-Peptids zu unldslichen AR-Fibrillen, welche anschlieiend die Entstehung von
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AR-Plaques fordern?’’. Die ,Amyloid-Hypothese* geht davon aus, dass die
Produktion und Aggregation von AR-Peptiden mit anschlielRender Plaque-Bildung die
Ursache fiir das Absterben der Neurone wéhrend der AD-Progression ist®.

Bei den AR-Plaques konnen zwei verschiedene Typen unterschieden werden:
neuritische und diffuse Plaques. Neuritische AR-Plaques bestehen aus einem Kern
von unldslichen aggregierten AR-Fibrillen, welcher in seiner unmittelbaren Nahe mit
nicht fibrillaren AR-Oligomeren assoziiert ist. Des Weiteren ist eine lokale
Immunreaktion fur neuritische Plaques charakteristisch, welche bei diffusen Plaques
nicht zu beobachten ist. Diffuse Plaques hingegen bestehen vorwiegend aus nicht-
fibrillaren AR-Oligomeren, welche dariiber hinaus im gesunden Gehirn vorkommen®',
Aufgrund der lokalen Immunreaktion von neuritischen Plaques sind diese zumeist
von dystrophen Dendriten und Axonen, proliferierenden Astrozyten sowie aktivierter

Mikroglia umgeben®.

1.1.5.2 Neurofibrillare Tangles

Ein weiteres neuropathologisches Merkmal der AD sind neurofibrillare Tangles
(NFTs)®, nicht-membran gebundene Aggregate aus hyperphosphoryliertem Tau-
Protein®**® (Abb. 1.2 D). Das Tau-Protein wird durch das MAPT-Gen (engl.:
microtubule associated protein tau) auf Chromosom 17 codiert. Durch alternatives
Splicing konnen sechs verschiedene Tau-lsoformen entstehen, welche sich in der
Anzahl bestimmter Domanen am N- und C-Terminus unterscheiden. Allen Isoformen
gemein ist eine C-terminale Mikrotubuli-Bindungsdomane®. Im gesunden
Organismus interagiert das Tau-Protein mit Tubulin und fordert dessen
Zusammenlagerung zur Stabilisierung der Mikrotubuli-Struktur. Daflr ist eine
Phosphorylierung von Serin- und Theroninresten innerhalb der Mikrotubuli-

%5578 |m Gehirn von AD-Patienten

Bindungsdoméane des Tau-Proteins notwendig
fuhrt eine unspezifische Hyperphosphorylierung von Serin- und Theroninresten zu
einer verminderten Affinitat zu Mikrotubuli und induziert gleichzeitig die

59,60

Selbstaggregation des Tau-Proteins NFTs beinhaltende Neuronen sterben

demzufolge aufgrund ihrer gestorten Zellfunktion (Stérung des intrazellularen

Vesikeltransports, Stérung der neuronalen Polaritat etc.) ©'%%.

Wahrend AR-Plaques und NFTs bekannte Charakteristika fur die AD-Pathogenese
darstellen, ist der genaue Mechanismus, welcher zum Absterben der Neurone und

folglich zur Neurodegeneration fuhrt, unklar. Seit einigen Jahren ricken Mikroglia, die
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Immunzellen des Gehirns, immer starker in den Fokus wissenschaftlicher
Untersuchungen. Es wird vermutet, dass diese Zellen ihren homoostatischen
Phanotyp aufgrund der chronischen zerebralen Inflammation ablegen und ein
krankheitsspezifisches Genmuster exprimieren, welches die Progression der AD

unterstiitzen kénnte"#%%64,

1.2 Mikroglia — zerebrale Inmuneffektorzellen
Mikroglia (Abb. 1.3) sind residente Zellen der
angeborenen Immunantwort des zentralen
Nervensystems  (ZNS)®.  Neben den
Astrozyten und den Oligodendrozyten werden
Mikroglia zu den Gliazellen gezahlt und
machen 10 - 15% der Zellpopulation im ZNS

aus®. Als aktive Sensoren fiir Stérungen bzw.

Abb 1 3. Mikroglia ubernommen aus 66
Dargestellt sind Mikroglia des humanen

verfiigen sie iiber ein vielfiltiges Spektrum zur ~ Gehirns ~ unter  Anfarbung ~ des
spezifischen mikroglialen Markers iba-1

Wiederherstellung einer gesunden (ioniesierter Kalzium-Binde-Adapter 1;

Verletzungen innerhalb ihrer Mikroumgebung

.. grun).
Gewebehomoostase®®°.

Erstmals identifiziert wurden Mikroglia-Zellen gleichzeitig von den Wissenschaftlern
F. Robertson und F. Nissl. Sie beschrieben die Immuneffektorzellen als

,stabchenférmige, reaktive Neuroglia“’®"’

. Die erstmalige Bezeichnung ,Mikroglia“
verwendete der Neuroanatom Pio del Rio-Hortega, der eine umfangreiche und
detaillierte Untersuchung dieser Zellen durchfuhrte. In seinem 1932 veroffentlichten
Buchkapitel ,Microglia“ in der Publikation ,Cytology and Cellular Pathology of the
Nervous System® beschrieb Rio-Hortega erstmals seine Erkenntnisse Uber die
mikrogliale Morphologie und Funktion, welche bis heute die Grundlage vieler

Untersuchungen darstellen’®">.

1.2.1 Ursprung und Entwicklung

Der Ursprung sowie die Entwicklung von Mikroglia-Zellen war uber Jahrzehnte Teil
einer umfangreichen Diskussion. Zum heutigen Zeitpunkt weil3 man, dass Mikroglia-
Zellen, im Gegensatz zu den aus dem Neuroektoderm hervorgehenden Astrozyten
und Oligodendrozyten, sich aus Vorlauferzellen mesodermalen Ursprungs entwickeln

und in das ZNS wahrend der friihen embryonalen Entwicklung einwandern®®*. Dort
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kommt es anschlieBend zur Differenzierung der Vorlauferzellen zu Mikroglia-
Zellen”>"®""_ Die zunachst unreifen, améboiden Mikroglia phagozytieren vorwiegend
degenerierende Zellen, die durch ontogenetischen Zelltod absterben. Des Weiteren
sind unreife Mikroglia zur Absonderung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
befahigt, wodurch sie das Neuritenwachstum, die Gliose sowie die Angiogenese
regulieren und somit die Entwicklung des Gehirns unterstiitzen’®"®. AnschlieRend
transformieren die zundchst améboiden Zellen in ruhende Mikroglia’®, welche im
nachsten Kapitel naher beschrieben werden. Darlber hinaus kann es wahrend der
frihen postnatalen Phase oder wahrend einer Immunreaktion Uber den Blutkreislauf
zur Einwanderung von Monozyten kommen. Diese entwickeln sich im Knochenmark
aus hamatopoetischen Stammzellen und konnen sich ebenfalls zu Mikroglia-
ahnlichen Zellen ausdifferenzieren®*®".

Die Aufrechterhaltung der zerebralen Mikrogliapopulation erfolgt bevorzugt durch
Selbsterneuerung (engl.: ,Self-Renewal®), kann jedoch auch durch die Einwanderung
zirkulierender Blutmonozyten aus dem Knochenmark erfolgen®®”#. Im gesunden
adulten Gehirn ist diese Austauschrate an Mikroglia-Zellen jedoch so gering, dass

die Erneuerung durch eingewanderte Monozyten vernachlassigt werden kann®83,

1.2.2 Die Mikroglia-Aktivierung

Die Aktivierung einer Mikroglia-Zelle ist ein hoch komplexer Prozess und von
Uberaus groBer Bedeutung fur die Aufrechterhaltung einer gesunden
Gewebehomdostase des Gehirns’*®. Wahrend einer Neuroinflammation kommt es
zu einer Entwicklung von einer ruhenden zu einer aktivierten Mikroglia-Zelle”%°,
Ruhende oder ramifizierte Mikroglia sind charakterisiert durch einen kleinen
Zellkorper sowie die Bildung zahlreicher Zellauslaufer von bis zu 100 um, welche
vom kleinen Soma abzweigen®*®’ (Abb. 1.4 A). Diese Zellausldufer sind in der Lage
einen direkten Kontakt zu umliegenden Astrozyten, Neuronen oder Blutgefallen
herzustellen®. Des Weiteren besitzt jede Mikroglia-Zelle ihr eigenes Territorium von
ca. 15 - 30 um?, welches sie mit einer Geschwindigkeit von bis zu 1,5 pm/min und mit

Hife von Ausstiilpungen der Zellausldufer abtasten®®®.

Untersuchungen
demonstrierten, dass Mikroglia in vitro keine typische Morphologie des
ramifizierenden Zelltypus aufzeigen. Mikrogliale Zelllinien zeigen heterogene
Formen, zumeist spindel- oder stabchenformige sowie amoboide Formen mit kurzen,

dicken Fortsatzen’*.
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Abb. 1.4: Morphologie und Aktivierung von Mikroglia-Zellen. (A) Morphologie ramifizierter
und aktivierter Mikroglia-Zellen"*""*" "*" % Ryhende iba-1-positive Mikroglia sind durch einen
kleinen Zellkérper und verzweigte Zellfortsatze, mit welchen sie permanent ihre Umgebung
abtasten, gekennzeichnet. Aktivierte CD68(engl.: cluster of differentiation 68)-positive Mikroglia
ziehen ihre Zellfortsatze ein und vergroRern ihren Zellkdrper. Sie sind zur Proliferation, Migration
sowie zur Phagozytose féhilg. &BB) Modell zur Beschreibung vorteil- bzw. unvorteilhafter
Mikroglia- Aktivierung “¢"%" "" % Bej der Mikroglia-Aktivierung findet eine Transformation von
einer ramifizierten zu einer aktivierten Mikroglia-Zelle statt. Ramifizierte Mikroglia werden durch
spezifische Signale (DAMPS, engl.: damaged-associated molecular pattern; PAMPS, engl.:
pathogen-associated molecular pattern) tber TLR (Toll-like-Rezeptoren) oder ATPR (Adenosin-
Triphosphat-Rezeptoren) stimuliert. In Gegenwart von beispielsweise LPS (Lipopolysacchariden)
polarisieren Mikoglia-Zellen zum M1-Typ und produzieren verschiedene pro-inflammatorische
Zytokine bzw. Mediatoren. In Gegenwart von IL-4 (Interleukin-4) oder IL-13 hingegen polarisieren
Mikroglia zum M2-Typ, welcher durch die Sekretion von IL-10 vorwiegend der
Entziindungshemmung dient.

Abhangig von verschiedenen Faktoren und vom umliegenden Milieu vollziehen
Mikroglia eine ,klassische* oder ,alternative* Aktivierung®®® (Abb. 1.4 B). Bei dieser
Einteilung handelt es sich um ein theoretisches Modell zur vereinfachten Darstellung
der Mikroglia-Aktivierung, welches ausschlieRlich in vitro zu beobachten ist™. Die
klassische Aktivierung wird mit der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine,

beispielsweise dem Tumor-Nekrosis-Faktor o (TNF-a), Interleukin-13 (IL-1B),
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verschiedenen Lipopolysacchariden (LPS) oder reaktiven Sauerstoffspezies (ROS),
assoziiert’®'. Mikroglia in diesem Aktivierungszustand werden als ,M1-Mikroglia“
bezeichnet. Diese reagieren auf Verletzungen und Infektionen, wobei sie in erster
Linie auf das Immunsystem einwirken und eindringende Krankheitserreger
phagozytieren. DarlUber hinaus sind ,M1-Mikroglia“ ebenfalls dazu in der Lage
Neuronen durch die Freisetzung pro-inflammatorischer Faktoren sowie
neurotoxischer Mediatoren zu schadigen. Aufgrund dieser Tatsache kdnnen sie eine
aussichtslose  Spirale  zwischen  absterbenden  Neuronen und  akuten
Entziindungsreaktionen auslésen® %2, Im Anschluss an die klassische Aktivierung
erfolgt zumeist eine schnelle entzindungshemmende Phase, die zur Wundheilung
und zur Wiederherstellung der Gewebehomdostase dient. Diese wird durch die
alternative Aktivierung der sogenannten ,M2-Mikroglia“ bewerkstelligt. Die alternative
Aktivierung ist auf den Aktivierungszustand beschrankt, der durch die Zytokine IL-4
oder IL-13 ausgeldst wird und eng mit den M2-Genen assoziiert ist, welche die
Entzindungshemmung, die Gewebereparatur sowie die Rekonstruktion der

extrazelluldren Matrix férdern®",

Aufgrund ihrer inhibierenden Wirkung auf
entzindungsfordernde Immunantworten und die Forderung der Expression von
Reparaturgenen stellen M2-Mikroglia einen Uberaus wichtigen Typus der
Immuneffektorzellen dar®. Die Morphologie aktivierter Mikroglia-Zellen ist durch
ihren vergroRerten Zellkorper mit reduzierten zellularen Auslaufern charakterisiert
(Abb. 1.4 A). Zusatzlich erfolgt die Expression von weiteren
Zelloberflachenrezeptoren, welche der Sezernierung verschiedener Molekule, der
Migration oder der Phagozytose dienen. Daruber hinaus sind aktivierte Mikroglia-

Zellen zur Proliferation befahigt®®°,

1.2.3 Funktionen von Mikroglia-Zellen
Mikroglia stellen als residente Immunzellen die erste Verteidigungslinie gegen
externe Bedrohungen dar und dienen der Erkennung und Beseitigung von
apoptotischen Zellen bzw. Zelltrimmern® %, In Abhangigkeit von den vorliegenden
Bedingungen und den Signalen, welche sie aus ihrer unmittelbaren Umgebung
erhalten, exprimieren Mikroglia verschiedene konstitutive Marker bzw. Rezeptoren
(z.B.: iba-1, MHC-I (engl.: major histocompatibility complex 1), MHC-II (engl.: major
histocompatibility complex 2), CD68) auf ihrer Oberflache. Diese sind an der
Migration, der Antigenprasentation, der Phagozytose und anderen funktionellen
Aufgaben beteiligt®® %
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Die Hauptfunktion ramifizierter Mikroglia unter normalen physiologischen
Bedingungen besteht in der Uberwachung ihrer Umgebung mit Hilfe ihrer
ausgepragten Prozesse'®’. Des Weiteren sind sie dazu in der Lage in Interaktion mit
Blutgefalien, Neuronen oder anderen Glia-Zellen zu treten, um beispielsweise eine
neuronale Aktivitat zu induzieren® "%,

Aktivierte Mikroglia hingegen dienen der Erkennung und Beseitigung von
Pathogenen oder Zelltrimmern sowie der Kontrolle des adaptiven Immunsystems,

weshalb sie zur Migration, Phagozytose und Antigenprésentation fahig sind %1%,

1.2.3.1 Zellmotilitat

Die Zellmotilitat beschreibt die Fahigkeit einer Zelle ihre Morphologie zu verandern
oder aktiv an einen anderen Ort zu migrieren'®?. Die mikrogliale Motilitat ist von
enormer Bedeutung fur die Erkennung pathologischer Zustande'%*1%8,

Ramifizierte Mikroglia sind nicht zur aktiven Migration fahig, jedoch konnen sie ihre
Zellfortsatze bewegen und deren Lange variieren. DarUber entsteht eine Zellmotilitat,
uber welche ramifizierte Mikroglia-Zellen dazu in der Lage sind, ihre unmittelbare
Umgebung nach externen Pathogenen oder apoptotischen Neuronen
abzutasten®*'%,

Im Gegensatz dazu sind aktivierte Mikroglia aufgrund ihrer veranderten Morphologie
zur amdboiden Fortbewegung (Abb. 1.5) fahig'®®'941951% Dpiege ist zum einen bei
der Gehirnentwicklung von entscheidender Bedeutung. Nach der Einwanderung in
das ZNS konnen Mikroglia die neurale Proliferation, Migration und Differenzierung
sowie die Bildung neuronaler Netzwerke beeinflussen und somit zur Gestaltung des
ZNS beitragenm. Des Weiteren sind Mikroglia im adulten Gehirn dazu in der Lage
durch das Hirnparenchym zu einer potentiellen Schadenstelle zu migrieren. Dabei
wird die Migration durch verschiedene pathologische Signalmolekule (z.B.: ATP,
Cannabinoide, Chemokine, Bradykinin), welche von Neuronen oder anderen Glia-
Zellen stammen, induziert'® %, Viele Chemokine werden I8slich freigesetzt um

103,104,105,106 Diese

einen Gradienten fur die mikrogliale Migration zu erzeugen
Chemokine werden durch spezifische Chemokin-Rezeptoren auf der Oberflache von
Mikroglia-Zellen erkannt, welche sie nach Identifizierung eines pathologischen
Stimulus exprimieren'®®. An der Schadenstelle kommt es dann zur Identifikation des
Pathogens bzw. von Zelltrimmern, zur Phagozytose und eventuell zur

Antigenprasentation®'%,
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Abb. 1.5: Die amodboide Migration Y*""*" ™" 1% Ein Migrations-spezifischer externer Reiz fiihrt zum
Abbau von Aktinfilamenten am vorderen Pol der Zelle. Gleichzeitig wird die Neuaggregation von
Aktinproteinen verhindert und es kommt zur Entstehung eines Pseudopodiums (= diinne, variable
Zellfortsatze durch die Ausstiilpung des Zytoplasmas). Durch diese werden hydrostatische Krafte frei,
durch welche die Aktinfilamente ins Pseudopodium gelangen und dort aggregieren. Am
gegenuberliegenden Pol der Zelle kommt es zur Kontraktion von Myosin und Aktin unter ATP-
Verbrauch, wodurch die Zelle in Migrationsrichtung geschoben wird. (rot: an der Migration beteiligte
Proteine).

1.2.3.2 Mikrogliale Phagozytose
Mikroglia sind professionelle, phagozytierende Zellen des ZNS. Sie sind zur
Aufnahme von Mikroorganismen, extrazellularen Partikeln sowie apoptotischen
Zellen oder Zelltrimmern in der Lage. Wahrend der Entwicklung des Gehirns dient
die Phagozytose (Abb. 1.6),

apoptotischer Zellen, welche ein ,Eat-me“-Signal produzieren®®'"°. Dariiber hinaus

eine Form der Endozytose, der Beseitigung
sind Mikroglia an der Entfernung nutzloser Synapsen beteiligt®®'"". Im adulten Gehirn
phagozytieren aktivierte Mikroglia hauptsachlich externe Pathogene, geschadigte
Zellen bzw. Zelltrtmmer oder fehlgefaltete Proteine (z.B.: AR-Aggregate). Dafur
Oberflache.

Pathogene werden vorwiegend durch TLR, Komplement- oder Fresszell-Rezeptoren
t112.

exprimieren sie verschiedene spezifische Rezeptoren auf ihrer

erkann Des Weiteren wird die Phagozytose von Pathogenen mit einer

Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren (z.B.: TNF-a, Stickstoffmonoxid-
Synthase-2) verbunden, welche eine Entziindungsreaktion hervorrufen'®'"*. Fiir die

Identifizierung  apoptotischer  Neuronen hingegen  werden verschiedene

Rezeptorsysteme, einschlielllich der asialglykoprotein-ahnlichen, Vitronectin- oder

Phosphatidylserin-Rezeptoren benétigt'"®.
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Neben der rezeptorvermittelten Phagozytose sind Mikroglia ebenfalls dazu in der
Lage, Flussigkeitstropfen mit darin geldsten Substanzen (z.B.: Proteine aus dem
extrazellularen Raum) aufzunehmen. Dieser Vorgang wird als Pinozytose (Abb. 1.6)

bezeichnet''?, liber welchen Mikroglia z.B. I&sliches AR aufnehmen kénnen'"’.
Phagocytosis Pinocytosis Algbd. r;1.6: Ahrte1r118und Ablauf der Endozytose
verandert  nae . Die Aufnahme eines
- o sohdpmice o ~ Pathogens/Zelltrimmers  beginnt mit  der

UmschlieBung des Partikels. AnschlieRend
. o = entsteht  durch die  Ausstilpung der
Zellmembran und dem Einschleusen des

Partikels ein Phagosom. Nach der
Paudapoiit | O Verschmelzung mit einem Lysosom entsteht ein

Phagolysosom, in welchem die
N aufgenommenen Partikel unter der
! Zuhilfenahme verschiedener Enzyme abgebaut
FRRgOBOions:  phagosoie vesiie  Werden. Dabei entstehen ROS sowie NADPH-
! {foodiyactole) Oxidasen, die zwar den Abbau von
Fremdkérpern unterstiitzen, jedoch auch das
umliegende Gewebe schadigen. Daher ist eine
genaue Regulation der Phagozytose von groRRer
Bedeutung' °. Bei der Pinozytose werden die
aufzunehmenden Flussigkeitstropfen von
Membranauslaufern umschlossen und in Form
von Vesikeln in das Zytosol transportiertm.

Digesting

In der Abbildung 1.7 sind zusammenfassend die Entwicklung, die Aktivierung sowie
die Funktionen von Mikroglia-Zellen schematisch dargestellt.
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Abb. 1.7: Entwicklung, Aktivierung und Funktionen von Mikroglia-Zellen'™"e" nach 64
Mikroglia entwickeln sich aus Vorlauferzellen mesodermalen Ursprungs (a), welche in das ZNS
wahrend der embryonalen Entwicklung einwandern und sich zu ramifizierten Mikroglia
ausdifferenzieren (b). Diese tasten mit Hilfe ihrer zelluldren Prozesse permanent ihre unmittelbare
Umgebung ab und unterstitzen die Aufrechterhaltung einer gesunden Gewebehomdostase
(Aufrechterhaltung von  Synapsen (c)), die Neurogenese (d) und sekretorischen
Wachstumsfaktoren (e). Durch bestimmte externe Signale (Pathogen, apoptotische Zelle) werden
Mikroglia aktiviert (f). Aufgrund des Reizes entwickeln Mikroglia einen neuroprotektiven Effekt
(Entfernung von Pathogenen/Zelltrimmern (g), Unterstitzung der Remyelinisierung (h) oder der
Regeneration (i)) oder einen neurotoxischen Phanotyp (Produktion von neurotoxischen Substanzen
(1)) Eine Rekrutierung von Mikroglia-ahnlichen Monozyten (k), deren genaue Rolle noch nicht klar
definiert ist (1), unterstitzen vermutlich die Neuroprotektion und Zellerneuerung.
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1.2.4 Die Rolle der Mikroglia in der Alzheimer Erkrankung

Zahlreiche Studien zeigen, dass Mikroglia an der Pathogenese der AD und weiterer
neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt sind. Die spezifische Rolle dieser Zellen
ist bis zum aktuellen Zeitpunkt ungeklart. Einerseits wird vermutet, dass Mikroglia-

120,121

Zellen eine potentiell neuroprotektive Rolle Ubernehmen . In vivo Studien

konnten zeigen, dass neu gebildete AR-Plaques, welche eine Aktivierung von

Mikroglia induzieren®'"'??
Zellen umgeben sind'?®. Mit dem Fortschreiten der AD erhéht sich die Anzahl AR-

Plaque-assoziierter Mikroglia konstant bis zu einem entsprechenden Maximum der
124

, innerhalb von wenigen Tagen von aktivierten Mikroglia-

PlaquegrolRe Weitere Untersuchungen demonstrieren, dass Mikroglia das

Wachstum von AR-Plaques blockieren bzw. teilweise sogar reduzieren. Zusatzlich
sind diese Immunzellen dazu in der Lage AR-Aggregate zu phagozytieren'?*'26:1%7,
Dies wird durch die mikrogliale Sezernierung AR-abbauender Enzyme, wie Neprilysin
oder dem Lysin-degradierenden Enzym, bestétigt'*>'28,

Andererseits sind durch Mikroglia induzierte inflammatorische Effekte bekannt, die
neurotoxisch wirken. Mikroglia reagieren beispielsweise auf eine ABR-Stimulation mit
einer Sezernierung pro-inflammatorischer Zytokine (z.B.: IL-13; TNF-a, IL-6), welche
auf Neuronen schadlich wirkende Reaktionen hervorrufen'??. Durch eine dauerhafte
Aktivierung von Mikroglia-Zellen aufgrund von AR-Ablagerungen wird somit die
chronische Entzindung des Gehirns unterstutzt. Darlber hinaus ist bekannt, dass
durch die mikrogliale Phagozytose von AR-Plaques vermehrt Substanzen freigesetzt
werden, die zu oxidativen Schadigungen fiihren'*1%°.

Eine aktuelle Hypothese Uber die spezifische Rolle von Mikroglia-Zellen innerhalb
der AD-Pathogenese kommt zu dem Schluss, das Mikroglia ihren Phanotyp wahrend

des Krankheitsverlaufes verandern''1%2,

Im gesunden Organismus besitzen
Mikroglia eine einzigartige molekulare und funktionelle Gensignatur, welche sie
wahrend des AD-Verlaufes verlieren™?. Eine krankheits-assoziierte Gensignatur
konnte bereits identifiziert werden'?#%*"**_ Interessanterweise ist dabei eine erhéhte
Expression des AD-Hauptrisikofaktors ApoE zu beobachten, wahrend
homdostatische Gene herunterreguliert sind?. Daher kdnnte ApoE einen kritischen
Faktor in der Mikroglia-Aktivierung darstellen und den transkriptionellen Phanotyp

von dysregulierten Mikroglia-Zellen beeinflussen.
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1.3 Der AD-Hauptrisikofaktor ApoE
Das in den frihen 1970er Jahren entdeckte ApoE ist ein multifunktionales

135 Wahrend Mause nur Uber

Glykoprotein mit einer molekularen Masse von 34 kDa
eine Genvariante verfugen, existieren im menschlichen Organismus hauptsachlich
drei verschiedene polymorphe Allele (ApoE2, ApoE3 und ApoE4), welche
unterschiedliche Effekte auf die Lipid- und neuronale Homdostase aufzeigen'®'¥’.
Die ApoE-Hauptproduzenten neben Astrozyten sind Hepatozyten, wobei die grof3ten
Mengen dieses Proteins ins Plasma, in die Lymphe sowie in die
Zerebrospinalfiiissigkeit sekretiert werden'®. Analysen unter Verwendung der
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion und der In-situ-Hybridisierung
konnten zeigen, dass daruber hinaus auch Mikroglia-Zellen ApoE-mRNA

exprimieren'3813°

, jedoch konnen nur sehr geringe ApoE-Mengen in Mikroglia
nachgewiesen werden'’. Des Weiteren wird vermutet, dass das ApoE in Mikroglia-
Zellen hauptsichlich von Astrozyten stammt'*? und lber die spezifischen LDLR
(Rezeptoren fiir Lipoproteine niedriger Dichte) aufgenommen wird'*'44,

ApoE spielt eine zentrale Rolle im Lipidmetabolismus sowie in der Neurobiologie'®.
Durch eine Interaktion mit verschiedenen Rezeptoren der LDL-Familie ist es daruber
hinaus am Transport von Cholesterol beteiligt'*®. Da ApoE seit vielen Jahren als
Risikofaktor verschiedener Krankheiten bekannt ist, riuckt es seit den letzten Jahren
verstarkt in den Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen, welche die Rolle von ApoE

insbesondere in der Pathogenese der AD untersuchen™’'%8.

1.3.1 Physiologische Funktionen des ApoE

Die Hauptfunktion von ApoE ist mit Hilfe weiterer Apolipoproteine und Faktoren der
Transport von Lipiden oder Cholesterol zwischen verschiedenen Zellen und
Geweben des humanen Organismus. Vor allem im Gehirn wird eine grol3e Menge an
ApoE synthetisiert und dient dort als Haupttransportmittel im Liquor'®® (Abb. 1.8).
Dabei unterstutzen die Apolipoproteine als ,Emulgatoren® (= Lipid umschlieRende
Proteine) die Bildung von Lipoproteinen, makromolekulare Strukturen zum Transport
von Lipiden und extrazellularen Fluiden. Daruber hinaus dienen sie als Liganden
oder Enzymregulatoren'#6-149.150151

Des Weiteren ist ApoE beteiligt an der homoostatischen Kontrolle der Plasma- und
Gewebelipidkonzentration'""*2. Dazu bindet ApoE mit hoher Affinitat, welche sich je
nach Isoform unterscheidet, an Lipoproteinrezeptoren an der Zelloberflache.
AnschlieRend vermittelt es eine Interaktion zwischen ApoE-haltigen Lipoproteinen
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und Lipoproteinkomplexen mit LDLR, LDLR-verwandten Proteinen, VLDLR
(Rezeptoren fur Lipoproteine sehr niedriger Dichte), dem ApoE-Rezeptor-2 oder dem
Glykoprotein-Rezeptor 330"°"'%2. Uber die Wechselwirkung mit diesen Rezeptoren
und Heparansulfat-Proteoglykan fordert ApoE unter anderem den Abbau von
Plasma-Proteinen, insbesondere von VLDL (Lipoproteine sehr niedriger
Dichte) 153,154,155

Des Weiteren spielt ApoE eine wichtige Rolle in neurobiologischen Prozessen sowie
neurodegenerativen Erkrankungen. Beispielsweise erfolgt nach Nervenverletzungen
eine Erhdhung der ApoE-Expression, welche neuronale Reparaturen unterstutzt
indem es Lipide zu regenerierenden Axonen und Schwannschen-Zellen wahrend der

Remyeliniesierung transportiert'>®1°71%8,

Astrocyte

APOE-containing

APOE

Cholesterol

Phospholipids
O lipoproteins

Cell-surfac
o

: Y rec r
/\ Neuron
Endosome
Neuron

Abb. 1.8: Cholesterol-Transport im ZNS Yea"?e" " 28 Gjia_7Zellen (hauptséchlich Astrozyten,
aber auch Mikroglia) sezernieren ApoE, welches Cholesterol bindet und somit ApoE-enthaltende
Lipoproteine bildet. Diese werden Uber den Transporter ABCA1 (engl.: ATP-binding cassette
transporter A1) zu neuronalen Zellen transportiert, iber LDLR aufgenommen und rezeptorvermittelt
endozytiert. Folglich wird Cholesterol an die Neuronen abgegeben. Einige ApoE-Rezeptoren
fungieren darlber hinaus als Signalrezeptoren.
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1.3.2 Genetik und Struktur des ApoE

Das ApoE-Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 19 und besteht aus
vier Exons und drei Introns mit insgesamt 3597 Basenpaaren'®®'®". Die Transkription
von ApoE wird durch den Leber-X-Rezeptor (LXR), ein Regulator der Cholesterin-,
Fettsaure- und Glukosehomoostase, und den Peroxisomenproliferator-aktivierten
Rezeptor vy aktiviert'®?. Das translatierte Protein besteht aus 299 Aminosauren und
enthélt mehrere amphipathische a-Helices (Abb. 1.9)%.

Es existieren hauptsachlich drei verschiedene Isoformen (ApoE2, ApoE3 und
ApoE4), welche sich jeweils in nur ein bis zwei Aminosauren voneinander
unterscheiden'®. Der Unterschied beschrankt sich auf die Aminosaure an Position
112 und/oder 158, an welcher entweder ein Cystein oder ein Arginin vorhanden
ist'®®. Dieser Polymorphismus beeinflusst sowohl die Proteinstruktur als auch die
Fahigkeit an Lipide und Rezeptoren zu binden'®*'®*. Die Isoform E4, der genetische
Hauptrisikofaktor an SAD zu erkranken®', ist assoziiert mit einer erhdhten AD-
Pravalenz sowie einem niedrigeren Erkrankungsalter'®®'®’. Das Erkrankungstrisiko
und das mittlere Erkrankungsalter bei klinischem Beginn liegt bei ApoE4-
homozygoten Patienten bei 91% und 68 Jahren, bei ApoE4-heterozygoten Patienten
bei 47% und 76 Jahren und bei 20% und 84 Jahren bei Patienten, die keinen ApoE4-
Genotyp besitzen'®®.

Receptor binding Lipid binding

R0 < -

Helix 1 Helix 2 Helix 3 Helix 4

Isoform-specific Allele
amino acid difference frequency (%)
112 158 General AD
Apo-E2 Cys Cys 8.4 3.9
Apo-E3 Cys Arg 77.9 59.4
Apo-E4 Arg Arg 13.7 36.7

ubernommen aus 147 D

Abb. 1.9: ApoE-Proteinstruktur und Isoform-spezifische Unterschiede as

ApoE-Protein besteht aus 299 Aminosauren und enthalt mehrere amphipathische o-Helices. Eine
Gelenkregion verbindet die N- und C-terminalen Bereiche. Die N-terminale Region bildet ein anti-
paralleles Vier-Helix-Bliindel, wodurch die unpolaren Bereiche des Proteins innerhalb liegen. Die

C-terminale Doméane hingegen besteht aus drei a-Helices, welche eine hydrophobe Oberflache
bilden und mit der N-terminalen Doméane durch Wasserstofforicken und Salzbricken
wechselwirken. Die C-terminale Region enthalt darlber hinaus eine LDLR—BindungssteIIemg. Des
Weiteren sind in der Tabelle die Unterschiede der ApoE-Isoformen dargestellt (Unterschiede in
Aminosauren und prozentuale Wahrscheinlichkeit des auftretenden Allels). 30
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1.3.3 ApoE4 als Hauptrisikofaktor der AD

Bisherige Studien konnten ApoE4 als Hauptriskofaktor der SAD identifizieren*'. Die
Isoform E4 spielt vor allem im AR-spezifischen Metabolismus der AD eine wichtige
Rolle. Es ist bekannt, dass ApoE mit AB-Plaques kolokalisiert'"°. Dahingehend wurde
gezeigt, dass die ApoE-Isoformen die AR-Ablagerung beeinflussen, um senile
Plaques zu bilden und die zerebrale Amyloidangiopathie zu férdern'". AR-
Ablagerungen in Form von senilen Plaques sind vermehrt bei ApoE4-Tragern zu
beobachten'’?. Dariiber hinaus konnte ein Zusammenhang zwischen ApoE4 und
einer erhohten AR-Aggregation mit zusatzlich verlangsamten Abbau gezeigt
werden %173,

ApoE beeinflusst neben der AR- auch die Tau-Pathologie. Wahrend ApoE2 und
ApoE3 zusammen mit dem Tau-Protein die Mikrotubuli stabilisieren und es vor
Hyperphosphorylierung schiitzen'™, spielt ApoE4 eine entgegengesetzte Rolle.
Studien fanden heraus, dass ein ApoE4-Fragment, welches durch proteolytische
Spaltung entsteht, die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins sowie die
Zytoskelett-Zerstorung als auch die mitochondriale Dysfunktion in Neuronen
unterstutzt. Dies fuhrt anschlie®Bend zum Absterben und zur Ablagerung von
Neuronen156’175’176.

Aufgrund der ApoE4-spezifischen Forderung der Bildung von AR-Plaques und NFTs
kommt es zu zerebralen Entziindungsreaktionen und folglich zu einer Aktivierung des
angeborenen Immunsystems. Diese geht einher mit einer Uberaktivierung von
Mikroglia-Zellen und tragt somit zur Pathogenese der AD bei'’®'"®. Im Vergleich zu
ApoE3 induziert ApoE4 eine robustere pro-inflammatorische Aktivitat in Astrozyten
und Mikroglia''. Eine Studie konnte demonstrieren, dass eine intravendse
Verabreichung von LPS in ApoE4-transgenen-Mausen zu einer starkeren
Entziindungsreaktion filhrt als in ApoE3-transgenen-Mausen'®?'®3 Dies zeigt die
entziindungsfordernde Funktion der Isoform ApoE4, welche die Uberaktivierung
sowie die Entwicklung des dysregulierten, krankheits-assoziierten Phanotyps der

Mikroglia-Zellen fordern konnte.
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1.4 Zielsetzung

Die AD ist die haufigste Form der Demenz und bedingt durch die zunehmende
Uberalterung der Gesellschaft steigt die Anzahl an jahrlichen Neuerkrankungen
stetig. Aktuelle Therapien zielen vorwiegend auf den Abbau von AR, ab, zeigen
jedoch nur wenige positive Effekte und verzogern den Krankheitsverlauf nicht.
Zahlreiche Untersuchungen konnten die Bedeutung der Neuroinflammation, bei der
Mikroglia eine wichtige Position einnehmen, in den Kontext der AD stellen. Im
gesunden Gehirn besitzen Mikroglia-Zellen eine homdostatische und funktionelle
Gensignatur™?. Diese verandert sich wahrend des Verlaufs der AD zu einem
krankheitsspezifischen Phanotyp’, welcher die Progression dieser Erkrankung
moglicherweise unterstutzt. Wahrend dieses Prozesses kommt es des Weiteren zu
einer Expressionszunahme von ApoE. Daher konnte ApoE ein kritischer Faktor
bei der mikroglialen Aktivierung sein und die Expressionssignatur von
dysfunktionalen Mikroglia bei neurodegenerativen Erkrankungen beeinflussen
(Abb. 1.10). Insbesondere die Rolle der verschiedenen humanen ApoE-Isoformen in

diesem Prozess ist bisher unklar.

ApoE4 ?

»
»

activated microglia (;healthy’) activated microglia (,pathogenic’)
e pro-inflammatory response and e neuron death and damage —>
pathogen clearance alzheimer’s disease

Abb. 1.10: Zielsetzung. Aufgrund von bereits durchgefiihrten Untersuchungen® ist zu vermuten, dass
ApoE die Entwicklung von einer gesunden aktivierten hin zu einer pathogen aktivierten Mikroglia-
Zelle, welche die AD-Pathogenese unterstiitzt, beeinflusst.

Schlussfolgernd ergeben sich die folgenden Fragestellungen fur die vorliegende
Arbeit:

1. Ist eine Untersuchung der ApoE-spezifischen Mikroglia-Physiologie im murinen

N9-Zellkulturmodell moglich?

2. Liegt eine spezifische Beeinflussung des mikroglialen krankheitsassoziierten

Phanotyps durch die ApoE-Isoformen vor?

3. Ist eine ApoE-spezifische Regulation der Physiologie von Mikroglia-Zellen auf

transkriptionaler Ebene moglich?
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2. Material und Methoden

2.1 Laborgerate und Materialien

2.1.1 Laborgerate

Tab. 2.1: Verwendete Gerate

Autoklav
Bildgebendes
Durchflusszytometer
Block-Heizgerat
Blotting Modul
Blotting Modul
Drucker
Durchflusszytometer
Durchflusszytometer
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Gelkammer (DNA)
Imaging System
Inkubator
Invers-Mikroskop
Konfokalmikroskop
Klhlzentrifuge
Klhlzentrifuge
Klhlzentrifuge

Magnetruhrer

Mikroplatten-Lesegerat

Mikroplatten-Lesegerat

Mikrowelle
Netzgerat (DNA-Gele)

Technoklav50
Image Stream®”
Mark Il
Thermo-Mixer C
Mini Protean

Mini Trans

P93D

Aria llu

Canto Il

CP3202S
ApoTome

Mini-Sub Cell GT
Odyssey® CLx
Heraeus

Axiovert S100

TCS SP8
Eppendorf 5804R
Eppendorf 5417R
Eppendorf F45-24-11
RCT basic IKAMAG
Safire?

Tecan Infinite M200
Micromat

EPS200

Technorama, Fernwald

Merck, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
BioRad, Munchen

BioRad, Munchen
Mitsubishi, Ratingen

BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA
Sartorius, Gottingen
Zeiss, Oberkochen
BioRad, Munchen

Licor, Bad Homburg
Thermo Scientific, USA
Zeiss, Oberkochen

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
IKA-Werke GmbH, Staufen
TECAN, Mannedorf
Tecan Group AG, Schweiz
AEG, Frankfurt am Main

Pharmacia Biotech, Freiburg
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Netzgerat (Proteingele)

Power Pac Basis

BioRad, Miinchen

PCR Cycler MyCycler Thermal Eppendorf, Hamburg
pH-Meter CG 840 Schott, Mainz

Photometer Biophotometer Plus Eppendorf, Hamburg
Pipette reference 100 — 1.000 pl Eppendorf, Hamburg
Pipette reference 10 - 100 pl Eppendorf, Hamburg
Pipette reference 1-10 pl Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe Pipetteboy Integra Bioscience, Schweiz
Real-Time PCR System  QuantStudio™ 3 Thermo Scientific, USA
Tiefkthler (-80°C) UF80-450S Colora Messtechnik GmbH, Ulm
Tiefkthler (-80°C) TSX Serie Thermo Scientific, USA
Tischzentrifuge Mini MC 6 Sarstedt, Nurnbrecht
Uberkopfschuttler Rotator LabMarket, Mannheim
UV-Flachenstrahler N90 Benda, Wiesloch

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA
Zellzahler (automatisiert) Countess™ II Thermo Scientific, USA

2.1.2 Glas- und Kunststoffverbrauchsmaterialien

Tab. 2.2: Verwendete Glas- und Kunststoffverbrauchsmaterialien

Bezeichnung

6 well-Platte

12 well-Platte

48 well-Platte

96 Micro Well Optical Bottom Plates
96 Well Platten Nunc MaxiSorb

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Nunc, Wiesbaden

Thermo Scientific, USA

Corning®Costar® Transwell Culture Assay, Merck, USA
PorengréfRe 8 um
Culture Inserts 2-well in p-dish ibiTreat ibidi, Minchen

Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Kryoréhrchen Cryo Pure Tubes
MicroAmp™ Optical Adhesive Film
Mikrotiterplatten fiir qRT-PCR MicroAmp®

BD Bioscience, USA
Sarstedt, Nurnbrecht
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
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Nitrozellulose-Membran BioRad, Munchen
PCR-Reaktionsgefalle Rapidozym, Berlin
Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 1.000 pl) Eppendorf, Hamburg
PVDF-Membran BioRad, Munchen
Reaktionsgefalie (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefalie (2,0 ml) Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefalie (15 ml) Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefalie (50 ml) Eppendorf, Hamburg
Sterile Filter (30 um) Sysmex Europe GmbH, Norderstedt
Whatman-3MM Papier Whatman, Grof3britannien
Zellkulturflasche T75 Sarstedt, Nurnbrecht
p-slide VI°# ibiTreat ibidi, Miinchen

2.1.3 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, stammten (sofern nicht
anders angegeben) von den folgenden Firmen: Merck (Darmstadt), Promega
(Heidelberg), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Hamburg) und Thermo Fisher
Scientific (USA). Restriktionsenzyme (Tab. 2.14) wurden von der Firma New England

Biolabs (Frankfurt) bezogen.

2.1.4 Antikorper und Farbstoffe

Tab. 2.3: Primér- und Sekundarantikorper fur Western Blotting und Immunzytochemie

goat-anti ApoE Merck, USA AB947
mouse-anti-Actin, clone C4 Merck, USA MAB1501
mouse-anti-alpha-Tubulin Merck, USA T9026
mouse-anti-RhoA Santa Cruz, USA sc-17794
mouse-anti-Rock1 Santa Cruz, USA sc-17794
rabbit-anti-3-Cathenin Cell signalling, USA 9582
rabbit-anti-Alpha-Tubulin E3 Cell signaling, USA 21448

35



Material und Methoden

rabbit-anti Histon H3
rabbit-anti-PDI

Cell signaling, USA

Stress Marq, Kanada

9715
SPC-114

donkey-anti-mouse Alexa 790 Thermo Fisher Scientific, USA  A11371
goat-anti-mouse Alexa 680 Thermo Fisher Scientific, USA  A28183
goat-anti-rabbit Alexa 680 Thermo Fisher Scientific, USA  A21109
goat-anti-rabbit Alexa 790 Thermo Fisher Scientific, USA  A27041
rabbit-anti-goat Alexa 680 Thermo Fisher Scientific, USA  A27020

Tab. 2.4: Konjugierte Antikorper

CD11b (M1/70) PE-Cy7 Thermo Fischer Scientific, USA  25-0112-81
Phalloidin Alexa 555 Thermo Fischer Scientific, USA  A34055
PKH67 GFP Merck, USA PKH67GL-1KT
2.1.5 Kits

Tab. 2.5: Verwendete Kits

Sectnung _Amondung__Horsolr

Dual-Luciferase®Reporter Assay Luciferase-Assay Promega, USA

GeneJET PCR Purification Kit PCR-Aufreinigung Thermo Fisher Scientific,
USA
Guise-it™CRISPR/Cas9 System Klonierung Takara, Japan

NucleoBond®XtraMedi Plasmidisolierung Machery-Nagel, Duren

NucleoSpin®Plasmid Plasmidisolierung Machery-Nagel, Duren

Transfection- grade

NucleoSpin®RNA RNA-Isolierung Machery-Nagel, Duren
Pierce Agarose ChIP Chromation- Thermo Fisher Scientific,
Immunoprazipitation USA
Pierce Co-Immunoprecipitation Immunoprazipitation Thermo Fisher Scientific,
USA
QuickChange Lightning Site- DNA-Mutagenese Agilent Technologies,
Directed Mutagenesis Kit USA
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Subcellular Protein Fractionation Subzellulare Thermo Fisher Scientific,
Fraktionierung USA
Viromer®Yellow Transfektion lipocalyx, Halle

2.1.6 Stimulatoren
Fur die im Folgenden beschriebenen zellbiologischen Experimente wurden die

nachfolgenden Stimulatoren verwendet:

Tab. 2.6: Verwendete Stimulatoren

ApoE (aus humanem Plasma) 3 pg/ml rPeptide, USA

humanes TGFR1 (transformierender 10 — 50 ng/ml  MACS Miltenyi Biotec, USA
Wachstumsfaktor 3-1)

muriner Komplementfaktor 5a (C5a) 20 ng/ml R&D Systems, USA
(rekombinant)

Prostaglandin J, 1-5uM Sigma-Aldrich, USA
TO901317 0,6 —3uM  Sigma-Aldrich, USA

2.1.7 Software
Zur Erstellung der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Computer-Programme
verwendet:

e AxioVision (Zeiss)

e FACS Diva 6 (BD Pharmingen)

e Fiji (GPL v2)

e IDEAS® 6.2 (Merck)

e Image Studio 5.2 (Licor)

e IMARIS (Bitplane)

e INSPIRE® (Merck)

e LAS AF Lite (Leica)

e Microsoft Office 2016 (Excel, Powerpoint, Word)
e Prism5 (GraphPad)

e QuantStudio™ (Thermo Fisher Scientific)
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2.2, Zellbiologische Methoden

2.2.1 Nahrmedien

Das Kultivieren der eukaryontischen Zellen erfolgte mit spezifischen Nahrmedien
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute-
1640 (RPMI)), welche auf einer Losung aus Glukose, Salzen, Aminosauren und
Vitaminen basieren. Darlber hinaus enthalten sie fir die Zellen wichtige Inhaltsstoffe
wie Mineralien und Hormone. Zu den hier verwendeten Medien erfolgte eine Zugabe
von 10% fetalem Kalberserum (FBS). Alle Nahrmedien enthielten den pH-Indikator
Phenolrot, mit deren Hilfe der pH-Wert im Kulturmedium sowie die Zellgesundheit
abgeschatzt werden kann.

2.2.2 Zelllinien

Far die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Zelllinien verwendet:

Tab. 2.7: Zelllinien

Murine Zelllinien

N9.Wt immortalisierte Mikroglia-Zellen RPMI mit GlutaMAX™ +
FBS
N9.ApoE2 immortalisierte Mikroglia-Zellen mit  RPMI mit GlutaMAX™ +
Expression des humanen ApoE FBS + Puromycin (2 ug/ml)

Isoform 2 (eigene Arbeit)
N9.ApoE3 immortalisierte Mikroglia-Zellen mit
Expression des humanen ApoE
Isoform 3 (eigene Arbeit)
N9.ApoE4 immortalisierte Mikroglia-Zellen mit
Expression des humanen ApoE
Isoform 4 (eigene Arbeit)

N9.ApoEKO immortalisierte Mikroglia-Zellen, RPMI mit GlutaMAX™ +
Knockout des ApoE (eigene Arbeit) FBS
Neuro2a albino Neuroblastoma-Zellen DMEM + FBS

Humane Zelllinien
HEK293T epitheliale embryonale DMEM + FBS

immortalisierte Nierenzellen
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2.2.3 Subkultivierung eukaryontischer Zellen

Bei Erreichen einer entsprechend hohen Zellzahl in den Kulturflaschen (konfluente
Bedeckung des Bodens) wurden die Zellen passagiert. Dafur erfolgte zunachst die
Entnahme des verbrauchten Mediums mit Hilfe einer Glaspipette und einer
Absaugvorrichtung. Zur Entfernung des verbleibenden Nahrmediums wurden die
Zellen mit 5 - 10 ml 1 x Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS, pH 7,4) gewaschen.
Durch die Zugabe von 0,5 - 1 ml Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA)-
Losung und einer anschlieRenden Inkubation von 5 min bei 37°C und 5% CO,,
erfolgte die Ablosung der Zellen von der Zellkulturflasche. Fur die folgende
Subkultivierung wurde eine definierte Menge der Zellsuspension auf eine neue, zuvor
mit 5 - 10 ml Medium gefullte Zellkulturflasche passagiert und weiter im Inkubator bei
37°C und 5% COg kultiviert.

2.2.4 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen

Zur langerfristigen Lagerung der verschiedenen Zelllinien konnen diese bei -80°C
bzw. in flussigem Stickstoff eingefroren werden. Dazu wurden die Zellen zunachst
mit einer Trypsin/EDTA-LOsung von der Zellkulturflasche gel6st. Um die Zellen vor
den beim Einfrieren entstehenden Eiskristallen zu schitzen, wurden die Zellen in
Medium mit 10% zugesetztem Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde anschliefend in 2-ml-Kryo-Rohrchen uberfuhrt und in einem
speziellen Behalter (Mr. Frosty Cryo 1°C Freezing Container, NALGENE) mit
Isopropylalkohol bei -80°C langsam tiefgefroren. Zur langfristigen Lagerung erfolgte
anschlieRend die Uberfiinrung der tiefgefrorenen Zellen in einen mit flissigem
Stickstoff gefullten Tank.

Das Auftauen eukaryontischer Zellen sollte im Vergleich zum Einfrieren in moglichst
kurzer Zeit durchgeflhrt werden, um eine Schadigung der Zellen durch das sich im
Medium befindende DMSO zu vermeiden. Dazu wurden die Kryo-Rohrchen mit den
gefrorenen Zellen in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 10 ml
vorgewarmtes Nahrmedium uberfuhrt. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation bei
1.200 rpm fiir 5 min. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in
frischem Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche uberfuhrt. Die weitere
Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 37°C und 5% CO..
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2.2.5 Transwell-Assay (Boyden-Chamber-Assay)

Zur Untersuchung gerichteter Zellmigration in vitro wurde ein Transwell-Assay
durchgefuhrt. Dafur
zunachst 600 pul Medium mit

wurden

Upper Compartment 1

Insert >
oder ohne den entsprechenden

(20

muriner Komplementfaktor 5a)

Porous Membrane

Chemoattraktant ng/ml

Lower Compartment g

in das untere Well gegeben
und 5x10° Zellen in 100 pl

Medium in das obere Well auf

libernommen von 184

Abb. 2.1: Prinzip des Transwell-Assay
Migrationsfahige Zellen kénnen vom oberen Well durch die
porése Membran in das untere Well migrieren.

die porése Membran ausgesat (Abb. 2.1). Das Assay wurde anschliel3end fur 2 h bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Durch den Chemoattraktant kommt es zu einer mehr

Nach der

Inkubationszeit wurde das Medium sowie die stationaren Zellen des oberen Wells

oder weniger schnellen zielgerichteten Bewegung der Zellen.
entfernt und die Inserts dreimal fur 5 min mit PBS (pH 7,4) gewaschen. Das Fixieren
der durch den Filter migrierten Zellen erfolgte fur 20 min mit 4% Paraformaldehyd
(PFA) bei 37°C. Nach der Permeabilisierung der Zellmembran mit 0,2% Triton-X-100
fur 10 min wurden die Zellkerne der migrierten Zellen mit 1 ng/ul 4,6-Diamidin-2-
(DAPI) Die Hilfe

Fluoreszenzmikroskops (ApoTom, Zeiss), indem funf reprasentative Bilder pro Well

phenylindol angefarbt. Analyse erfolgte mit eines
aufgenommen und mit Hilfe des Programmes Fiji und dem Plugin ,cell-counter®

ausgezahlt wurden.

2.2.6 Scratch-Assay
Zur
Zellmigration

Untersuchung  allgemeiner
in vitro wurde ein
Scratch-Assay mit Hilfe spezieller
Inserts der Firma ibidi (Munchen)
durchgefuhrt (Abb. 2.2). Dafur

wurden zunachst 5x10* Zellen pro

Insert6ffnung in einem Volumen von Abb. 2.2:

iibernommen von 185

Prinzip

eines Scratch-Assays

70 pl Medium ausgesat. Nach einer
Inkubation Uber Nacht bei 37°C und
5% CO2 wurde das Insert vorsichtig

. Die Aussaat der Zellen erfolgt in
beide Kammern des speziellen Inserts. Nach 24 h
Inkubation wurde das Inert vorsichtig entfernt und
die Zellmigration uber mehrere Tage
fotodokumentiert.
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entfernt und 2 ml Medium (evtl. mit entsprechendem Agens, 3 pg/ml humanes ApoE)
zu den Zellen gegeben. AnschlieRend erfolgte eine Fotodokumentation Gber 72 h.
Die Quantifizierung wurde mit der Software Fiji und dem Plugin ,MRI Wound Healing
Tool“ durchgefuhrt.

2.2.7 Transiente Transfektion

Die Transfektion beschreibt das Einbringen von fremder DNA oder RNA mit Hilfe von
Plasmiden in eine eukaryontische Zelle''®. Da die Hauptaufgabe von Mikroglia-Zellen
die Phagozytose ist und sie daher vorwiegend zur Degradation von Plasmiden
neigen, stellt die Transfektion dieser Zellen eine Herausforderung dar. Aus diesem
Grund wurde fur die transiente Transfektion bei Mikroglia-Zellen nach Vergleich
mehrerer verschiedener Transfektionsmethoden (Lipofektion, Magnetofektion,
Nanopartikel) das Transfektions-Kit ,Viromer®Yellow* (lipocalyx, Halle) verwendet.

In Vorbereitung auf die Transfektion wurden 24 h zuvor 2,5x10° Zellen in eine 6-Well-
Platte ausgesat. Am Tag der Transfektion erfolgte zunachst ein Mediumwechsel und
eine Verdunnung der einzubringenden Plasmid-DNA in 270 ul Yellow-Puffer
(22 ng/pl). Anschlie®Bend wurden 28,8 ul Puffer zu 1,2 ul Viromer-Reagenz gegeben
und fur 5 s gevortext. Die verdunnte Plasmid-DNA konnte dann zum Viromer-
Reagenz gegeben und durch Auf- und Abpipettieren miteinander vermischt werden.
Nach einer 15-minutigen Inkubation bei RT wurden 200 ul des Reaktionsgemisches
vorsichtig auf die Zellen getropft. Es erfolgte ein erneuter Mediumwechsel nach etwa
4 h und eine anschlieRende Inkubation der Zellen bei 37°C und 5% CO, fur 48 h.

2.2.8 Dual-Luciferase®-Reporter-Assay

Zur Quantifizierung der Promotoraktivitat unter ApoE-Kontrolle wurde ein Luciferase-
Assay mit Hilfe des entsprechenden Kits der Firma Promega (USA) durchgefuhrt.
Das Assay dient der Untersuchung der Promotoraktivitdt durch die Messung der
Lichtintensitat des Luciferase-Enzyms, welches unter der Kontrolle des putativen
Promotors steht. Dafiir wurden zundchst 2,5x10° Zellen in eine 6-Well-Platte
ausgesat und nach 24-stundiger Inkubation bei 37°C und 5% CO; mit zwei
verschiedenen Plasmiden transient transfiziert. Bei den Plasmiden handelte es sich
zum einen um das pGL3_basic (mit zuvor durch Klonierung eingebrachter putativer
Promotorsequenz) zur Untersuchung der spezifischen Promotoraktivitat und zum
anderen um das pRL_SV40 zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz (siehe
Anhang A1). Nach 48-stundiger Inkubation wurde zunachst das Medium entfernt und
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die Zellen mit PBS gewaschen. Die Zelllyse erfolgte mit 500 ul 1 x ,Passive Lysis
Puffer” auf dem Schuttler fur 25 min. Anschliel3end wurde das Zelllysat in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal uberfuhrt und bei 14.000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Die Messung
des Uberstandes erfolgte mit Hilfe eines 96-Well-Platten-Lesegerats (Tecan Infinite
M200, Tecan Group AG, Schweiz) und 20 ul des Zelllysates entsprechend den

Herstellerangaben.

2.2.9 Bildgebende Durchflusszytometrie

Fir die Untersuchung der putativen ApoE-Isoform-abhangigen Phagozytose
(Abb. 2.3) von Mikroglia-Zellen, welche gestresste oder apoptotischen Zellen
aufnehmen kénnen, wurden zunéchst 5x10° N9-Zellen und 2x10° Neuro2a-Zellen in
T75-Kulturflaschen ausgesat. Am nachsten Tag wurde in den Neuro2a Zellen mittels
UV-Bestrahlung fir 30 min und einer Inkubation fur 2 h im Inkubator die Apoptose
der Zellen ausgelost. AnschlieRend erfolgte die Farbung der apoptotischen Neuro2a-
Zellen mit dem Membranfarbstoff PKH67 (Merck, USA) entsprechend den
Herstellerangaben. Jeweils 3x10° der gefarbten Neuro2a- wurden zu den N9-Zellen
gegeben. Nach einer erneuten Inkubation Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert, filtriert (Porengroe: 30 pm) und
anschliefend mit 4% PFA fur 20 min auf Eis fixiert. Daraufhin erfolgte die Farbung
der N9-Zellen mit dem Mikroglia-spezifischen konjugierten Antikorper CD11b-PE-Cy7
(Thermo Fisher Scientific, USA) fur 20 min auf Eis. Nach erneutem Waschen der
Zellen mit PBS erfolgte die Messung und Analyse des Phagozytose-Verhaltens mit

Hilfe des bildgebenden Durchflusszytometers (Image Stream®X Mark I, Merk, USA).

/2 5
e JOZ
27"\ N >O e
3 !
>

v
JOF
PR
seed 500.000 N9 cells seed 200.000 N2a cells
incubation over mghtl incubation over night

treatment of the N2a cells with UV-light for 30 min
| staining with PKH dye

)
feed the stained N2a cells to the N9 cells

l incubation over night

harvest the cells, staining of the N9 cells

with microglia specific PE-Cy7 antibody

verandert nach 280

Abb. 2.3: Ablaufplan des Phagozytose-Assays . Ablauf des Experimentes zur

Untersuchung des Phagozytose-verhaltens von murinen N9-Zellen. 42



Material und Methoden

Fir die Ermittlung des Zellkernvolumens wurden 5x10° N9-Zellen trypsiniert, mit 4%
PFA far 20 min fixiert und anschlieBend filtriert (PorengrofRe: 30 um). Nach
Permeabilisierung der Zellen mittels Triton-X-100 (0,2%) fur 10 min konnten die
Zellkerne mit 1 pg/ul DAPI angefarbt und mit Hilfe der bildgebenden
Durchflusszytometrie analysiert werden.

Bei jedem Experiment wurden 5.000 Zellen pro Probe gemessen und mit Hilfe der
IDEAS-Software quantifiziert.

2.2.10 Immunfluoreszenzfarbung

Fir die mikroskopische Untersuchung der murinen Mikroglia-Zellen wurden zunachst
4x10° Zellen pro Kanal in einem ,u-Slide VI°*
uber Nacht bei 37°C und 5% CO- inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen und mit 4% PFA fur 20 min bei 37°C fixiert. Die

Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte mit Hilfe von 0,2% Triton-X-100 far

ibiTreat” (ibidi, Minchen) ausgesat und

10 min auf dem Schuttler. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 1 x TBST (Tris-
gepufferter Salzlosung mit Tween20) erfolgte das Blocken unspezifischer
Bindestellen mit Blocking-Puffer (Protein-Free Blocking-Buffer-TBST, GBioscience,
Thermo Fisher Scientific, USA) fur 1 h auf dem Schittler. Es folgte eine Inkubation
mit dem Primarantikorper Uber Nacht bei 4°C. Nach drei Waschschritten mit
1 x TBST fur jeweils 10 min erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper bei
RT fur 1,5 h. Abschlielend erfolgte das Eindeckeln der Proben mit
DAPI Fluoromount-G® (Southern Biotech, USA), welches bereits den Farbstoff DAPI
zur Farbung der Zellkerne enthielt. Die fixierten und gefarbten Proben wurden
anschlielend mit dem konfokalen Mikroskop TCS SP8 (Leica, Wetzlar) dokumentiert
und mit dem Programm Fiji quantifiziert. Des Weiteren wurden aus z-stack-
Aufnahmen mit Hilfe der Software IMARIS 3D-Modelle der Zellen erstellt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus Kulturzellen (ca. 1x10” Zellen) erfolgte mit Hilfe des Kits
,NucleoSpin®RNA” (Machery-Nagel, Diiren) entsprechend den Herstellerangaben.
Die isolierte RNA wurde in 40 pl Ribonuklease-freiem H,O eluiert und bei -80°C
gelagert. Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte mit Hilfe eines

Photometers (Biophotometer Plus, Eppendorf, Hamburg).
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2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.3.2.1 Semiquantitative PCR

Die semiquantitative PCR dient der Quantifizierung der Genexpression sowie der
Amplifizierung von molekularen Fragmenten zur Klonierung, welche anschlief3end
mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese Uberprift wurden.

Die semiquantitative PCR wurde mit folgendem Reaktionsansatz und Programm
durchgefuhrt:

Reaktionsansatz semiquantitative PCR

PCR-Mastermix 2x 10,0 ul
Primer Fwd (10 uM) 1,0 ul
Primer Rev (10 uM) 1,0 ul
DNA 1,0 ul
A.dest. ad 20,0 ul

Tab. 2.8: Programm der Semiquantitativen PCR

1 — Denaturierung 95°C 5 min

2 — Denaturierung 95°C 30s

3 — Anlagerung Tm(Primer) — 3°C 30s 35
4 — Elongation 72°C 30s

5 — Elongation 72°C 5 min 1
6 — Lagerung 4°C 0 -

Fir die Quantifizierung der Genexpression bzw. der Amplifikation von DNA-

Fragmenten mittels PCR wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

Tab. 2.9: Verwendete Oligonukleotide

Bhlhe40 Fwd 5’- atatctcgagcgttgtccaacacgtgag -3’
Bhlhe40 Rev 5’- atataagcttcagcgcacagactggcggtg -3’
mApoE Fwd 5’- ggacagggggagccctataa -3’

mApoE Rev 5’- ggggtcagttgttcctccag -3’

Mef2a Fwd 5’- atatctcgagccgccgtcatcttettcctg -3’
Mef2a Rev 5’- atataagcttcgcgccgeccggagec -3’
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mGapDH Fwd 5’- cccttaagagggatgcetgec -3’
mGapDH Rev 5’- actgtgccgttgaatttgcc -3’
Tfec Fwd 5’- atctcgagtcctgagatacctaacacatgaaatgagacc -3’

Tfec Rev 5’- ataagcttaggaagaagaaatgacacagcagtttc -3’

2.3.2.2 PCR zur Modifizierung von Gensequenzen

Fur die Modifizierung des kommerziell erworbenen ApoE3-Genes (pBabePuro-
ApoECDs-Plasmid, Addgene, USA) wurde nach Restriktion und Klonierung in
pcDNA3.1 (Anhang A1) mit Hilfe des “QuickChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit” (Agilent, USA) und geschicktes Primerdesign entsprechend den
Herstellerangaben eine gezielte Mutation eingefugt, um die Gensequenzen fur
ApoE2 bzw. ApoE4 zu erhalten. Fur die zielgerichtete Mutation wurden die folgenden

Oligonukleotide verwendet:

Tab. 2.10: Verwendete Oligonukleotide fiir die spezifische Mutation

ApoE3 zu ApoE2 Fwd: 5’- ggtacactgccaggcacttctgcaggtcatc -3’

Rev: 5'- gatgacctgcagaagtgcctggcagtgtacc -3’
ApoE3 zu ApoE4 Fwd: 5’- caggcggccgcgcacgtcectcca -3’
Rev: 5'- tggaggacgtgcgcggcecgcectg -3’

2.3.3 Tag-Man™-Genexpressions-Assay

Das ,TagMan™-Genexpression-Assay“ (Applied Biosystem, Darmstadt) ist ein
vorgefertigtes Assay zur gezielten Quantifizierung, Uberprifung und Validierung von
spezifischer RNA. Zuerst erfolgte mit Hilfe des ,TagMan™ Transcription Reagents” —
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) entsprechend den Herstellerangaben eine Two-
Step-Real-Time-PCR (Two-Step-RT-PCR) zur Umwandlung der isolierten RNA
(500 ng) in cDNA.

Anschlieend wurde eine quantitative Real-Time-PCR (qPCR) durchgefuhrt.
Wahrend der Elongationsphase der qPCR erfolgt die quantitative Messung der
spezifischen cDNA mit Hilfe von Fluoreszenz-Signalen, die in Echtzeit erfasst
werden. Diese Signale entstehen durch den Abbau der eingesetzten Sonden. Die
TagMan™-Sonde (Hydrolyse-Sonde) besteht aus einem ,Quencher‘ und einem

Reporter-Fluoreszenzfarbstoff. Die Taqg-Polymerase, welche zusatzlich zur
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Polymeraseaktivitat eine 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat besitz, baut wahrend der
Synthese des Gegenstranges das 5’-Ende dieser Sonde ab. Dadurch entfernen sich
Quencher und Fluorophor voneinander und eine steigende Reporter-Fluoreszenz
entsteht und kann gemessen werden. Die Starke der Fluoreszenz nimmt dabei mit

der Menge an PCR-Produkten zu. Fir die qPCR wurde der folgende Ansatz

verwendet:

Reaktionsansatz gPCR

TagMan™ Gene Expression Master Mix 50 ul
TagMan™ -Genexpression-Assay 0,5 ul
cDNA 2,0 ul
A dest 10,0 ul

Von jeder Probe wurden technische Triplikate in eine 396-Well-Platte pipettiert, mit
einer speziellen Folie versiegelt und kurz zentrifugiert. Die Messung der Ansatze

™ 5¢

erfolgte in der ,QuantStudio Real-Time-PCR-Maschine der Firma Applied

Biosystems (Darmstadt) nach dem folgenden Programm:

Tab. 2.11: Programm fiir die qPCR im Real-Time-PCR-System

1 1

50°C 2 min
2 95°C 10 min 1
3a 95°C 15s
40
3b 60°C 60 s
4 4°C 0 -

Fur das TagMan™-Genexpressions-Assay wurden die folgenden Sonden der Firma
Applied Biosystems (Darmstadt) verwendet:

Tab. 2.12: Verwendete TagMan'"-Sonden

ApoE (murin) Mm01307193_g1
ApoE (human) Hs00171168_m1
Thermo Fisher
Rock1 (murin) MmO00485745 m1 # 4331182
Scientific, USA
GapDH (murin) Mm99999915 g1
GapDH (human) Hs02786624 g1

46



Material und Methoden

2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung und Analyse von
Nukleinsauren. Je hoher dabei die Agarosekonzentration ist, desto kleiner sind die
Poren, die sich im Gel befinden. Daher variierte die Agarosekonzentration der Gele,
welche mit 1 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) bei 100°C geldst wurden, in
Abhangigkeit von der Grolle der aufzutrennenden Fragmente, zwischen 1% und 2%.
Die Auftrennung der negativ geladenen Nukleinsauren erfolgte mit Hilfe eines
elektrischen Feldes in einer Gelelektrophorese-Kammer, wobei kleinere Molekule
das Feld schneller durchwandern konnen. Zur Markierung der Lauffront und um ein
Einsinken der Proben in das Gel zu ermodglichen, wurden diese mit 6 x DNA-
Ladepuffer versetzt. Zur Bestimmung der Fragmentgrofle wurden verschiedene
Langenstandards verwendet (1.000 - 10.000 Basenpaare, ,Gene Ruler®, Thermo
Fisher Scientific, USA). Die Auftrennung erfolgte bei 120 V unter Verwendung von
1 x TAE-Laufpuffer fur 20 - 60 min. AnschlieBend konnten die Nukleinsduren mit
0,2 pg/ml Ethidiumbromid angefarbt und bei einer Wellenlange von 254 nm sichtbar

gemacht bzw. dokumentiert werden.

50 x TAE-Puffer (pH 8,0)

Tris (2 M) 252,29

EDTA (0,5 M) 100,0 ml
Essigséure 57,1 ml
ddH,O ad 1.000,0 ml

2.3.5 Klonierung

2.3.5.1 Plasmide und Bakterienstamme
Fir die in dieser Arbeit durchgefuhrten Klonierungen wurden die in den
nachfolgenden Tabellen aufgefuhrten Plasmide und Bakterienstamme verwendet.

Tab.: 2.13: Verwendete Plasmide

pGL3 basic PLuc+, Ampicillin-Resistenz, SV40 pA, Promega (USA)
synth. pA, f1-ori, high copy

pRL_SV40 Priuc+, Ampicillin-Resistenz, SV40 pA, f1- Promega (USA)
ori, high copy
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pGL3 Mef2a basierend auf pGL3_basic, exprimiert
putativen Mef2a-Promotorbereich
pGL3 Tfec basierend auf pGL3_basic, exprimiert

_ . eigene Arbeit
putativen Tfec-Promotorbereich

pGL3 Bhlhe40 basierend auf pGL3_basic, exprimiert
putativen Bhlhe40-Promotorbereich
pcDNA3.1(-) Leerplasmid, basierend auf pcDNA3.1 Addgene (USA)

pcDNA3.1_ApoE2/3/4 basierend auf pcDNA3.1, exprimiert die

eigene Arbeit
humanen ApoE Isoformen 2, 3 oder 4

Tab.: 2.14: Verwendete Bakterienstamme

E.coli XL10 Gold ultrakompetent, endA1 ginV44 recA1 thi-1  Agilent
gyrA96 relA1 lac Hte A(mcrA)183 Technologies
A(mcrCB-hsdSMRmrr) 173 tetR F'[proAB  (Australien)
laclqgZAM15 Tn10(TetR Amy CmR)]

2.5.3.2 Isolierung genomischer DNA aus Zellmaterial

Zur lIsolierung genomischer DNA wurden zunachst ca. 2x10° Zellen mit PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 ul DNA-Isolations-Puffer, welcher 2 pnl
Proteinase K (20 mg/ml) enthielt, aufgenommen und uber Nacht bei 56°C und
1.000 rpm inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation fur 5 min bei
13.000 rpm (RT). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt, mit
200 upl Isopropanol versetzt und fur 15 min bei 13.000 rpm (RT) zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen (5 min, 13.000 rpm, RT) und bei RT
getrocknet. Die DNA konnte anschlieRend in 20 ul ddH,O aufgenommen und die
Konzentration mittels Photometer (Biophotometer Plus, Eppendorf, Hamburg)

bestimmt werden.

DNA-Isolations-Puffer

Tris-HCL (1 M, pH 8,5) 5,0 ml
EDTA (0,5 M) 0,5 ml
SDS (10%) 1,0 ml
NaCl (5 M) 2,0ml
A.dest ad 50,0 ml
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2.3.5.3 Amplifizierung und Aufreinigung genomischer DNA

Die Amplifizierung der verschiedenen Fragmente wurde mit den in Tabelle 2.9
aufgefuhrten spezifischen Oligonukleotiden durchgefuhrt. Die PCR erfolgte wie in
2.3.2 beschrieben. Im Anschluss an die PCR wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
(siehe 2.3.4) zur Uberprifung des amplifizierten Fragments durchgefihrt. Es erfolgte
des Weiteren eine Aufreinigung des PCR-Produktes mit Hilfe des ,GeneJET PCR
Purification Kit“ (Thermo Scientific, USA) entsprechend den Herstellerangaben.

2.3.5.4 Restriktionsverdau
In Vorbereitung auf die Ligation des amplifizierten Fragments in den entsprechenden

Vektor erfolgte ein Restriktionsverdau nach dem folgenden Ansatz:

Restriktionsverdauansatz DNA-Fragment

DNA-Fragment 200 ng
Enzym | 1 ul
Enzym Il 1 ul
Puffer 2ul
A.dest ad 30 ul

Restriktionsverdauansatz Vektor

Vektor o]
Enzym | 1 ul
Enzym Il 1 ul
Puffer 2ul
A.dest ad 20 ul

Beide Ansatze wurden fur 15 min bei 37°C inkubiert. Nach der Restriktion wurde zur
Kontrolle eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt. Die benodtigten DNA-
Fragmente und der Vektor wurden vorsichtig mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel

ausgeschnitten und mittels Gelextraktion (siehe 2.3.5.5) aufgereinigt.
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Tab. 2.15: Verwendete Restriktionsenzyme (Fast-Digest, Thermo Scientific, USA)

Restriktionsstelle

BamHlI 5...G/GATCC...3’
3'... CCTAG/G...5’

EcoRl 5...G/AATTC...3’

3'...CTTAA/G5’

Hindlll 5...A/AGCTT...3
3...TTCGA/A...%’

Xhol 5...C/TCGAG...3’

3'...GAGCT/C...5’

2.3.5.5 Gelextraktion aus Agarosegelen

Das zu eluierende DNA-Fragment wurde zunachst mit Hilfe eines sterilen Skalpells
aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefaly uUberfuhrt. Die
Extraktion der Fragmente erfolgte unter Verwendung des Kits ,GeneJET PCR
Purification Clean Up®“ (Thermo Scientific, USA) nach Herstellerangaben.
Anschlieend wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe eines Photometers
(Biophotometer Plus, Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Die aufgereinigten Fragmente
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.3.5.6 Ligation

Die Ligation dient der VerknUpfung eines spezifischen DNA-Fragments mit einem
linearisierten Vektor zur Produktion eines gewlnschten Plasmids. Fur die
enzymkatalysierte Ligation wurde die ,T4 DNA Ligase“ (Thermo Scientific, USA) mit
dem entsprechenden Puffer nach dem folgenden Ansatz verwendet:

Ligationsansatz: Vektor + DNA-Fragment

Vektor 0,5 ug
DNA-Fragment 5,0 ug
Ligase 1,0 ul
Ligase-Puffer 2,0 ul
A.dest ad 20,0 ul

Dieser Ligationsansatz wurde anschliel3end uber Nacht bei 16°C inkubiert.
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2.3.5.7 Transformation

Nach der Verknipfung des Vektors mit dem DNA-Fragment wurde das Plasmid in
kompetente E.coli-Zellen eingebracht. Dazu wurde der Ligationsansatz zu den
kompetenten Bakterien gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock
zur Aufnahme des Plasmids in die Bakterienzelle erfolgte bei 42°C fur 45 s im
Heizblock. Anschliefend wurden die Zellen fur weitere 2 min auf Eis inkubiert. Nach
der Zugabe von 300 pul LB-Medium (engl.: lysogeny broth medium), welches zuvor
durch Autoklavieren sterilisiert wurde, erfolgte eine Inkubation fur 1 h bei 37°C. Die
Bakterien wurden anschlieRend auf vorgewarmte Agarplatten, welche Ampicillin
(100 pg/ml) zur Selektion enthielten, ausgestrichen und uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

LB-Agar
LB-Medium 1.000 ml
Agar 165 ¢

2.3.5.8 Plasmid-Minipraparation

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA und zur anschlieBenden Uberpriifung einer
erfolgreichen Klonierung erfolgte eine Plasmid-Isolierung mit Hilfe des
,NucleoSpin®Plasmid Transfection-grade* Kits (Machery-Nagel, Diiren), welches
entsprechend den Herstellerangaben verwendet wurde. Fur die Isolierung wurden
zunachst Bakterienkulturen Uber Nacht in 2 ml LB-Medium (mit entsprechendem
Antibiotikazusatz) Uberimpft und bei 225 rpm und 37°C geschuttelt. Anschlieend
wurde die Bakteriensuspension in ein 2-ml-Reaktionsgefal3 uberfuhrt und die
Plasmide isoliert. AbschlieBend wurde die Plasmid-DNA in 30 ul ddH2O
resuspendiert und die Konzentration mittels Photometer (Biophtometer Plus,
Eppendorf, Hamburg) bestimmt.

In einem Restriktionsverdau (siehe 2.3.5.4) wurde die Aufnahme der Plasmide in die
Bakterienzelle Uberpruft. Ausgewahlte Klone wurden zur Sequenzierung (Seqlab,

Gottingen) eingeschickt.

2.3.5.9 Plasmid-Medipraparation
Nach einer erfolgreichen Klonierung erfolgte die Anreicherung der Uberpruften
Plasmid-DNA. Dazu wurden 300 ml LB-Medium mit entsprechendem

Antibiotikazusatz zur Selektion mit einem positiven Klon angeimpft und Uber Nacht
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bei 37°C und 225 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Die Plasmid-Medipraparation
erfolgte mit Hilfe des ,,NucleoBond® XtraMedi” Kits (Machery-Nagel, Diiren)

entsprechend den Herstellerangaben.

2.3.6 Genmodifizierung mittels CRISPR/Cas9-System (Genome Editing)

Mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems lassen sich Gene gezielt in das Genom
einbringen, verandern oder inaktivieren. Dazu bindet zunachst die spezifische guide-
RNA (gRNA) die Ziel-Sequenz des zu verandernden Gens. Anschliefiend schneidet
das Cas9-Protein, eine CRISPR-assoziierte Endonuklease, den DNA-Doppelstrang
an der gewunschten Stelle und mit Hilfe des zelleigenen Reparatursystems wird die
gewunschte Genmodifikation durchgefuhrt (Abb. 2.4).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des ,Guide-it™ CRISPR/Cas9-Systems"
(Takara, Japan) entsprechend den Herstellerangaben und der spezifischen gRNA
5’ccggtcatcttcgeaattgtgatt-3°, welche Uber die Online-Plattform ,DESKGEN™
CRISPR Libraries” ausgewahlt wurde, das ApoE-Gen in den murinen N9-Zellen
gezielt inaktiviert.

( Das Werkzeug Guide RNA Cas9 h
findet Ziel DNA schneidet DNA
Guide | —)
RNA (‘g \
E =
1 xE
Cas9 E ,\%
Schneide- =
!JVOI";‘\H
A
4 N N\ 16 N
J ¢ y
PODDU DODDC OO0 IPODDC PODOU DODDC
o Homologe N P Nicht-homologe
PO Rekombination DOGDI Rekombination
Vorlage Vorlage

Einbau ganzer Gen-Sequenzen Reparatur/Austausch einzelner DNA Bausteine Entfernung einzelner DNA Bausteine

Abb. 2.4: Ablauf des CRISPR/Cas-Systems “Permommen ven 187 npit Hilfe einer gRNA und des
Cas9-Proteins kann die Ziel-Sequenz gezielt erkannt und geschnitten werden. Durch zelleigene
Reparatursysteme werden anschlieRend die gewilnschten Genmodifikationen (Einbau,
Austausch bzw. Entfernung von DNA-Bausteinen) durchgefihrt.
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2.3.7 Transduktion mit Hilfe lenti-assoziierter Vektoren

Eine lentivirale Transduktion beschreibt die persistente Ubertragung von
genetischem Material mit Hilfe virus-assoziierter Vektoren in eukaryontischen Zellen.
In der vorliegenden Arbeit diente diese Methode der Uberexpression der
verschiedenen ApoE-Isoformen in den verwendeten Zelllinien. Hierzu erfolgte 48 h
vor der Transduktion zunichst eine Aussaat von ca. 2,5x10° N9- bzw. HEK293T-

Zellen. Die Transduktion erfolgte anschlieend in der ,UKE Vector Core Facilty“.

2.3.8 Massenspektrometrische Proteomik

Die Massenspektrometrie ist eine analytische Technik, bei welcher die zu
analysierende Probe =zunachst mittels Laser ionisiert und anschlielend das
Verhaltnis zwischen Masse und Ladungszahl gemessen wird. Aus den Ergebnissen
konnen in Abgleich mit verschiedenen Datenbanken die in der Probe enthaltenen
Peptidsequenzen bestimmt werden?’2,

Zur Analyse der Proteinproben wurde zunachst eine Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, siehe 2.4.2) durchgefuhrt und die zu
untersuchende Proteinbande ausgeschnitten. Die massenspektrometrische Analyse

erfolgte in der ,UKE Core Facility Massenspektrometrische Proteomik®.

2.3.9 Edman-Sequenzing

Um die Daten der massenspektrometrischen Analyse zu bestatigen und die genaue
Sequenz des in der vorliegenden Arbeit untersuchten ApoE-Fragmentes zu
identifizieren, wurde eine Edman-Sequenzierung durchgefihrt. Bei der Edman-
Sequenzierung erfolgt die Bestimmung der Reihenfolge von Aminosauren in einem
Peptid durch eine sich wiederholende Endgruppenbestimmung ausgehend vom N-

terminalen Ende?”®

. Fur diese Sequenzierung wurde zunachst eine SDS-PAGE
(siehe 2.4.2) durchgefuhrt, die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF-Membran) geblottet und mittels Comassie (Thermo Fisher
Scientific, USA) angefarbt. Die spezifische Proteinbande wurde anschliel3end
ausgeschnitten. Die Edman-Sequenzierung wurde von der Firma Alphalyse

(Danemark) durchgefuhrt.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinisolierung
Zur Proteinisolierung aus dem geernteten Zellmaterial wurde der folgende Ansatz

verwendet:

Ansatz Proteinisolierung

RIPA 90 ul
10 x Protease- und Phosphatase-Inhibitor 10 ul
100 ul

Mit Hilfe dieses Ansatzes wurde das Zellsediment resuspendiert und fur 30 min bei
4°C und 25 rpm inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation fur 15 min bei
13.000 rpm (4°C). Der Uberstand, welcher das zu isolierende Protein enthalt, wurde
in ein Reaktionsgefal® uberfuhrt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels
Bradford Assay (Thermo Fisher Scientific, USA) entsprechend den
Herstellerangaben.

RIPA-Puffer (Lagerung bei 4°C)

Tris (1 M, pH 7,2) 5ml
NaCl (5 M) 3ml
SDS (10%) 1 ml
Natriumdeoxycholat 19

Triton-X-100 1ml
ddH,0 ad 100 ml

2.4.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von isoelektrisch fokussierten Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld. Unter Verwendung von
Sodiumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine zunachst denaturiert. Durch die
entstehende negative Ladung wandern diese anschliefend im elektrischen Feld zur
Anode. Das Gel wurde nach der SDS-PAGE fur den Western Blot verwendet. Die fur
die SDS-PAGE bendtigten 1D-Gele wurden in einer speziellen Vorrichtung nach der

folgenden Zusammensetzung vorbereitet:
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Tab. 2.16: Zusammensetzung der 1D-Gele

w Sammelgel (4%) Trenngel (8%) Trenngel (12%)

Acrylamid (40%) 1,3 ml 2,66 4 mi
Sammelgelpuffer 2,5 ml - -
Trenngelpuffer - 2,5ml 2,5ml
A.dest 6,1 ml 4,69 ml 3,35 ml
SDS (10%) - 100 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10 ul 10 wl
APS (10%) 100 pl 100 pl 100 pl

Zuerst wurde die Kammer mit 7,5 ml Trenngel beflllt und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol
entfernt und die Gelkammer bis zum oberen Rand mit Sammelgel beflllt. Zur
Erstellung der Ladetaschen, in welche das Lysat pipettiert wird, wurden spezielle
Kamme verwendet. Nachdem auch das Sammelgel polymerisiert war, konnte das
Gel mit den Proben, welche zuvor mit 10 x Ladepuffer versetzt und bei 95°C fur
5 min denaturiert wurden, beladen werden. Zur Bestimmung der Proteingrof3e wurde
zusatzlich ein Marker (,Protein-Ladder, Thermo Scientific, USA) mitgefuhrt. Die
SDS-PAGE startete unter Verwendung von 1 x SDS-Laufpuffer bei einer konstanten
Spannung von 60 V bis zum Erreichen der Front-Laufbande auf Hohe des Trenngels.
AnschlielRend erfolgte eine Erhdhung der Spannung auf ca. 100 V.

Sammelgel-Puffer

Tris (1,5 M)

60,55 g

ddH,0

Trenngel-Puffer
Tris (1,5 M)

ad 1.000,00 ml

181,659

ddH,0

10 x SDS-Laufpuffer

ad 1.000,00 ml

Tris 30¢g
Glycin 144 g
SDS (Pellets) 109
ddH,0O ad 1.000 ml
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2.4.3 Western Blot

Das Western Blot-Verfahren dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen nach
einer erfolgreichen SDS-PAGE. Bei dieser Methode werden die zuvor
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit Hilfe des ,Tank-Blot-Systems® aus dem
SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulose bzw. PVDF-Membran ubertragen. Die
Proteine konnten anschliellend durch die Inkubation mit spezifischen primaren und
Fluoreszenz-gekoppelten sekunddren Antikdrpern im ,Odyssey® CLx* (Licor, Bad
Homburg) visualisiert werden.

Zu Beginn erfolgte die Aquillibierung der Nitrozellulose-Membran und des
Whatman®-Filterpapiers sowie des SDS-Gels in 1 x Transfer-Puffer. Bei der
Verwendung einer PVDF-Membran ist zu beachten, dass diese zuvor durch
Methanol aktiviert werden muss. Die elektrophoretische Ubertragung der Proteine
auf die Membran wurde bei konstanten 100 V fur 60 min durchgefuhrt. Anschlie3end
wurde die Membran zur Reduktion unspezifischer Banden fur 60 min in 5%iger
Milchlosung geblockt. Dann erfolgte die Inkubation mit einem spezifischen
Primarantikorper in ,Roti-Block® (Licor, Bad Homburg) uber Nacht bei 4°C. Nach
dreimaligem Waschen mit 1 x TBS (Tris-gepufferte Salzlosung) fur jeweils 20 min
erfolgte die Inkubation der Membran mit einem fluoreszenz-markierten
Sekundarantikorper fur 60 min. Anschlieend wurde die Membran erneut dreimal mit
1 x TBS gewaschen und anschlieBend im ,0Odyssey® CLx“ (Licor, Bad Homburg)

visualisiert.

1 x Transfer-Puffer

Tris 582¢g
Glycin 2,939
Methanol 200,00 mi
ddH,0 ad 1.000,00 ml

10 x TBS (pH 7,6)

Tris 24,2 g
NaCl 80,0 g
ddH,0 ad 1.000 ml
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2.4.5 Immunprazipitation (IP)

Zur Anreicherung, Isolierung und Aufreinigung des spezifischen ApoE-Fragments,
welches in der vorliegenden Arbeit identifiziert werden konnte, wurde mit dem
isolierten Protein eine IP durchgefuhrt. Hierbei wird ein Ziel-Protein mittels eines
spezifischen Antikorpers, welcher an ein Substrat gekoppelt ist, aus einem Lysat
gebunden und entsprechend isoliert. Die IP wurde mit Hilfe des ,Immunoprecipitation
(IP) Kit* (Thermo Fisher Scientific, USA) entsprechend den Herstellerangaben
durchgefuhrt.

2.4.4 Chromatin-immunprazipitation (ChiIP)

Zur Untersuchung einer putativen Bindung von ApoE an verschiedene
Promotorbereiche auf genomischer DNA wurde eine Chromatin-Immunprazipitation
durchgefuhrt. Hierbei wird zunachst die vorhandene Protein-DNA-Bindung mit
Formaldehyd fixiert, das Chromatin isoliert und in Untereinheiten zerkleinert. Mit Hilfe
eines spezifischen Antikorpers (hier gegen ApoE) kann anschliefend das putative
Protein mit der gebundenen DNA-Region isoliert und diese durch spezifische PCR
nachgewiesen werden.

Das ChlIP-Assay wurde mit 6x10° Zellen mit Hilfe des ,Agarose-ChIP*-Kits (Thermo
Fisher Scientific, USA) entsprechend den Herstellerangaben durchgefuhrt. Die
Auswertung des ChlP erfolgte mittels semiquantitativer PCR aus jeweils 10 ul der

entsprechenden Ansatze.

2.4.5 Subzellulare Fraktionierung

Zur Proteinisolierung aus spezifischen Zellkompartimenten wurde eine
Fraktionierung mit Hilfe des ,Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultered Cells®
(Thermo Fisher Scientific, USA) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die Analyse
der verschiedenen Fraktionen erfolgte anschlieRend mittels SDS-PAGE und Western
Blot.

2.5 Statistische Analyse von Daten
Die statistischen Analysen wurden unter der Verwendung des Computerprogramms
GraphPad Prism 5 (LaJolla, CA, USA) durchgefuhrt. Experimentelle Gruppen wurden
unter Anwendung des Student-t-Tests miteinander verglichen. Die statistische
Signifikanz wurde bei p-Werten <0,05 (*), <0,01 (**), <0,001 (***) festgelegt. Die
Daten wurden unter Verwendung von GraphPad Prism 5 aufgezeichnet, welches den
Standardfehler des Mittelwerts zeigt.
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3. Ergebnisse

Die Analysen dieser Arbeit dienten zunachst der Charakterisierung des murinen
ApoE in der Mikroglia-Zelllinie N9. Des Weiteren sollte Uberpruft werden, ob ApoE
die Migration von N9-Zellen regulieren kann. Anschliellend wurde der Einfluss der
verschiedenen humanen ApoE-Isoformen auf die Morphologie sowie Physiologie von
NO-Zellen untersucht, welcher vermutlich zur Dysregulation des mikroglialen
Phanotyps beitragen konnte. AbschlieBend wurde udberpruft, ob ApoE als
Genregulator die Expression verschiedener Gene beeinflussen kann und somit
ebenfalls dazu in der Lage sein konnte den krankheitsassoziierten Phanotyp von

Mikroglia-Zellen zu unterstutzen.

3.1 Charakterisierung des ApoE im murinen Zellsystem

Zu Beginn dieser Arbeit erfolgte zunachst eine Untersuchung der Regulation sowie
der Lokalisation des murinen ApoE, um dieses Protein in der verwendeten murinen
N9-Mikroglia-Zelllinie fur die anschlieBenden Versuche naher zu charakterisieren.
Die murine Mikroglia-Zelllinie N9 teilt mehr phanotypische Eigenschaften mit
primaren Mikroglia-Zellen als die haufiger verwendete, von Ratten abgeleitete
Zelllinie BV2'2. Dariiber hinaus ist die Menge an ApoE der N9-Zellen mit der von
adulten Mikroglia-Zellen vergleichbar. In primaren Mikroglia-Zellen, isoliert aus 0O -
1 Tag alten Maushirnen, ist das Expressionsniveau von ApoE im Vergleich zu
adulten Mikroglia um das 20-fache héher'*?'® . Aus diesem Grund eignet sich die
murine Zellllinie N9 sehr gut, um die Funktion von ApoE in Mikroglia-Zellen zu
untersuchen.

Fir die im Folgenden beschriebenen Experimente wurde in Vorversuchen eine
Toxizitatsbestimmung durchgefuhrt, um die geeigneten Konzentrationen der
verwendeten Stimulatoren zu bestimmen. AnschlieRend erfolgte die Untersuchung
der ApoE-Regulation mit Hilfe von Western-Blot-Analysen. Durch konfokale
Mikroskopie konnte die Lokalisation bzw. vorhandene Kolokalisationen von ApoE mit
dem ER, dem Golgi-Apparat und den Lysosomen festgestellt werden. Die
Durchfuhrung von Scratch-Assays gab Aufschluss uber das Migrationsverhalten der
murinen N9-Mikroglia-Zelllinie.
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3.1.1 Stimulus-abhangige Regulation der ApoE-Expression

Fur die Bestimmung der Stimulus-abhangigen Regulation der ApoE-Expression im
murinen Zellsystem wurden die N9-Zellen fur 48 h mit verschiedenen potentiellen
Stimulatoren (TGFR, TO901317, Prostaglandin J;) behandelt. Da ApoE auch als
Lipidtransporter von den Zellen sekretiert wird, wurde anschlieliend das isolierte
Zelllysat sowie der Zellkulturiberstand mittels Western Blot analysiert.

Die Ergebnisse (Abb. 3.1) zeigen, dass die ApoE-Expression mit Hilfe von TGFR und
TO901317 stimuliert wird. Die signifikante Zunahme der Expression korreliert mit der
steigenden Konzentration beider Stimulatoren. Dartuber hinaus kann der Anstieg der
ApoE-Expression sowohl im Zelllysat als auch im Zellkulturiberstand festgestellt
werden. Die Behandlung der Zellen mit Prostaglandin J, fuhrt hingegen zu einer nicht
signifikanten =~ Abnahme der ApoE-Expression. Die Verminderung der
Proteinexpression innerhalb der Zellen kann durch eine ansteigende Konzentration
von Prostaglandin J; von 1 uM auf 5 uM nicht verstarkt werden. Die hier gezeigten
Ergebnisse demonstrieren, dass eine Stimulation bzw. Suppression der ApoE-
Expression in murinen N9-Mikroglia-Zellen moglich ist.

A N9 cells N9 supernatant
+ 10 ng/ml
TGFR - +  ++ - + ++ o+ song/ml
ApoE I e — — - @ 8 36kDa
PDI | —— |—58 kDa
N9 cells N9 supernatant
+ 0,6 uM
TO901317 - +  ++ - + ++ L S
ApoE | — - . -|—36 kDa
PDI [ =— — /= |— 58 kDa
N9 cells N9 supernatant
Prostaglandin - + + + - + +4 + 1pm
== _— ++  5pM
ApoE ‘ e = ‘_ 36 kDa
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B
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Abb. 3.1: Stimulierung/Suppression der ApoE-Expression in vitro. (A) Western Blot-Analyse
der Zelllysate und Zellkulturiiberstande. Unter Behandlung mit TGFR bzw. TO901317 zeigt sich
ein mit der Substanzenkonzentration korrelierender ApoE-Expressionsanstieg sowohl im Zelllysat als
auch im Mediumiberstand. Die Behandlung mit Prostaglandin J, flhrt zu einer Expressionsabnahme
(nicht signifikant) von ApoE. (B) Quantifizierung der Proteinexpression in den Zelllysaten. Die
Quantifizierung zeigt einen signifikanten Anstieg der ApoE-Expression nach TGFR- und TO901317-
Behandlung. (n = 3, technische Triplikate) 59
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3.1.2 Lokalisationsbestimmung des ApoE

FUr den Ruckschluss auf Funktionen, welche durch ApoE innerhalb der Zelle
beeinflusst werden konnten, ist die Lokalisation eines Proteins entscheidend. Zur
Bestimmung der ApoE-Lokalisation innerhalb der N9-Mikroglia-Zellen wurden diese
zunachst mit dem zuvor identifizierten ApoE-Stimulator TGFR fur 48 h behandelt und
anschlieBend einer immunzytologischen Fluoreszenzfarbung unterzogen. Die
Analyse der Fluoreszenzsignale wurde mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie
durchgefuhrt.

Die in der Abbildung 3.2 gezeigte reprasentative mikroskopische Aufnahme zeigt,
dass ApoE in der gesamten Zelle vorhanden ist. Bei genauerer Betrachtung fallt
jedoch auf, dass sich vor allem im Bereich um den Zellkern und im
zytoplasmatischen Raum ein Grofteil der Gesamt-ApoE-Menge befindet (Abb. 3.2).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Kolokalisation mit dem ER, dem Golgi-
Apparat und/oder mit Lysosomen vermutet. Uber den Golgi-Apparat werden die im
ER synthetisierten Proteine fur den weiteren Transport durch die Zelle vorbereitet. In

den Lysosomen findet die Protein-Degradation statt*'".

.- \ v
ApoE DAPI Merge

Abb. 3.2: Lokalisationsbestimmung des ApoE in N9-Mikroglia-Zellen. In der reprasentativen
Aufnahme ist deutlich zu erkennen, dass sich ApoE (gelb) vor allem am Zellkern und im
Zytoplasma befindet. Die starkste Expression ist im Bereich um den Zellkern zu beobachten.
Aufgrund dieser Ergebnisse wird eine Kolokalisation mit dem ER, dem Golgi-Apparat und/oder mit
Vesikeln (z.B. Lysosomen) vermutet. (reprasentative Abbildungen, n = 3)

N9.Wt

Zur Feststellung der Kolokalisation zwischen ApoE und dem ER, dem Golgi-Apparat
bzw. den Lysosomen wurden zunachst Doppelfarbungen durchgefuhrt, von denen
anschlieBend z-stack-Aufnahmen angefertigt und mit Hilfe der ,LAS AF Lite"
Software (Leica, Wetzlar) ausgewertet wurden. In der Abb. 3.3 A ist deutlich zu
erkennen, dass ApoE (gelb) mit einigen Lysosomen (grun), jedoch nicht mit allen,
kolokalisiert. Des Weiteren kann eine Kolokalisation zwischen ApoE und dem Golgi-
Apparat (Abb. 3.3 B) sowie mit dem ER (Abb. 3.3 C) durch die Ubereinanderlagerung
beider Fluorophore beobachtet werden. Somit konnte festgestellt werden, dass ApoE

mit dem ER, dem Golgi-Apparat sowie teilweise mit den Lysosomen kolokalisiert.
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Abb. 3.3: Untersuchung der Kolokalisation von ApoE mit verschiedenen Kompartimenten in
N9-Mikroglia-Zellen. (A) Kolokalisation mit Lysosomen. Eine Kolokalisation mit ApoE und
Lysosomen kann teilweise festgestellt werden, da nur einige Lysosomen mit ApoE Ubereinander
gelagert sind (ApoE = gelb; Lysosomen = griin). (B) Kolokalisation mit dem Golgi-Apparat.
Aufgrund der Ubereinanderlagerung beider Fluorophore (ApoE = gelb; Golgi = griin) ist eine
Kolokalisation zwischen ApoE und dem Golgi-Apparat vorhanden. (C) Kolokalisation mit dem ER.
Es kann eine Kolokalisation mit dem ER (=griin) und ApoE (=gelb) festgestellt werden, da beide
Fluorophore tbereinander gelagert sind. (reprasentative Aufnahmen, n = 3) 61
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3.1.3 Untersuchung der ApoE-abhangigen Zellmigration

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob die Stimulation/Suppression der
ApoE-Expression mittels TGFBR, TO901317 oder Prostaglandin J, zu einem
veranderten Migrationsverhalten der N9-Mikroglia-Zellen fihrt. Die Migration ist
kennzeichnend fur aktivierte Mikroglia-Zellen und unterstitzt dariber hinaus die
|dentifikation von Pathogenen und die daraus resultierende Aktivierung des
Immunsystems'%®1041951% 7, Untersuchung der Migration wurde ein Scratch-Assay

unter Behandlung verschiedener Substanzen, die bereits im Teil 3.1.1 untersucht
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Abb. 3.4: Regulation des Migrationsverhaltens von N9-Mikroglia-Zellen in vitro durch
Behandlung mit verschiedenen Stimulatoren. Die Behandlung der N9-Mikroglia-Zellen mit
zuvor untersuchten Stimulatoren beeinflusst deren Migrationsverhalten. Die Behandlung mit
TGFR (A) bzw. TO901317 (B) fiihrt zu einer verstarkten Migration der Zellen. Diese korreliert mit
dem Anstieg der Stimulatoren-Konzentration. Die Anwendung von Prostaglandin J; (C) bewirkt
eine Suppression der Migration, welche ebenfalls mit dem Anstieg der Prostaglandin J.-
Konzentration korreliert. Die Quantifizierung erfolgte jeweils nach dem dritten Tag der
Beobachtung. (n = 4; 40-fache Vergréferung) 62
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wurden, durchgefuhrt. Die anschlielende Analyse erfolgte mit Hilfe des Fiji-Plugins
,MRlI Wound Healing Tool“, mit welchem der prozentuale Unterschied des
Fortschreitens der Zellbewegung zwischen dem ersten und dem dritten Tag der
experimentellen Beobachtung berechnet wurde.

Die Behandlung der N9-Mikroglia-Zellen mit den Stimulatoren TGFR und TO901317
fuhrt zu einer Zunahme der Migration (Abb. 3.4 A, B), da der vorhandene Scratch im
Vergleich zu den N9.Wt-Zellen durch gesteigerte Zellmotilitat schneller geschlossen
wird. Die Geschwindigkeit der Migration korreliert dabei mit dem Anstieg der
Stimulatoren-Konzentration. Dieser Effekt ist im Vergleich beider Stimulatoren unter
TO901317-Behandlung starker ausgepragt. Durch eine Inkubation der N9-Mikroglia-
Zellen mit Prostaglandin J, ist eine Inhibierung der Migration zu beobachten
(Abb. 3.4 C). Die verlangsamte Migration korreliert mit der zunehmenden
Stimulatoren-Konzentration. Die Untersuchung des Migrationsverhaltens via Scratch-
Assay zeigt, dass eine Beeinflussung der Motilitat von N9-Mikroglia-Zellen in vitro
durch verschiedene Stimulatoren moglich ist und direkt mit der ApoE-Expression

korreliert.

3.2 Untersuchung der humanen ApoE-Isoformen unter zell-, protein- und
molekularbiologischen Aspekten

Im ersten Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der ApoE-
Expression durch verschiedene Stimulatoren, die Kolokalisation von ApoE mit
verschiedenen Zellkompartimenten sowie das Migrationsverhalten der N9-Zellen
untersucht. In diesem Ergebnisteil wurde der Einfluss der humanen ApoE-Isoformen,
insbesondere der Isoform ApoE4, auf zell-, protein- sowie molekularbiologischer
Ebene erforscht. Die Isoformen von ApoE unterscheiden sich in nur ein bis zwei
Aminosauren, was sich jedoch auf die Funktion des Proteins auswirken kann'®. Fiir
die Untersuchungen der Morphologie und Physiologie von Mikroglia-Zellen in
Abhangigkeit von ApoE wurden zunachst die bendtigten N9-Zelllinen (N9.ApoE2,
N9.ApoE3, N9.ApoE4) mit ApoE-Isoform-spezifischer stabiler Expression hergestellt.

3.2.1 ApoE-basierte Genmodifikation im murinen Zellsystem

Um die Physiologie von Mikroglia-Zellen mit den humanen ApoE-Isoformen im
Kontext der AD zu untersuchen, wurde zunachst das humane ApoE3-Gen
(kommerziell erworbenes Plasmid pBabePuro-ApoECDs mit humanem ApoE3-Gen,

Addgene, USA) mit Hilfe einer PCR zur Modifikation von Gensequenzen in das
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humane ApoE2- bzw. ApoE4-Gen umgewandelt (Abb. 3.5) und einer Aufreinigung
unterzogen. Die aufgereinigten Amplifikate vom humanen ApoE2-, ApoE3- bzw.
ApoE4-Gen wurden anschliellend in murine N9-Mikroglia-Zellen mittels lentiviraler
Transduktion (durchgefuhrt durch die ,UKE Vector Core Facility“) stabil eingebracht.

1 gggacagggg gagccctata attggacaag tctgggatcc ttgagtccta ctcagcccca B
61 gcggaggtga aggacgtcct tccccaggag ccgactggcc aatcacaggc aggaagatga tgc — Cysten’]e (ApOE3)
121 aggttctgtg ggctgcgttg ctggtcacat tcctggcagg atgccaggcc aaggtggagce
181 aagcggtgga gacagagccg gagcccgagce tgcgccagca gaccgagtgg cagagcggcece
241 agcgctggga actggcactg ggtcgetttt gggattacct gecgetgggtg cagacactgt
301 ctgagcaggt gcaggaggag ctgctcagct cccaggtcac ccaggaactg agggcgctga
361 tggacgagac catgaaggag ttgaaggcct acaaatcgga actggaggaa caactgaccc
421 cggtggcgga ggagacgcgg gcagcggctgt ccaaggagct gcaggcggeg caggcccgge
481 tgggcgcgga catggaggac qt < aan- < Fegge—gegats <
541 ccatgctcgg ccagagcacc gaggagctgc gggtgcgcct ¢ tcccac ctgcgcaagce
601 tgcgtaagcg gctcctccge gatgccgatg acctgcagaa gcgeae Smmaan
661 ccggggcccg cgagggcgcc gagcgcggec tcagcgccat ccgcgagcge ctggggccci

mutagenesis

cgc = Arginine (ApoE4)

721 tggtggaaca gggccgcgtg cgggccgcca ctgtgggctc cctggccgge cagccgcta
781 aggagcgggc ccaggcctgg ggcgagcegge tgcgcgcgeg gatggaggag atgggcage .
841 ggacccgcga ccgcctggac gaggtgaagg agcaggtggc ggaggtgcgc gccaagctgg cgc —_ Arg|n|ne (ApOES)
901 aggagcaggc ccagcagata cgcctgcagg ccgaggcctt ccaggcccgce ctcaagagcet
961 ggttcgagcc cctggtggaa gacatgcagc gccagtgggce cgggctggtg gagaaggtgce
1021 aggctgccgt gggcaccagc gccgcccctg tgcccagcecga caatcacpefl acgccgaagce
1081 ctgcagccat gcgaccccac gccacccegt gcctcctgec tccgegecage ctgcagceggg
1141 agaccctgtc cccgccccag ccgtcctcecct ggggtggacce ctagtttaat aaagattcac
1201 caagtttcac gcatcaaaaa aaaaaaaaaa aaaa

mutagenesis

tgc = Cysteine (ApoE2)

Abb. 3.5: ApoE-Nukleotidsequenz und Ubersicht der ApoE3-Sequenzmodifikation. Zur
Herstellung des ApoE2- bzw. ApoE4-Gens aus dem vorhandenen ApoE3-Gen wurde eine Mutation
mit Hilfe einer PCR und spezifischen Primern durchgefiihrt. Fir die Umwandlung von ApoE3 zu
ApoE4 musste das Cystein an Stelle 112 zu Arginin verandert werden. Die Genmutation von ApoE3
zu ApoE2 erfolgte durch die Umwandlung von Arginin an Stelle 158 zu Cystein. (griin = Startcodon
atg; blau = Stoppcodon tga; gelb = zu modifizierende Codons)

Die Expression der verschiedenen ApoE-Isoformen wurde mittels Western Blot und
gPCR Uberpruft (Abb.: 3.6). Die Untersuchung der Protein-Expression zeigt eine
deutliche Mengenzunahme der spezifischen ApoE-Isoformen in N9.ApoE2,
N9.ApoE3 und N9.ApoE4 im Vergleich zu den N9.Wt-Zellen (Abb. 3.6 A). Die
Ergebnisse der qPCR zur Bestimmung der RNA-Expressionslevel (Abb. 3.6 B)
machen deutlich, dass in allen Zelllinien das endogene murine ApoE-Gen produziert
wird, wohingegen die humane Form von ApoE nur in den transduzierten N9-Zellen
hergestellt wird. Die Resultate zeigen unverkennbar, dass die lentivirale Transduktion
zur Expression der verschiedenen humanen ApoE-Isoformen in N9-Zellen erfolgreich
war. Darlber hinaus zeigen alle drei Zelllinien ein vergleichbares ApoE-
Expressionslevel.

Um die ApoE-spezifische Regulation der Physiologie in Mikroglia-Zellen praziser zu
demonstrieren, wurde das murine ApoE-Gen in den N9-Zellen nach Etablierung des
CRISPR-Cas9-Systems als Kontrolle zu den N9.ApoE2/3/4-Zellen gezielt
ausgeschaltet. Dies ist sowohl auf Protein- (Abb. 3.6 A) als auch auf RNA-Ebene
(Abb. 3.6 B) sehr gut zu erkennen, da keinerlei ApoE-Expression in den N9.ApoEKO-

Zellen vorliegt.
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Abb. 3.6: Expression von ApoE2/3/4 und ApoE-Knockout in murinen N9-Zellen.
(A) Proteinbiochemische Analyse mittels Western Blot. Es ist eine deutliche Expression von
humanem ApoE in N9.ApoE2/3/4 im Vergleich zu N9.Wt-Zellen zu erkennen. N9.ApoEKO-Zellen
weisen keine ApoE-Expression auf. PDI diente als Ladekontrolle (B) RNA-Expressions-Analyse
mittels qPCR. Die Ergebnisse aus A werden bestatigt. Es zeigt sich eine signifikante und
vergleichbare RNA-Expression von humanem ApoE2/3/4. Des Weiteren ist keine murine ApoE-
Expression bei N9.ApoEKO zu erkennen. (n = 3, technische Triplikate)

3.2.2 ApoE-abhangige Regulation der Zellmorphologie bzw. der Aktin-
Zytoskelett-Reorganisation

Die Zellmorphologie beeinflusst viele physiologische Prozesse, z.B. die
Migration?”??_ Daher ist deren Regulation fiir die Zelle von enormer Bedeutung. Um
zu untersuchen, ob die humanen ApoE-Isoformen differentiell die Morphologie von
Mikroglia-Zellen beeinflussen, wurden die zuvor erstellten Zelllinien zunachst auf
eine ApoE-Isoform spezifische Morphologie untersucht. Die in Abbildung 3.7
gezeigten reprasentativen Bilder der konfokalen Mikroskopie zeigen eine
Veranderung der Zellform spezifisch bei N9.ApoE4- sowie bei N9.ApoEKO-Zellen im
Vergleich zu N9.ApoE2-, N9.ApoE3- und N9.Wt-Zellen. Viele der N9.ApoE4-Zellen
zeigen eine signifikant grolRere Zell- sowie Nukleusflache im Vergleich zu den N9.Wi-
Zellen (Abb. 3.7 B, C). DarUber hinaus besitzen N9-Zellen mit ApoE4-Expression
ausgepragte Aktin-Stress-Fasern (Abb. 3.7 A). Die in Nicht-Muskel-Zellen
vorkommenden Aktin-Stress-Fasern bestehen aus kontraktilen Aktin- und
Myosinbundeln sowie verschiedenen Vernetzungsproteinen. Diese Stressfasern

spielen durch die hervorgerufene zellulare Kontraktilitat vor allem bei der
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188 Im

Zelladhasion, der Migration und bei der Morphogenese eine wichtige Rolle
Vergleich zu der Morphologie der N9.Wt-Zellen zeigen N9.ApoEKO-Zellen eine

Abnahme in ihrer Zell- und Nukleusflache. (Abb. 3.7 B, C).
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Abb. 3.7: Morphologische Verdnderungen nach Expression von humanen ApoE-lsoformen
bzw. ApoE-Knockout. (A) Konfokale Mikroskopie der zuvor hergestellten N9-Mikroglia-
Zelllinien. In der konfokalen Mikroskopie zeigt sich eine Veranderung der Morphologie bei
N9.ApoE4- und N9.ApoEKO- im Vergleich zu N9.Wt-Zellen. (B), (C) Quantifizierung der Zell- und
Nukleusfliche. Zellen mit ApoE4-Uberexpression zeigen eine signifikante Zunahme der Zell- sowie
der Nukleusflache. Der Knockout von ApoE fihrt hingegen zu einer Abnahme der Zellflache. Der
Zellkern ist im Vergleich zu den anderen Zelllinien bei N9.ApoEKO-Zellen kompensierter. (n = 5)
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Um die Morphologie von N9.ApoE4- und N9.ApoEKO-Zellen naher zu spezifizieren,
wurden mit Hilfe von z-stack-Aufnahmen mittels konfokaler Mikroskopie 3D-
Rekonstruktionen erstellt (Abb. 3.8). Hierbei fallt auf, dass N9.ApoE4-Zellen eine
ausgepragte diskoidale Zellform im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien
besitzen und sich das Zellvolumen zumeist Uber eine grole Flache erstreckt. Des
Weiteren zeigt sich erneut eine ausgepragte VergroRerung des Zellkerns.
N9.ApoEKO-Zellen zeigen eine ahnliche Morphologie wie N9.Wt-Zellen, jedoch ist
das Zellvolumen wie auch das Volumen des Zellkerns stark verkleinert. Dartber
hinaus konnen keine ausgepragten Aktin-Stress-Fasern wie bei N9.ApoE4-Zellen

beobachtet werden.

z-stack A z-stack B

N9.ApoE4 N9.Wt

N9.ApoEKO

Abb. 3.8: Untersuchung der Zellmorphologie mit Hilfe von 3D-Rekonstruktionen
(repriasentative Aufnahmen). Es zeigt sich deutlich die diskoidale Morphologie sowie eine
Vergroflerung des Zell- und Nukleusvolumens der N9.ApoE4- im Vergleich zu N9.Wt-Zellen.
N9.ApoEKO-Zellen zeigen eine verkleinerte Zellform und einen stark kompensierten Zellkern.

Zur weiteren Analyse der Zellen wurde die Morphologie mit Hilfe der bildgebenden
Durchflusszytometrie untersucht (Abb. 3.9). Das Volumen des Nukleus zeigt erneut
eine signifikante Zunahme bei N9.ApoE4- und eine signifikante Abnahme bei
N9.ApoEKO-Zellen im Vergleich zu N9.Wt-Zellen. Des Weiteren wurde eine
signifikante Abnahme des Zelldurchmessers bei N9.ApoKO-Zellen beobachtet.
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Abb. 3.9: Untersuchung der Morphologie mittels bildgebender Durchflusszytometrie. (A), (B)
Analyse und Quantifizierung des Nukleusvolumens. In den reprasentativen Abbildungen der
bildgebenden Durchflusszytometrie kann eine signifikante Zunahme des Zellkernvolumens bei
N9.ApoE4-Zellen beobachtet werden. Das Volumen des Nukleus von N9.ApoEKO-Zellen ist
entsprechend den Erwartungen im Vergleich zu N9.Wt-Zellen signifikant verkleinert. Das
Nukleusvolumen von N9.ApoE2 sowie von N9.ApoE3 ist ebenfalls signifikant verkleinert. Die
Quantifizierung bestatigt diese Ergebnisse. (A: Ch01 = Durchlicht; Ch07 = DAPI; 40 x
VergroBerung) (n = 3, technische Triplikate) (C), (D) Messung des Zelldurchmessers mit Hilfe
der bildgebenden Durchflusszytometrie. Es kann eine signifikante Abnahme des
Zelldurchmessers bei N9.ApoEKO- im Vergleich zu N9.Wt-Zellen festgestellt werden. Die
Quantifizierung bestatigt die Ergebnisse. (n = 5, technische Duplikate)

3.2.3 Untersuchung des Migrationsverhaltens von murinen Mikroglia-Zellen in
Abhangigkeit der humanen ApoE-Isoformen

Aufgrund der veranderten Morphologie bei N9.ApoE4- und N9.ApoEKO-Zellen und
der enormen Bedeutung der Motilitat fur Mikroglia-Zellen wurde in dieser Arbeit ein
verandertes Migrationsverhalten dieser Zellen postuliert und anschlielend
untersucht.

Fur die Analyse der Migration in vitro wurde zunachst ein Transwell-Assay ohne
chemotaktischen Stimulus durchgefuhrt. Die Quantifizierung der durch die Membran
gewanderten Zellen zeigt eine signifikante Zunahme der Migration bei N9.ApoE4-
und eine signifikante Abnahme der Zellmotilitat bei N9.ApoEKO-Zellen im Vergleich
zu den anderen untersuchten Zelllinien (Abb. 3.10 A, B).

Die Wiederholung des Experiments mit dem chemotaktischen Stimulus Cba
(20 ng/ml) fuhrt zu analogen Ergebnissen (Abb. 3.10 C, D). Durch den Stimulus C5a
kann eine allgemeine Zunahme der Migration aller Zelllinien unabhangig von der
ApoE-Isoform festgestellt werden, die auf den chemotaktischen Stimulus
zurlckzufuhren ist. Daruber hinaus kann erneut eine Zunahme der Migration von

N9.ApoE4- und eine Abnahme der Motilitat bei N9.ApoEKO-Zellen beobachtet
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werden. Die Ergebnisse zeigen, dass ApoE4 die Migration von N9-Mikroglia-Zellen
beschleunigt und eine generelle Zunahme der Zellmotilitdt durch die Zugabe von C5a

(20 ng/ml) als chemotaktischen Stimulus erreicht werden kann.

Transwell assay ctrl
L [
g 600 ., v'

N9 N9.ApoE2 N9.ApoE3 N9.ApoE4 N9.ApoKOfres S 400 .'.:- i L] % .
- — — - - = 2 -& A
-3 . i ' O 3 LT o vy
. i h o, % 200{ &% pm s K

& ] " A
S A A
o qvgo q\-ﬁo q?go vgéo
AR -

cells/picture

D Transwell assay + C5a
800 o
600 vv
- A
k it
N9.WT N9.ApoE2 N9.ApoE3 N9.ApoE4 N9.ApoKO 400 - = ot
" oSQe

+ Cha

Brightfield

relative % decrease of gap
.
)
]
»

l+rs

>

.

G N oS % F F F 2 } H Scratch assay + hApoE
> 4 fag 4 ) 2 N
3 (s ) & s | — .
@ 10 1 i S i
B ANQ.WT+h’Ap_¢ﬁ . N9.ApoEKO m{.ApoEKomApQE g 15 —4
: k o g+ 2
S 10
=
g 5
3 N < o <
g, & &S
5 o S
SR

Abb. 3.10: ApoE-abhidngiges Migrationsverhalten von N9-Mikroglia-Zellen in vitro. (A-D)
Transwell-Assay mit bzw. ohne chemotaktischen Stimulus (C5a). Die Ergebnisse des Transwell-
Assays zeigen eine signifikante Zunahme der Migration bei N9.ApoE4- und eine signifikante
Abnahme der Motilitdt bei N9.ApoEKO-Zellen sowohl ohne (A, B) als auch mit chemotaktischen
Stimulus (C5a, 20 ng/ml) (C, D). Es ist eine generelle Zunahme der Migration aller Zelllinien
unabhangig von der ApoE-Isoform unter Behandlung mit C5a zu beobachten. Die Quantifizierung (B,
D) bestatigt diese Beobachtungen (n = 6) (E-H) Scratch-Assay zur Untersuchung der Migration
von N9-Mikroglia-Zellen in vitro. Die Ergebnisse des Scratch Assays bestatigen die Resultate des
Transwell Assays. Es zeigt sich erneut eine signifikante Zunahme der Migration bei N9.ApoE4- im
Vergleich zu N9.Wt-Zellen (E, F). Ebenfalls ist eine Abnahme der Zellmotilitdt bei N9.ApoEKO-Zellen
zu beobachten. Dieser Effekt kann durch eine Behandlung mit humanem ApoE (3 ng/ml) aufgehoben
werden (G, H). (n=7)
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Die Ergebnisse des Transwell-Assays konnen mit Hilfe eines Scratch-Assays
bestatigt werden. Im Vergleich zu N9.Wt- kann eine signifikante Zunahme der
Zellmotilitat bei N9.ApoE4-Zellen festgestellt werden (Abb. 3.10 E, F). Abermals
zeigt sich eine signifikante Abnahme der Migration bei N9.ApoEKO- im Vergleich zu
N9.Wt-, N9.ApoE2- und N9.ApoE3-Zellen. Dieser Effekt kann durch eine Behandlung
mit humanem ApoE (5 ug/ml im Zellkulturmedium) aufgehoben werden (Abb. 3.10 G,
H). Die Ergebnisse bestatigen die Resultate des Transwell-Assays und zeigen erneut
eine ApoE-Isoform-abhangige Regulation der Migration bei Mikroglia-Zellen in vitro,

wobei die Expression der Isoform ApoE4 zu einer verstarkten Zellmaotilitat fuhrt.

3.2.4 ApoE-Isoform-abhangige Veranderung der Phagozytose von Mikroglia-
Zellen in vitro

Die Phagozytose ist eine Hauptaufgabe von Mikroglia-Zellen und fur die
Gewebehomoostase im Gehirn von grof3er Bedeutung. Durch die Identifizierung und
Aufnahme von Pathogenen unterstitzen Mikroglia die Aktivierung von
Immunreaktionen. Des Weiteren phagozytieren sie aggregierte Proteine sowie
apoptotische bzw. geschadigte Zellen®®'"°,

Zur Untersuchung des Einflusses der ApoE-Isoformen auf die Phagozytose wurde
die Aufnahme von apoptotischen Neuro2a-Zellen durch N9-Mikroglia mittels
bildgebender Durchflusszytometrie analysiert. Fluoreszenz-markierte N9.ApoE4-
Zellen zeigen eine verstarkte Aufnahme von apoptotischem Zellmaterial im Vergleich
zu N9.Wt-, N9.ApoE2- und N9.ApoE3-Zellen, wahrend bei N9.ApoEKO-Zellen eine
signifikante Verminderung der Phagozytose beobachtet werden kann (Abb. 3.11 A,
B). Daruber hinaus wurde die Menge und Grof3e an aufgenommenen Zelltrimmern
quantifiziert. Hier zeigt sich, dass N9.ApoE4- mengenmalig mehr und bevorzugt
grolRere Fragmente aufnehmen als N9.Wt-Zellen. Zellen mit ApoE-Knockout
phagozytieren vergleichsweise weniger und vorwiegend kleinere Zellfragmente als
die anderen untersuchten Zelllinien (Abb. 3.11 C). Die hier ermittelten Ergebnisse
zeigen eine ApoE4-spezifische Verstarkung der Phagozytose von N9-Mikroglia-
Zellen in vitro. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die ApoE-abhangige Regulation der
Physiologie von Mikroglia-Zellen. Neben der Zell- und Nukleusgrofie, der
Morphologie sowie der Migration, wird auch die Phagozytose von ApoE,

insbesondere der Isoform ApoE4, beeinflusst.
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Abb. 3.11: Untersuchung der ApoE-lsoform-abhidngigen Phagozytoseeigenschaften bei N9-
Mikroglia-Zellen mittels bildgebender Durchflusszytometrie. (A), (B) Reprasentative
Aufnahmen und Quantifizierung. Die Ergebnisse zeigen durch eine starkere Fluoreszenz des
Ch02 eine signifikante Zunahme der Phagozytose bei N9.ApoE4-Zellen sowie durch eine
schwachere Fluoreszenz im Ch02 eine signifikante Abnahme bei N9.ApoEKO- im Vergleich zu
N9.Wt-Zellen. (Ch1 = Durchlicht, Ch02 = apoptotische Neuro2a-Zellen/Zellfragmente (PKHG67-
Farbung), Ch06 = Side Scatter, Ch12 = N9-Mikroglia (PE-Cy7-Farbung), Ch02/12 = Merge) (n = 3,
technische Duplikate). Die Quantifizierung bestatigt diese Beobachtungen. (C) Quantifizierung der
Menge und GroBRe aufgenommener Zellifragmente. N9.ApoE4-Zellen nehmen mengenmalig
mehr und groere Zellfragmente auf als die anderen untersuchten Zelllinien, welche weniger und
kleinere Fragmente aufnehmen (low = kleine Fragmente; high = groRe Fragmente; very high = sehr
grolRe Fragmente). (n = jeweils 100 Zellen)
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3.2.5 Untersuchung relevanter Proteine in der Regulation der ApoE-abhangigen
Morphologie, Migration und Phagozytose in murinen N9-Mikroglia-Zellen
Um SchlUsselproteine zu identifizieren, welche zu einer veranderten Morphologie,
Migration bzw. Phagozytose von N9-Mikroglia-Zellen fuhren, wurde nach
ausfuhrlicher Literaturrecherche die Expression von ROCK1 (engl.: rho-associated
coiled-coil containing kinases 1) untersucht. ROCK1 ist unter anderem ein
Schlusselprotein im Signaltransduktionsweg der Migration, der Phagozytose sowie
der Aktin-Zytoskelett-Reorganisation®**. Studien haben gezeigt, dass der Knockout
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von ROCK1 zu einer gesteigerten Migration bei Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten fiihrt'®. Die Rolle von ROCK1 in Mikroglia-Zellen ist bis zum heutigen
Zeitpunkt unbekannt.

Mit Hilfe von Proteinexpressionsanalysen wurde eine Abnahme der ROCK1- sowie
der RhoA (engl.: ras homolog gene family, member A) - Menge, einem Aktivator von
ROCK1, in N9.ApoE4 im Vergleich zu N9.Wt-Zellen beobachtet. Des Weiteren zeigt
sich eine signifikante Zunahme der Expression von pAKT (Phospho-Proteinkinase B)
sowie pGSK3R (Phospho-Glykogensynthase-Kinase 3) in Zellen mit ApoE4-
Expression (Abb. 3.12 A, B). Diese zwei Signalproteine konzentrieren sich bei
Suppression von ROCK1 innerhalb der Zelle'®. Die Abnahme der ROCK1-
Expression kann des Weiteren auf Ebene der RNA-Expression bestatigt werden
(Abb. 3.12 C). Diese Resultate geben einen ersten Hinweis auf die ApoE-abhangige
Regulation der Migration, der Phagozytose sowie der Aktin-Zytoskelett-
Reorganisation Uber den RhoA/ROCK1-Signaltransduktionsweg.
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Abb. 3.12: Identifizierung von Effektorproteinen in der ApoE-abhangigen Regulation der
Morphologie, Migration und Phagozytose. (A), (B) Proteinexpressionsanalyse mittels Western
Blot. Es wurde eine Abnahme der Expression von ROCK1 und RhoA in N9.ApoE4- im Vergleich zu
N9.Wt-Zellen festgestellt. Des Weiteren ist eine Zunahme der Expression von pAKT und pGSK3R in
N9.ApoE4- im Vergleich zu N9.Wt-Zellen zu beobachten. Die Quantifizierung bestatigt diese
Ergebnisse. PDI diente als Ladekontrolle (n = 3, technische Triplikate) C: RNA-Expressionsanalyse
mittels qPCR. Die Abnahme der RNA-Expression in N9.ApoE4- im Vergleich zu N9.Wt- und
N9.ApoE2/3-Zellen bestatigt die Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse. (n = 3, technische
Triplikate) 72
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3.3 ApoE als Genregulator

Auf Grundlage von Ergebnissen vorrangegangener Studien’ wurde eine
Genregulation durch ApoE auf transkriptionaler Ebene postuliert. Dieser Aspekt ist
von Bedeutung, da ApoE als Transkriptionsfaktor in Mikroglia-Zellen eine Vielzahl an
weiteren Prozessen beeinflussen konnte, insbesondere die Ausbildung des
dysregulierten Phanotyps. Theendakara et al. konnten bereits zeigen, dass ApoE mit

hoher Affinitit an doppelstrangige DNA bindet'®.

Die Rolle von ApoE als
Transkriptionsfaktor wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von ChlP-Analysen
und Luciferase-Assays Uberpruft. Darlber hinaus konnte ein intrazellulares ApoE-
Fragment identifiziert werden, welches als potentieller Transkriptionsfaktor die
Expression verschiedener Gene beeinflussen konnte. Die Funktion von ApoE als
Transkriptionsfaktor zu fungieren, konnte einen neuen Blick auf die Rolle dieses

Proteins in der Pathogenese der AD werfen.

3.3.1 Verifizierung moglicher ApoE-regulierter Gene

In vorangegangenen Studien konnte die ApoE-abhangige Regulation wichtiger
Proteine in Mikroglia-Zellen mit neurodegenerativen Phanotyp gezeigt werden?.
Mit Hilfe von RNA-Screenings wurden zunachst phagozytierende Mikroglia mit ApoE-
Knockout im Vergleich zu phagozytierenden Wt-Zellen untersucht. Dabei wurde ein
ApoE-spezifisches Genexpressionsmuster identifiziert und resultierend daraus
putative ApoE-Regulationskaskaden abgeleitet (Abb. 3.13 B). Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen wurden anschlieBend durch RNA-Expressionsanalysen Uberpruft,
bei welchen eine Reihe von Genen identifiziert werden konnten, die ApoE-abhangig
inhibiert bzw. aktiviert werden (Abb. 3.13 A). Des Weiteren konnte Mef2a bereits als
vermutlich bedeutender Faktor in der Aktivierung von murinen Mikroglia-Zellen nach
Virusinfektion identifiziert werden (siehe Anhang A2).

Da aufgrund der Analysen Mef2a (engl.: myocyte enhancer factor 2A), Bhlhe40
(engl.: basic helix-loop-helix family member E40) und Tfec (engl.: transcription factor
EC) als Schlusseltranskriptionsfaktoren fur die ApoE-Regulation eines
umfangreichen Panels weiterer Gene, die in der Homoostase von Mikroglia-Zellen
eine wichtige Rolle spielen, identifiziert wurden, sind diese Bestandteil der im

Folgenden beschriebenen Experimente.
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Abb. 3.13: Voruntersuchungen zur ApoE-abhangigen Genregulation. (A) RNA-
Genexpressionsanalysen*"®" "" 2 nje Ergebnisse zeigen eine ApoE-abhangige Regulation
der RNA-Expression in phagozytierenden Mikrogliazellen. Im Vergleich von WT MG-dn® (Wt-
Mikroglia mit neurodegenrativer Aktivierung) und ApoE'/' MG- dn® (Wt-Mikroglia mit
neurodegenrativer Aktivierung und ApoE-Knockout) kann eine Zunahme (TFEC, Bhlhe40) bzw.
eine Abnahme (Mef2a) der RNA-Expression beobachtet werden. Demzufolge konnten ApoE-
hemmende- und ApoE-induzierte Gene identifiziert werden. (B) Analysen von ApoE-abhédngigen
Regulationskaskaden. Mit Hilfe von in-silico-Berechnungen und RNA-Expressionsanalysen
konnten Gene identifiziert werden, deren Expression vermutlich durch ApoE-abhangige
Regulationskaskaden beeinflusst werden. (— ApoE-reprimierte Gene; — ApoE-induzierte Gene; —
ApoE-abhangige Regulation)

3.3.2 Untersuchung der ApoE-Bindung an die Promotorbereiche von Mef2a,
Bhlhe40 und Tfec

Mef2a, Bhlhe40 und Tfec wurden aufgrund der zuvor durchgefuhrten
Untersuchungen als Kandidaten fur eine ApoE-abhangige Regulation ausgewahilt.
Fur die Analyse der putativen ApoE-Bindung an die Promotorbereiche dieser Gene
wurde ein ChlP-Assay durchgefuhrt. Hierfur wurden humane HEK293T-Zellen
verwendet, da die Bindung von ApoE an die Promotorbereiche mit Hilfe eines
humanen Hintergrundes untersucht werden sollte. Da die Isoform ApoE3 am
haufigsten vorkommt und nicht mit Erkrankungen assoziiert wird, wurde das ApoE3-
Gen in den HEK293T-Zellen mit Hilfe einer Transfektion (Viromer Yellow, lipocalyx,

Halle) Uberexprimiert. Die Proteinexpressionsanalyse zeigt, dass in mit humanem
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ApoE3 transfizierten HEK293T-Zellen eine groRere Menge an ApoE detektiert
werden kann als in den HEK293T-Kontrollzellen (Abb. 3.14 A). Die Quantifizierung
des Western Blots bestatigt dies (Abb. 3.14 B). Mit diesen charakterisierten
HEK293T-Zellen konnte im Anschluss ein ChlP-Assay durchgefuhrt werden.

Die Ergebnisse zeigen nach Einsatz gleicher Mengen an DNA, dass in den
HEK293T-Zellen mit ApoE3-Uberexpression eine groRere Menge der putativen
ApoE-Bindestelle von Mef2a, Bhlhe40 bzw. Tfec amplifiziert werden kann als in den
HEK293T-Wt-Zellen (Abb. 3.14 C). Dies bedeutet, dass bei Vorhandensein einer
grolReren Menge an ApoE3 eine hohere Anzahl an ApoE-Proteinen an den
Promotorbereich von Mef2a, Bhihe40 bzw. Tfec binden kdnnen. Eine unspezifische
Prazipitation der untersuchten Promotorsequenzen kann durch eine erfolgreiche
Negativ- und Positivkontrolle ausgeschlossen werden. Diese Resultate machen
deutlich, dass ApoE3 an die putativen Bindestellen in den Promotorbereichen von
Mef2a, Bhlhe40 und Tfec bindet und somit vermutlich als Transkriptionsfaktor

agieren kann.
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Abb. 3.14: Uberpriifung der ApoE3-Bindung an die Promotorbereiche von Mef2a, Bhihe40 und
Tfec in HEK293T-Zellen. (A) ApoE3-Expression in HEK293T-Zellen. Mittels Western-Blot-Analyse
konnte die Uberexpression von ApoE3 in HEK293T-Zellen nach Transfektion gezeigt werden. PDI
diente als Ladekontrolle. Die Quantifizierung (B) bestatigt diese Ergebnisse. (C) ChlP-Assay zur
Analyse der Bindung von ApoE3 an die putativen Bindestellen im Promotorbereich von
Mef2a, Bhlh40 und Tfec. Es wurden gleiche Mengen an DNA eingesetzt. Sowohl die Positiv- als
auch die Negativkontrolle waren erfolgreich und zeigen die erfolgreiche Durchfiihrung des ChIP-
Assays. Es kann eine verstarkte Amplifizierung der putativen ApoE-Bindestellen in HEK293T-Zellen
mit ApoE3-Uberexpression im Vergleich zu HEK293T-Wt-Zellen an die verschiedenen
Promotorbereiche festgestellt werden. (n = 3) 75
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3.3.3 ApoE-abhéangige Regulation der Promotoraktivitdt von Mef2a, Bhlhe40
und Tfec
Die Bindung von ApoE3 an die putativen Bindestellen im Promotorbereich von
Mef2a, Bhlhe40 und Tfec konnten mittels ChIP-Assay gezeigt werden. Die
Regulation dieser Gene durch ApoE3 sollte im Anschluss analysiert werden. Zur
Untersuchung der Promotoraktivitat von Mef2a, Bhlhe40 und Tfec unter ApoE3-
Kontrolle wurde ein Luciferase-Assay durchgefuhrt. Daflir wurden zunachst die
Bereiche der Genpromotoren von Mef2a, Bhlhe40 und Tfec, die fur eine Bindung von
ApoE3 eine potentiell geeignete Sequenz aufwiesen, mittels PCR amplifiziert, in den
pGL3_basic-Vektor (siehe Anhang A1) kloniert und anschlieRend fur das Luciferase-
Assay in HEK293T-Zellen transfiziert.
Die Quantifizierung der Ergebnisse zeigt deutlich, dass die Promotoraktivitat bei allen
untersuchten Promotorbereichen nach ApoE3-Uberexpression ansteigt (Abb. 3.15).
Dieser signifikante Effekt ist bei Mef2a mit einem Anstieg um die 1,5-fache
Promotoraktivitat am geringsten und bei Bhlhe40 mit 2,0-facher Promotoraktivitat im
Vergleich zu den HEK293T-Wt-Zellen am starksten ausgepragt. Mit diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass ApoE3 als Transkriptionsfaktor fungieren
kann.

Mef2a Bhlhe40 Tefec
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Abb. 3.15: Untersuchung der ApoE-abhingigen Regulation der Promotoraktivitit mittels
Luciferase-Assay. In allen untersuchten Promotorbereichen (Mef2a, Bhlhe40, Tfec) kann eine
signifikante Zunahme der Promotoraktivitat in HEK293T-Zellen mit ApoE3-Uberexpression im
Vergleich zu den HEK293T-Wt-Zellen festgestellt werden. (n = 3, technische Triplikate)

3.3.4 Proteasominhibierung zeigt ein neues spezifisches ApoE-Fragment

Zur ldentifizierung von intrazellularen ApoE-Fragmenten, die innerhalb des Zellkerns
als Transkriptionsfaktor fungieren koénnten, wurde das Proteasom mit Hilfe der
Substanz MG132 inhibiert (Abb. 3.16 A). Das Proteasom ist ein wichtiger Bestandteil
der Zelle, da es verschiedenste zytoplasmatische Proteine und Proteinfragmente, die

innerhalb der Zelle nicht mehr benétigt werden, abbaut?”*. Da es sich bei ApoE um
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ein sekretiertes Protein handelt, sollten mdogliche Alternativen zu diesem
konventionellen Weg untersucht werden'".

Nach 48-stundiger-Behandlung mit MG132 wurden die N9-Mikroglia-Zellen mittels
Western-Blot-Analyse untersucht. Zusatzlich zur MG132-Behandlung wurde zu
einigen Zellen TGF3 gegeben, um die ApoE-Menge zu erhdhen und putatives ApoE
in der Zelle sichtbar zu machen. Als Kontrolle fur die Effizienz der Inhibierung des
Proteasoms wurde [3-Cathenin untersucht, ein Protein, welches uber das Proteasom
abgebaut wird. Die Ergebnisse des Western Blots (Abb. 3.16 B) zeigen zunachst
durch den detektierten Anstieg der [R-Cathenin-Expression die erfolgreiche
Inhibierung des Proteasoms. Daruber hinaus kann neben der erwarteten ApoE-
Bande bei ca. 36 kDa ein weiteres Fragment mit dem spezifischen ApoE-Antikorper
bei ca. 25 kDa detektiert werden. Die Expression von ApoE sowie des spezifischen
ApoE-Fragments nimmt nach TGFR-Behandlung zu. Daruber hinaus ist in Abbildung
3.16 C zu erkennen, dass das durch Proteasominhibierung identifizierte ApoE-
Fragment ebenfalls in den N9-Zellen mit ApoE2/3/4-Expression zu beobachten ist.
Nach der Analyse der vorliegenden Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt,
dass dieses identifizierte ApoE-Fragment innerhalb des Nukleus als

Transkriptionsfaktor fungieren konnte.

A ‘ c NO.Wt N9.ApoE2
A~ +TGFR +TGFR
L LR 1 L ol +TGFR +MGI132 +MGI32 ctl  +TGFR +MGL32 +MG132
ON/'\(fN _  —— —— — — —
Ao - ApoE M- MR e ey | —36 kD2
/ -
MG132
PDI -—---‘---—SGKDa
B +MG132 N9.Wt N9.ApoE3
(20 pM)
ctrl +TGFR +MG132 +TGFR +TGFR +TGFR
(+ DMSO) (10 ng/ml) (10 pM) (10 ng/ml) ctrl +TGFR +MG132 +MG132  ctr +TGFR  +MG132 +MG132
ApOE |~ - — -— — 36 kDa
8 Cathenin S s | — 94 KDa ol ~ —
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PD||.—---._‘--|—56kDa
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Abb. 3.16: Proteasominhibierung mittels MG132-Behandlung. (A) Biochemische Formel von
MG132 als Proteasom-Inhibitor. (B) Western-Blot-Analyse nach MG132-Behandlung. Die
Expressionszunahme des Markerproteins R-Cathenin zeigt die erfolgreiche Inhibierung des
Proteasoms. Nach Behandlung mit MG132 ist neben der Ublichen ApoE-Bande bei 36 kDa eine
zusatzliche spezifische Bande bei ca. 25 kDa zu beobachten. Die Menge des identifizierten ApoE-
Fragments nimmt nach Stimulation der ApoE-Expression durch TGFR zu. PDI diente als
Ladekontrolle (<~ ApoE-Fragment). (C) Das identifizierte ApoE-Fragment kann auch bei
N9.ApoE2/3/4-Exprimierern identifiziert werden. (n = 3; « ApoE-Fragment) 77
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3.3.5 Lokalisationsbestimmung des durch Proteasominhibierung identifizierten
ApoE-Fragments

Transkriptionsfaktoren regulieren Gene auf DNA-Ebene, welche sich ausschliellich
im Zellkern befindet?’”®>. Um auszuschlieRen, dass auf dem Weg der Sekretion
befindliches ApoE im ER oder Golgi fragmentiert wird, ist die
Lokalisationsbestimmung des zuvor identifizierten, spezifischen ApoE-Fragments
von enormer Bedeutung. Fur die Untersuchung der Lokalisation des spezifischen
ApoE-Fragments innerhalb der Zelle wurde eine subzellulare Fraktionierung mit N9-
Zellen durchgefuhrt, welche zuvor mit MG132 und TGFR behandelt wurden. Die
Ergebnisse (Abb. 3.17) zeigen, dass das ApoE-Fragment im Zytoplasma und
verstarkt Chromatin-gebunden im Nukleus vorkommt. DarlUber hinaus kann ein
grolReres ApoE-Fragment in der nuklearen Phase und Chromatin-gebunden
beobachtet werden. Des Weiteren fallt auf, dass Chromatin-gebunden vier
verschiedene ApoE-Fragmente identifiziert werden konnen. Dies bestatigt die
Vermutung, dass es sich bei dem spezifischen ApoE-Fragment um einen
Transkriptionsfaktor handeln konnte, welcher beispielsweise die Expression von
Mef2a, Bhlhe40 und Tfec reguliert.

CE ME NE CB

R-Cathenin [ ] — 88 kDa
PDI = — 57 kDa
Alpha-Tubulin | ~ | — 50 kDa
ApOE — — 36 kDa

Histon H3 [—-— — 17 kDa

Abb. 3.17: Lokalisationsbestimmung des ApoE-Fragments durch subzelluldre Fraktionierung
von N9-Zelllysat. Das zuvor identifizierte ApoE-Fragment kann in fast allen Fraktionen, bis auf die
nukledre Fraktion, beobachtet werden. Das Fragment kommt im Zytoplasma und in hohen
Konzentrationen in der chromatin-gebundenen Fraktion vor. Daruber hinaus kénnen weitere
Fragmente chromatin-gebunden identifiziert werden. (rot umrandet = Markerproteine fir die
ensprechenden Fraktionen; CE = zytoplasmatisches Elution; ME = membrane Elution; NE =
nukledre Elution; CB = chromatin-gebundene Elution). Das N9-Zelllysat wurde mit 10 uM MG132
und 10 ng/ml TGFR fiir 48 h behandelt (n = 3).
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3.3.6 Charakterisierung des ApoE-Fragments mittels Sequenz-Analysen

FuUr die weitere Untersuchung, ob es sich bei dem spezifischen ApoE-Fragment um
einen Transkriptionsfaktor handelt und ob ein spezifisches Signalpeptid fur die
Translokation in den Zellkern vorliegt, ist die genaue Proteinsequenz fur eine
mogliche Synthese notwendig. Zur Ermittlung der Aminosauresequenz des ApoE-
Fragments wurde dieses mit Hilfe einer IP isoliert (Abb. 3.18 A) und mittels
massenspektrometrischer Analyse sowie einer Edman-Sequenzierung untersucht.
Mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse, welche durch die ,UKE Core Facilty
Proteomanalytik“ durchgeflhrt wurde, konnten verschiedene Aminosauresequenzen
identifiziert werden, die im spezifischen ApoE-Fragment vorkommen (Abb. 3.18 B).
Dabei fallt auf, dass die identifizierten Sequenzen vorwiegend C-terminal in der
Peptidsequenz zu finden sind, was fur eine N-terminale Verkirzung des ApoE-
Fragments spricht. Diese Sequenzen konnten mit Hilfe der Edman-Sequenzierung,
welche von der Firma ,Alphalyse® (Danemark) durchgefuhrt wurden, weiter
eingegrenzt werden (Abb. 3.18 C). Die Analyse ergab die Peptidefolge ,ELEE" oder
,GKEV* als putativen Startpunkt des spezifischen ApoE-Fragments.

Die Resultate der vorliegenden Analysen konnten demonstrieren, dass es sich bei
dem identifizierten Fragment um ein ApoE-spezifisches Peptid handelt. Des Weiteren
konnte erfolgreich eine putative Sequenz des spezifischen ApoE-Fragments

eingegrenzt werden.

Die vorliegenden Ergebnisse haben gezeigt, dass sich die ApoE-Expression in
murinen N9-Mikroglia-Zellen mit Hilfe verschiedener Stimulatoren beeinflussen lasst.
Die hochste Konzentration von ApoE, welches mit dem ER, dem Golgi und den
Lysosomen kolokalisiert, befindet sich im Bereich um den Zellkern. Darlber hinaus
konnten die Experimente zeigen, dass die Morphologie, das Migrations- sowie das
Phagozytoseverhalten von N9-Mikroglia-Zellen ApoE-Isoform-abhangig beeinflusst
wird. Zusatzlich konnte demonstriert werden, dass ApoE als Genregulator fungieren
kann und somit an der Regulation der Expression verschiedener Gene beteiligt sein

konnte.
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A supernant P Elution|  IP Elution |l IP Elution Il
+TGFR ctrl +TGFR ctrl +TGFR ctrl +TGFR
o +MG132 +MG132 +MG132 +MG132
— — 3 — 100 kDa
ApoE-Ab
v — D e - “  — 35kDa
— 25kDa
— 15kDa
B ApoE-band (36 kDa) ApoE-band (25 kDa) peptide sequence
ELEEQLGPVAEETR (3) ELEEQLGPVAEETR (5) Glu-Leu-Glu-Glu-GIn-Leu-Gly-Pro-
Val-Ala-Glu-Glu-Thr-Arg
NEVHTmLGQSTEEIR (4) NEVHTmLGQSTEEIR (4) Asn-Glu-Val-His-Thr-Met-Leu-Gly-
Pyl-Ser-Thr-Glu-Glu-lle-Arg
TANLCAGAAQPLR (1) - Thr-Ala-Asn-Leu-Gly-Ala-Gly-Ala-
Ala-GIn-Pro-Leu-Arg
LQAEIFQAR (2) LQAEIFQAR (1) Leu-GIn-Ala-Glu-lle-PheGIn-Ala-
Arg
GWFEPIVEDmMHR (1) GWFEPIVEDmMHR (3) Gly-Trp-Phe-Glu-Pro-lle-Val-Glu-
Asp-Met-His-Arg
IQASVATNPIITPVAQENQ (1) | IQASVATNPIITPVAQENQ (1) lle-GIn-Ala-Ser-Val-Ala-Thr-Asn-
Pro-lle-lle-Thr-Pro-Val-Ala-Gin-
Glu-Asn-GIn
- DRLEEVREHMEEVR (1) Asp-Arg-Leu-Glu-Glu-Val-Arg-Glu-
His-Met-Glu-GluVal-Arg

Murine ApoE peptide sequence:

>sp|P08226 | APOE_MOUSE Apolipoprotein E 0S=Mus musculus GN=Apoe PE=1 SV=2
MKALWAVLLVTLLTGCLAEGEPEVTDQLEWQSNQPWEQALNRFWDYLRWVQTLSDQVQEE
LQSSQVTQELTALMEDTMTEVKAYKKELEEQLGPVAEETRARLGKEVQAAQARLGADMED
LRNRLGQYRNEVHTMLGQSTEEIRARLSTHLRKMRKRLMRDAEDLQKRLAVYKAGAREGA
ERGVSAIRERLGPLVEQGRQRTANLGAGAAQPLRDRAQAFGDRIRGRLEEVGNQARDRLE
EVREHMEEVRSKMEEQTQQIRLQAEIFQARLKGWFEPIVEDMHRQWANLMEKIQASVATN
PIITPVAQENQ

C Murine ApoE peptide sequence:

>sp|P08226 | APOE_MOUSE Apolipoprotein E 0S=Mus musculus GN=Apoe PE=1 SV=2
MKALWAVLLVTLLTGCLAEGEPEVTDQLEWQSNQPWEQALNRFWDYLRWVQTLSDQVQEE
LQSSQVTQELTALMEDTMTEVKAYKKELEEQLGPVAEETRARLGKEVQAAQARLGADMED
LRNRLGQYRNEVHTMLGQOSTEEIRARLYTHLRKMRKRLMRDAEDIDKRLAVYKAGAREGA
ERGVSAIRERLGPLVEQGRQRTANLGAGAAQPLRDRAQAFGDRIRGRLEEVGNQARDRLE
EVREHMEEVRSKMEEQTQQIRLOAEIFRARLKGWFEPIVEDMHRRWANLMEKIQASVATN
PIITPVAQENQ

Startpoint 1 Startpoint 2

Abb. 3.18: Identifizierung der putativen Peptidsequenz des spezifischen ApoE-Fragments.
(A) IP zur Isolierung des spezifischen ApoE-Fragments fiir die weiteren Untersuchungen. Die
Proteinexpressionsanalyse zeigt deutlich, dass das spezifische ApoE-Fragment mit Hilfe einer IP
isoliert und aufgereinigt werden konnte. (B) Massenspektrometrische Analyse des spezifischen
ApoE-Fragments. Die Analyse zeigt vorkommende Peptidsequenzen innerhalb des ApoE-
Fragments, welche vorwiegend im C-terminalen Bereich zu finden sind. Daher ist eine N-terminale
Verkirzung wahrscheinlich. (grin = Peptidfragmente, welche im ApoE vorkommen; grin
unterstrichen = Peptidfragmente, die im spezfischen ApoE-Fragment vorkommen) (n = 3)
(C) Edman-Sequenzierung ermittelt mégliche Schnittstelle innerhalb des ApoE. Die Analyse
mittels Edman-Sequenzierung identifizierte putative N-terminale Start-Peptidsequenzen (rot) fir das
spezifische ApoE-Fragment. (n = 3) (Aminosaure-Kodierung: siehe Anhang A3)
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung des ApoE im murinen N9-Mikroglia-Zellsystem

In diesem Teil der Arbeit ging es zunachst um die Charakterisierung des murinen
ApoE in N9-Mikroglia-Zellen. Zu Beginn der Untersuchungen wurde die Stimulus-
abhangige ApoE-Expression und die damit verbundene Aktivierung von Mikroglia-
Zellen mit Hilfe von TGFR, TO901317 und Prostaglandin J, in der murinen Zelllinie
N9 untersucht.

Die Zunahme der ApoE-Expression wird mit einer krankheitsspezifischen
Gensignatur aktivierter Mikroglia-Zellen assoziiert?. Die Aktivierung von Mikroglia-
Zellen ist sowohl im gesunden als auch im neurodegenerativ-erkrankten Gehirn von
enormer Bedeutung. Der Wechsel von einer ruhenden zu einer aktivierten Mikroglia-
Zelle kann nicht nur optisch, sondern auch auf transkriptionaler Ebene durch die
intrinsische sowie extrinsische Regulation verschiedener Gene beobachtet
werden'. Im gesunden Zustand besitzen Mikroglia-Zellen eine einzigartige
homdostatische molekulare und funktionelle Gensignatur'®®'%, die sie wahrend ihrer
Aktivierung oder im Verlauf einer Erkrankung verlieren'*'®_ Dariiber hinaus konnte
bereits eine krankheitsbedingte Mikroglia-Signatur identifiziert werden'?%*. Diese
krankheitsspezifische Gensignatur ist, wie bereits zuvor erwahnt, mit einer
signifikanten Zunahme der ApoE-Expression verbunden. Im Gegensatz dazu sind
homdostatische Gene herunterreguliert’. Aufgrund dieser Aspekte stellt ApoE einen
kritischen Faktor in der Mikroglia-Aktivierung dar und konnte die Entwicklung des
dysregulierten Phanotyps, der mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert
wirdz, beeinflussen. Allerdings wurde die differentielle Rolle von ApoE in diesem
Szenario bisher nicht in murinen Mikroglia-Modellen erforscht.

Bei der Untersuchung der ApoE-Stimulation konnte eine Zunahme der ApoE-
Expression unter Behandlung von TGFR und TO901317 beobachtet werden.
TO901317 ist ein Agonist der LXR. Diese spielen eine wichtige Rolle im
Cholesterinstoffwechsel und regulieren unter anderem die Expression von ApoE'?’.

8 als auch in

Die Behandlung mit dieser Substanz fiihrt sowohl in Astrozyten'
Alzheimer-Mausmodellen'®  zu  einer Verstarkung der ApoE-Expression.
Resultierend aus diesen Studien wurde ein ahnlicher Effekt fur N9-Mikroglia-Zellen

postuliert, welcher sich in den Ergebnissen dieser Arbeit bestatigte.
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Das Zytokin TGFB gehort zu der Familie der ,transformierenden
Wachstumsfaktoren®, die eine wichtige Rolle in der Embryogenese und in der
Regulation zahlreicher grundlegender Zellfunktionen spielen®. Es ist bekannt, dass
TGFR die Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Adhasion von Zellen
beeinflussen kann?®', wobei die TGFR-Konzentration im Gehirn mit zunehmenden
Alter und wahrend der Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen zunimmt®®?,
DarUber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass TGF[} die ApoE-Expression in

Mikroglia-Zellen stimuliert’®

und fur die in vitro-Entwicklung dieser Zellen, welche die
molekulare und funktionelle Gensignatur von adulten Mikroglia zeigen, erforderlich
ist'®. Die Bedeutung von TGFR im Kontext der Mikroglia-Aktivierung zeigt sich
zusatzlich in der ,Glia Cell Dysregulation Hypothesis® fur die AD. Diese Hypothese
schlagt vor, dass die Ursache dieser Erkrankung unter anderem in der gestorten
Regulation der Mikroglia-Aktivierung liegt. Aufgrund dieser Dysregulation werden
Mikroglia-Zellen, welche durch Astrozyten sezerniertes TGFR reguliert werden,
zunehmend zytotoxisch und verringern ihre Schutzfunktion?”®.

Die Anwendung von Prostaglandin J; fihrte im Vergleich zu TGF3 und TO901317 zu
einer Abnahme der ApoE-Konzentration. Prostaglandin J ist ein endogenes Hormon,
das wahrend einer Inflammation Uber Cyclooxygenasen synthetisiert wird. Es
induziert unter anderem die Apoptose und wird daher mit neurodegenerativen
Stérungen in Verbindung gebracht?®. Cyclooxygenasen sind Enzyme, die in der
Neuroinflammation eine Uberaus wichtige Rolle spielen, da ihre Hemmung das Risiko
an Alzheimer und Parkinson zu erkranken um bis zu 50% senkt. Jedoch fuhrt diese
Hemmung zur Blockade von nachgeschalteten Signalwegen, welche zur Produktion
von neuroprotektiven und neurotoxischen Prostaglandinen fihrt?®®>. Nach einer
neuronalen Verletzung sekretieren aktivierte Mikroglia groRe Mengen an
Prostaglandin J, ® sowie Prostaglandin D, und E; 2. Eine Stimulation der ApoE-
Expression in Mikroglia-Zellen durch die Behandlung mit Prostaglandin J, wie in

einigen Untersuchungen beschrieben wird***%%

, zeigte sich in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht. Daher wird eine untergeordnete Rolle von
Prostaglandin J, in der Aktivierung der ApoE-Expression in N9-Mikroglia-Zellen
postuliert.

Da Uber die physiologische Regulation der Sekretion sowie die Funktion von
mikroglialen ApoE in N9-Zellen nur wenig bekannt ist, sollte im Anschluss die

Lokalisation von ApoE sowie die Kolokalisation mit dem ER, dem Golgi und den
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Lysosomen nach Stimulation der ApoE-Expression mittels TGFR} untersucht werden.
Die Ergebnisse zeigen, dass ApoE sich in hohen Konzentrationen um den Zellkern
und innerhalb des Zytoplasmas befindet. Die Lokalisation von ApoE am Zellkern
lasst eine Rolle als Transkriptionsfaktor vermuten, fuir welche ApoE Uber eine
Kernlokalisierungssequenz fur die Translokalisation in den Nukleus verfigen muss.
Diese These konnte bereits fiir das neuronale ApoE demonstriert werden'®®. Nahere
Untersuchungen zu dieser Hypothese wurden im letzten Teil der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrt.

Die Konzentration von ApoE im ER, im Golgi-Apparat und in verschiedenen Vesikeln
konnte bereits in Makrophagen gezeigt werden®®. Mikroglia besitzen, wie
Makrophagen, komplexe Proteinsekretionsmaschinen einschliel3lich des klassischen
und sehr komplexen ER/Golgi-Weges, Uber welchen die ApoE-Synthese und
Freisetzung erfolgt?'®. Im ER erfolgt zunéchst die Translation und Proteinfaltung von
ApoE, welches anschliel3end im Golgi-Apparat durch verschiedenste Enzyme weiter
prozessiert wird?'". Mikroglia-Zellen sind dariiber hinaus in der Lage Proteine, mRNA
sowie microRNA durch Exosomen und Mikrovesikel Uber regulierte Exozytose zu
transportieren?'?>. Bei der Exozytose fusionieren sekretierende Vesikel mit der
Plasmamembran und geben die in ihnen enthaltenen Stoffe an die Zielzelle ab?™.
Obwohl die konstitutive Sekretion Uber den ER/Golgi-Weg und die regulierte
Exozytose sehr unterschiedlich sind, konnte bereits gezeigt werden, dass
Makrophagen und Ratten-Astrozyten beide Wege fur die ApoE-Sekretion
kombinieren?'%?'*2'>Dga die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Kolokalisation
von mikroglialen ApoE mit dem ER und dem Golgi demonstrierten, ist eine ApoE-
Sekretion Uber eine Kombination aus ER/Golgi-Weg und regulierter Exozytose in N9-
Zellen moglich.

Die Kolokalisation mit den Lysosomen in N9-Mikroglia-Zellen spricht des Weiteren fur
eine Degradation von ApoE durch dieses Zellorganell. Es konnte zudem gezeigt
werden, dass der Abbau von ApoE in Makrophagen nach Behandlung mit
verschiedenen lysosomalen Inhibitoren (Ammoniumchlorid, Chloroquin) abnimmt®'®.
Die Untersuchungen von Deng et al. postulierten, dass die lysosomale Hemmung
einen biphasischen Effekt auf die Sekretion von ApoE hat. Wahrend unter
Behandlung mit niedrigen Konzentrationen die gehemmte ApoE-Degradation durch
eine erhohte Sekretion begleitet wird, fuhren hohe Konzentrationen der Lysosom-

Inhibitoren ebenfalls zu einer Blockade der ApoE-Sekretion. Die Degradation von
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ApoE erfolgt jedoch nicht ausschliel3lich Uber die Lysosomen. In Makrophagen wird
der Abbau durch proteasomale Kompartimente unterstiitzt?'’. Die Kolokalisation in
N9-Mikroglia-Zellen weist demnach auf eine ApoE-Degradation in den Lysosomen
hin. Da die Kolokalisation jedoch nicht kontinuierlich beobachtet werden kann, ist
eine zusatzliche Degradation Uber weitere Kompartimente wahrscheinlich. Um
diesen Aspekt der mikroglialen ApoE-Degradation naher zu untersuchen, werden
weitere Studien bendtigt.

Die Synthese von ApoE hat des Weiteren eine grof3e Bedeutung fur die Aktivierung
von Mikroglia-Zellen wahrend der Progression neurodegenerativer Erkrankungen?
und daraus resultierend fiir ihre Fahigkeit zur Motilitat?'®. Die Migration spielt vor
allem bei der Identifizierung von Pathogenen oder geschadigten Neuronen eine
wichtige Rolle?'®. Demzufolge wurde im Anschluss an die Lokalisationsstudien die
Motilitat unter ApoE-Stimulation mit Hilfe von Scratch-Assays untersucht. Dabei
korrelierte der Anstieg der ApoE-Expression mit einer Zunahme der mikroglialen
Migration. Die Fahigkeit von Mikroglia-Zellen in Reaktion auf verschiedene Stimuli
durch das Hirnparenchym zu wandern, ist grundlegend fur ihre physiologischen und
pathophysiologischen Funktionen. Die mikrogliale Motilitat ist dabei abhangig von der
Wahrnehmung verschiedener externer Stimuli durch spezifische
Oberflachenrezeptoren, die unter anderem die Migration Uber konvergierende

Signalwege vermitteln??°

. Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine mit dem
Komplementfaktor 5a bzw. ATP-stimulierte Wanderung von primaren Mikroglia-
Zellen, isoliert aus C57B6-Mausen, ApoE-abhangig ist*?'. Die ATP-stimulierte
Migration kann mit dem ERK-Signaltransduktionsweg assoziiert werden und wird
darliber hinaus von den ApoE-Genotypen unterschiedlich beeinflusst??’. Die
Ergebnisse der hier gezeigten Migrations-Untersuchungen mit N9-Mikroglia
demonstrieren ebenfalls eine ApoE-Abhangigkeit unter TGFR-, TO901317- und
Prostaglandin J2-Behandlung. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte die Gewichtung
von ApoE in der mikroglialen Aktivierung und der daraus resultierenden Motilitat
demonstriert werden, welche vermutlich auch eine Rolle in neuropathologischen
Prozessen spielt. Eine Isoform-spezifische Untersuchung der mikroglialen Motilitat

erfolgte im zweiten Teil der hier vorliegenden Arbeit.
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4.2 ApoE-Isoform-abhangige mikrogliale Morphologie, Migration und
Phagozytose

Um die Rolle von ApoE in der Physiologie von Mikroglia-Zellen zu entschlusseln,
wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst die Regulation der ApoE-Expression
sowie die Lokalisation dieses Proteins in N9-Mikroglia-Zellen charakterisiert. Im
Anschluss wurde eine ApoE-Isoform-abhangige Regulation der mikroglialen
Morphologie, Migration und Phagozytose untersucht.

Wahrend Mause nur uber eine Genvariante verfugen, existieren im menschlichen
Organismus im Wesentlichen drei verschiedene polymorphe Allele (ApoE2, ApoE3
und ApoE4)'®® wobei die Isoform E4 der genetische Hauptrisikofaktor fiir die
Entwicklung der SAD ist?????2# Dije genetische Divergenz zwischen den Allelen
fuhrt zu geringen  Strukturunterschieden, welche jedoch entscheidende
Auswirkungen auf verschiedene Prozesse im Gehirn haben konnen. Untersuchungen
haben bereits einen Zusammenhang zwischen ApoE4 und einer erhohten AR-
Aggregation mit zusétzlich verlangsamten Abbau gezeigt'®®'"%""®, Dariiber hinaus
verstarkt ApoE4 die Neurodegeneration in einem Mausmodell der Tauopathie
unabhangig von AR. Dabei sind Neuronen anfalliger fur eine Degeneration, wahrend

der Mangel an ApoE sich neuroprotektiv auswirkt??®

. Aktuelle Untersuchungen
weisen darauf hin, dass die ApoE-Dysregulation eine Rolle bei der Aktivierung von
Mikroglia-Zellen im neurodegenerativ-erkrankten Gehirn spielen konnte®. Da
Mikroglia die Immunantwort im Gehirn initiileren, konnte eine chronische Aktivierung
jedoch schlieRBlich zum Fortschreiten von neurodegenerativen Erkrankungen,
insbesondere der AD?*, fiihren.

In der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem analysiert werden, ob ApoE4 im
Vergleich zu ApoE2 bzw. ApoE3 Mikroglia-Zellen in Richtung eines
krankheitsassoziierten Phanotyps  polarisiert. Daher  wurden  mogliche
Veranderungen der charakteristischen Merkmale von Mikroglia-Zellen in vitro
untersucht. Die ermittelten Ergebnisse zeigen, dass ApoE4 verschiedene Aspekte
wie die Aktin-Zytoskelett-Reorganisation, die Zellmotilitat sowie das phagozytotische
Verhalten von Mikroglia-Zellen beeinflussen kann.

Bei der Untersuchung der Zellmorphologie konnte zunachst eine ApoE-Isoform-
abhangige Veranderung festgestellt werden. N9.ApoE4-Zellen zeigten eine Zunahme
des Zell- sowie des Nukleusvolumens. Zusatzlich zeigten viele dieser Zellen eine

Ausbildung charakteristischer Aktin-Stress-Fasern. Bei N9-Zellen mit ApoE-KO

85



Diskussion

konnte hingegen eine Abnahme des Zell- und Nukleusvolumens ohne Ausbildung
von ausgepragten Aktin-Stress-Fasern beobachtet werden. Sowohl die Bildung von
Aktin-Stress-Fasern, welche aus kontraktilen Aktin- und Myosinbundeln bestehen,
als auch die GroRe des Zellkerns beeinflussen die zellulare Motilitat und das

Zytoskelett??” %

. Die Position und Bewegung des Zellkerns innerhalb der Zelle
stellen durch die Spezifizierung der Migrationsrichtung ein Schlisselmechanismus
fir die Motilitit dar”*. Dariiber hinaus sind Aktin-Stress-Fasern ein weiterer
entscheidender Aspekt bei der Regulation der Zellmotilitat®®'. Ist die Struktur der
Aktin-Stress-Fasern gestort, fuhrt dies vermutlich zu einem veranderten

Migrationsverhalten?*%%33,

Zusatzlich wurden Veranderungen der Aktindynamik
innerhalb der Zelle bereits mit neurologischen Stérungen assoziiert?®*. Daher ist es
wahrscheinlich, dass das erhohte Nukleusvolumen von N9.ApoE4-Zellen eine
Ursache fur die verstarkte Zellmigration darstellen konnte. Im Gegensatz dazu
zeigten N9.ApoEKO-Zellen mit einem kleineren Nukleus eine Abnahme der
Zellmigration. Huang & Mahley postulierten, dass ApoE4 in Neuronen proteolytische
Prozesse und eine Fragmentbildung auslost, welche zu einer Veranderung des
Zytoskeletts fuhrt und somit die Neurodegeneration unterstiutzt. Des Weiteren zeigten
sie, dass gestresste Neuronen ihre ApoE-Expression fur die Reparatur geschadigter
Neurone erhdhen'®. Es wére moglich, dass ApoE4 in Mikroglia-Zellen proteolytisch
prozessiert wird, was zur Veranderung der Morphologie fiuhren und dartber hinaus
die Neurodegeneration im Gehirn fordern konnte. Um den genauen Mechanismus zu
entschlusseln der zur Veranderung der Morphologie fuhrt, mussen jedoch weitere
Studien durchgefuhrt werden.

Da in der vorliegenden Arbeit postuliert wurde, dass die ApoE4-abhangige
Veranderung der Zellmorphologie das Migrationsverhalten beeinflusst, wurde dieses
mit Hilfe von Transwell- und Scratch-Assays untersucht. Die Migration zu
beispielsweise apoptotischen Zellen sowie invasiven Pathogenen und Zelltrimmern
stellt eine Hauptfunktion der Mikroglia-Zellen dar*®®. Die Ergebnisse zeigten eine
Zunahme der Motilitat bei N9.ApoE4-Zellen. N9.ApoEKO-Zellen demonstrierten
hingegen  eine  Abnahme  der  Zellmigration. Ein  ApoE-abhangiges
Migrationsverhalten wurde bereits von Cudaback et al. untersucht. Die Arbeitsgruppe
zeigte jedoch eine ApoE-Isoform-spezifische Modulation der Mikroglia-Motilitat allein
als Antwort auf verschiedene chemotaktische Stimuli, die im Allgemeinen mit

neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind®®'. Beispielsweise kann durch die
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Behandlung mit C5a oder ATP die Migration der Mikroglia-Zellen, welche ApoE2,
ApoE3 oder ApoE4 exprimieren, gesteigert werden®?'. Im Gegensatz dazu konnten
die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dass insbesondere ApoE4 unabhangig
von einem Stimulus zu einer erhdhten Migration fuhrt. Darlber hinaus wurde in
N9.ApoE4-Zellen eine verstarkte Phagozytose festgestellt, bei welcher Mikroglia mit
ApoE4-Expression mehr und groldere Fragmente apoptotischer Zellen aufnahmen
als N9.Wt-Zellen. Die ApoE4-abhangige Veranderung des Migrations- und
Phagozytoseverhaltens konnte im neurodegenerativ-erkrankten Gehirn den
destruktiveren krankheits-assoziierten Phanotyp der Mikroglia-Zellen unterstiitzen?.
Im Anschluss an die zuvor beschriebenen Experimente sollte der
Signaltransduktionsweg, welcher zu einer veranderten Mikroglia-Physiologie fuhrt,
naher untersucht werden. Aufgrund einer umfassenden Literaturrecherche wurde die
Hypothese aufgestellt, dass der ROCK1-Signaltransduktionsweg maoglicherweise
durch ApoE4 reguliert wird. ROCK1, dessen Funktion von der subzellularen
Lokalisation, dem Aktivitatszustand sowie der Aktivierung/Inhibierung durch
verschiedene  Co-Faktoren Uber Phosphorylierung abhangt, stellt ein
Schlusselprotein der Migration, Phagozytose und der Aktin-Zytoskelett-Dynamik in
Makrophagen dar®*®. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren eine
signifikante Abnahme der ROCK1- sowie der RhoA-Expression spezifisch in
NO.ApoE4-Zellen. RhoA ist ein Aktivator von ROCK1 und daher in diesem
Signaltransduktionsweg von  groler Bedeutung. Die Ergebnisse der
Expressionsanalysen konnten ein Hinweis auf eine ApoE4-abhangige ROCK1-
Regulation sein. Studien haben bereits gezeigt, dass ROCK1 als Suppressor der
Zellmotilitat von inflammatorischen Zellen (Makrophagen und Neutrophilen) wirkt,
indem es die Phosphorylierung von PTEN (Phosphatase und Tensinhomolog), einer
durch ROCK1 regulierten Phosphatase, steuert®®®. Vemula et al. postulierten eine
verstarkte Rekrutierung und Migration von Makrophagen und Neutrophilen in vitro bei
Abwesenheit von ROCK1, wahrend die Expression von ROCK2, einem Isozym von
ROCK1, unverandert ist. In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte
diese Korrelation in N9.ApoE4-Zellen ebenfalls gezeigt werden. Daruber hinaus
konnte, wie bei den Untersuchungen von Vemula et al., eine Zunahme der
Expression von pAKT und pGSK3} festgestellt werden.

ROCK1 spielt unter anderem eine Rolle bei der Phagozytose?*”?*. Im Vergleich mit
den vorliegenden Ergebnissen ist daher eine ApoE4-abhangige ROCK1-Regulation
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des Phagozytoseverhaltens in Mikroglia-Zellen moglich. Die ROCK1-Dysregulation
konnte daher eine wichtige Bedeutung in der Veranderung der Mikroglia-Physiologie
ubernehmen (Abb. 4.1).

e o

@—; l@ﬂ

v Y v Y
migration phagocytosis migration T phagocytosis T
Wildtype cells ApoE4 expression cells

Abb. 4.1: Vorgeschlagenes Modell der ApoE4-vermittelten Migration und Phagozytose-
Regulation. Wildtyp-Zellen: ApoE unterstitzt die Induktion der ROCK1-Expression tUber RhoA,
welche zu einem normalen Migrationsverhalten fiihrt. ROCK1 kénnte auch die Phagozytose von
Mikrogliazellen beeinflussen. ApoE4-Expressions-Zellen: ApoE4 fihrt zu einer Abnahme der
Expression von RhoA. Dies flhrt zu einer geringeren Aktivierung von ROCK1 und schlief3lich zu einer
Zunahme der Migration und Phagozytose von Mikrogliazellen.

4.3 ApoE als Genregulator
Die Ergebnisse der Lokalisationsuntersuchungen zeigten eine Konzentration von
ApoE am bzw. im Zellkern. Aus diesem Grund wurde eine Genregulation auf
transkriptionaler Ebene durch ApoE postuliert, welche die Entwicklung des
krankheitsassoziierten mikroglialen Phanotyps unterstitzen konnte. Die Rolle von
ApoE als Transkriptionsfaktor wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von ChIP-
Analysen und Luciferase-Assays uberpruft. Darlber hinaus konnte ein spezifisches
ApoE-Fragment identifiziert werden, welches vermutlich als Transkriptionsfaktor die
Expression verschiedener Gene beeinflussen kdnnte.
Die Analysen der Voruntersuchungen® demonstrierten, dass ApoE (iber
verschiedene Regulationskaskaden dazu in der Lage sein konnte, die Gene Mef2a,
Bhihe40 und Tfec auf transkriptionaler Ebene zu regulieren. Diese drei Gene
kodieren fur DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Expression
eines umfangreichen Panels weiterer Gene, die in der Homoostase von Mikroglia-
Zellen eine wichtige Rolle spielen, beeinflussen?%24,
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Mef2a reguliert als Transkriptionsfaktor die Expression von muskelspezifischen,
wachstums- und stressinduzierenden Genen und ist daher an zahlreichen zellularen
Prozessen wie der Muskelentwicklung, der neuronale Differenzierung sowie der
Zellwachstumskontrolle oder der Apoptose beteiligt?*'?*2. Lavin et al. konnten zeigen,
dass vor allem im Gehirn eine sehr hohe Mef2a-Expression vorliegt. Mef2a-
Bindungsmotive waren in Mikroglia-spezifischen Enhancer-Clustern
Uberreprasentiert und traten bei Enhancern von Mikroglia-spezifischen Genen auf.
Des Weiteren konnten wir bereits zeigen, dass Mef2a vermutlich eine wichtige Rolle
in der mikroglialen Aktivierung bernimmt?’®, da nach Virusinfektion in Mausen die
Anzahl von Mikroglia-Zellen sowie die Mef2a-RNA-Expression in murinen Gehirnen
zunahm. Daruber hinaus konnte die Hypothese, dass Mef2a die Expression von

Faktoren reguliert, welche am Uberleben®*®?**

und der Differenzierung von
Neuronen®®® beteiligt sind, aufgestellt werden. Weiterhin zeigte eine Genotyp-
basierte  Untersuchung von  Alzheimer-Patienten  verschiedene  Mef2a-
Genmutationen, welche bei ApoE4-Tragern haufiger auftraten®*®.

Bhihe40 zahlt zur Familie der Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren und wird in
zahlreichen Geweben exprimiert?*’?*®_ Es beeinflusst unter anderem den Zellzyklus,
die Apoptose sowie die Zelldifferenzierung, wobei Bhlhe40 sowohl als Aktivator als
auch als Repressor fungieren kann?*®. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass
dieser Transkriptionsfaktor eine Vielzahl an Prozessen in T-Zellen beeinflusst.
Bhihe40-defiziente Mause beispielsweise sind gegen die Induktion von
experimenteller Autoimmun-Enzephalomyelitis, einer Multiplen-Sklerose ahnlichen
Erkrankung bei Versuchstieren, resistent. Diese Ergebnisse identifizierten den
Transkriptionsfaktor Bhlhe40 somit als kritischen Regulator der autoreaktiven T-Zell-
Pathogenitat®*®. Zusétzlich ist Bhlhe40 vermutlich ein molekularer Schalter in der
Differenzierung von entziindlichen bzw. entziindungshemmenden T-Zellen®°. Der
Transkriptionsfaktor Bhlhe40 wurde bis zum aktuellen Zeitpunkt nicht im Kontext mit
ApoE untersucht. Eine Abnahme von Bhlhe22 durch ApoE4 konnte hingegen gezeigt
werden®'. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die Expression von
Transkriptionsfaktoren grundsatzlich durch ApoE reguliert werden konnte.

Das Tfec-Gen codiert ebenfalls fur ein Protein aus der Familie von Helix-Loop-Helix-
Transkriptionsfaktoren und reguliert unter anderem das Uberleben, das Wachstum
und die Differenzierung verschiedener Zelltypen®?2. Es konnte gezeigt werden, dass

Tfec eine Rolle in der mikroglialen Genregulation spielt. Tfec ist ein Hauptregulator
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der lysosomalen Proteintranskription?>*2%*

und beeinflusst daher die lysosomale
Biogenese in Mikroglia-Zellen®®. Des Weiteren fiihrt AR im Zellkern von primaren
Mikroglia zu einer Umverteilung von Tfeb, einem Transkriptionsfaktor der zu 85% mit

t2°° und verursacht dadurch eine lysosomale Dysfunktion®®’. Dariiber

Tfec identisch is
hinaus konnte ein spezifisches Bindemotiv im Promotorbereich von ApoE identifiziert
werden, an welches der Transkriptionsfaktor Tfec binden kann®®. Dies lasst
vermuten, dass zwischen ApoE und Tfec eine reziproke Regulation vorliegt. Die
bestehenden Untersuchungen von Mef2a, Bhlhe40 und Tfec zeigen, dass diese

242,255

Transkriptionsfaktoren wichtige Rollen in Mikroglia-Zellen spielen Erste

Hinweise auf eine ApoE-abhangige Regulation konnten bereits aufgezeigt
werden?4¢2%8

Aufgrund der im Anschluss an die Vorversuche durchgefuhrten Experimente (ChiP-
Assay, Luciferase-Assay) konnte eine Bindung von ApoE3 an die Promotorbereiche
von Mef2a, Bhlhe40 und Tfec sowie eine ApoE3-abhangige Expressionsregulation
demonstriert werden. Weitere Studien unterstutzen diese Ergebnisse. Levros et al.
konnten vorangehend an die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente eine
ApoE3- bzw. ApoE4-abhangige Regulation von ApoD, ein weiteres Apolipoprotein
mit einer erhohten Expression wahrend neurodegenerativen Erkrankungenzsg'zeo,
identifizieren'®'. Die Resultate von Levros et al. zeigen eine ApoE-Lokalisation im
Zellkern sowie eine Bindung von ApoE3 und ApoE4 an den ApoD-Promotor in Leber-
und Glioblastoma-Zelllinien. Die Uberexpression von ApoE3 und ApoE4 hemmt die
ApoD-Promotoraktivitdt in U87-Zellen (humane primare Glioblastoma-Zelllinie),
wohingegen die Isoform ApoE2 keinerlei ApoD-Promotorbindung bzw. ApoD-
Regulation aufzeigt. Zusatzlich konnte die Gruppe um Levros eine inverse
Korrelation der ApoE- und ApoD-mRNA-Expression in murinen Gehirnen
beobachten, was fiir eine Repressor-Funktion seitens ApoE3 und ApoE4 spricht'®’.
Die Funktion der Isoformen ApoE3 und ApoE4 als Transkriptionsfaktor zu fungieren,
kann durch anschlieBende Untersuchungen von Theendakara et al. bestatigt
werden'®. Diese Studie zeigt, dass in Neuronen ApoE4 im Vergleich zu ApoE3 DNA
mit sehr hoher Affinitat bindet. Des Weiteren konnten 1700 Promotorregionen
identifiziert werden, an welche ApoE4 binden konnte und von denen 74 Gene mit der
Pathogenese der AD assoziiert werden.

Der Mechanismus, durch welchen ApoE den sekretorischen

Signaltransduktionswegen entgeht und anschlielend zum Zellkern gelangt, ist bis

90



Diskussion

heute jedoch unklar und wurde in den hier erwahnten Arbeiten nicht untersucht. Eine
potentielle Mdoglichkeit ware, dass ApoE durch Wechselwirkungen mit zellularen
Rezeptoren, wie beispielsweise dem LDLR oder LDLR-verwandten-Rezeptoren, in

das Zytoplasma gelangt®®’

. Eine weitere Theorie postuliert, dass ApoE aus dem
Zytosol in den Zellkern transportiert wird, indem es an spezifische nukleare Proteine
Uber schwache polybasische Domanen bindet, die als potentielle nukleare
Signalsequenzen dienen?®?. Dariiber hinaus ist bekannt, dass ApoE4 Stress im ER

263264 \velcher zu einer Fehllokalisation von Proteinen und somit zu

auslosen kann
einer Umverteilung vom Zytosol zum Nukleus fiihrt?®>?°®. Aus den Daten bereits
vorliegender Studien und den Ergebnissen dieser Arbeit konnte eine potentielle
Funktion seitens ApoE als Transkriptionsfaktor demonstriert werden.

Durch die Inhibierung des Proteasoms, welches beim Abbau von Proteinen eine
wichtige Rolle spielt’’*, konnte in dieser Arbeit ein spezifisches ApoE-Fragment auf
Proteinebene identifiziert werden. Studien in Neuronen fanden heraus, dass die
Isoform ApoE4 im Vergleich zu den Isoformen ApoE2 und ApoE3 anfalliger fur

proteolytische Prozesse ist?®"%:2%

. In den hier durchgefuhrten Untersuchungen
konnte jedoch kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl, Lokalisation bzw.
Konzentration der ApoE-Fragmente innerhalb der verschiedenen mikroglialen ApoE-
Expressions-Zellen festgestellt werden. In weiterfUhrenden Experimenten sollte die
ApoE-Isoform-spezifische Effizienz in den Zellkern zu gelangen bzw. die stabile
Bindung an DNA in Mikroglia-Zellen untersucht werden. Das identifizierte ApoE-
Fragment in N9.Wt-Zellen kommt im Zytoplasma und insbesondere Chromatin-
gebunden im Zellkern vor. Daruber hinaus konnten weitere Chromatin-gebundene
Fragmente mit Hilfe der Zellfraktionierung identifiziert werden. Vorrangegangene
Studien konnten bereits einen Zusammenhang zwischen ApoE4-spezifischen
Fragmenten und der AD herstellen®®®. Harris et al. zeigten, dass ein C-terminal-
verkurztes ApoE4-Fragment, welches in AD-Gehirnen vorkommt, Alzheimer-ahnliche
neurodegenerative Schadigungen in vivo auslost. Des Weiteren konnen ApoE-
Fragmente die intrazellulare Akkumulation von AR1.42 fordern®’® und die Tau-Protein-
gestutzte pathologische Symptomatik unterstiitzen?”". Dariiber hinaus sind die von
Harris et al. gezeigten ApoE4-Fragmente hinsichtlich ihrer Gro3e mit dem in dieser
Arbeit identifizierten Fragment vergleichbar. Huang et al. demonstrierten, dass
ApoE4 in Neuronen durch eine intrazellulare Proteolyse in ein bioaktives Fragment

umgewandelt wird, welches anschlieRend uber die Interaktion mit dem Zytoskelett
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neurofibrillare Tangles induziert. Diese enthielten sowohl phosphoryliertes Tau als
auch phosphorylierte Neurofilamente.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob das identifizierte ApoE-
Fragment aufgrund seiner Chromatin-gebundenen Lokalisation als
Transkriptionsfaktor fungieren kann. Mit Hilfe einer massenspektrometrischen
Analyse und einer Edman-Sequenzierung konnte bereits eine mogliche Sequenz fur
das ApoE-Fragment identifiziert werden. Weitere Untersuchungen mussen klaren,
wie das spezifische ApoE-Fragment in den Zellkern gelangt und ob es Uber DNA-
Bindung die Transkription verschiedener Gene beeinflussen kann. Durch die
Funktion als Transkriptionsfaktor wirde sich ein weiteres groRes Spektrum an

Regulationsmadglichkeiten durch ApoE hinsichtlich der AD ergeben.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Isoform ApoE4 in den
murinen N9-Mikroglia-Zellen zu einer diskoidalen Morphologie sowie zu einem
gesteigerten Migrations- und Phagozytoseverhalten fuhrt. Aufgrund der durch ApoE4
hervorgerufenen physiologischen Veranderungen in Mikroglia-Zellen entwickeln
diese in vitro vermutlich einen ,destruktiveren Phanotyp (pathogen aktivierte
Mikroglia). /n vivo konnte ein solches Verhalten zu einer erhohten Immunreaktion
und folglich zur Aufnahme und Abbau von geschadigten als auch gesunden
Neuronen fuhren. Daher ist es denkbar, dass ApoE4-abhangig pathogen aktivierte
Mikroglia intrinsisch durch ihren Phanotyp zu einem Fortschreiten der AD beitragen.
Die weiterfuhrenden Untersuchungen der hier gezeigten in-vitro-Ergebnisse sind
daher von grofler Bedeutung. Fur die Bestatigung der ApoE4-abhangigen
Veranderung des Mikroglia-Phanotyps sollten die dargelegten Ergebnisse zunachst
in in-vivo-Studien bestatigt werden. Beispielsweise konnte eine potentielle ROCK1-
Dysregulation in Mausen mit humaner ApoE2/3/4-Expression untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Abnahme der ROCK1- und RhoA-Expression
in N9.ApoE4-Zellen gezeigt werden. Die weitere ldentifizierung des zu Grunde
liegenden Mechanismus der ApoE4-bedingten Morphologie sowie des gesteigerten
Migrations- und Phagozytoseverhaltens konnte durch einen Knockout und eine
Uberexpression von RhoA bzw. ROCK1 in N9.Wt-Zellen untersucht werden. Dazu
konnten erneut Migrations-Assays sowie die bildgebende Durchflusszytometrie zum

Einsatz kommen. Dies konnte im Anschluss bestatigen, dass ApoE4 die Expression
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von ROCK1 Uber RhoA beeinflusst und somit zu den hier gezeigten physiologischen
Veranderungen der murinen N9-Mikroglia-Zellen fuhrt.

ApoE bindet des Weiteren an die Promotorbereiche von Mef2a, Bhlhe40 und Tfec
und beeinflusst deren Promotoraktivitat. Die Ergebnisse weisen demzufolge auf eine
ApoE-Funktion als Transkriptionsfaktor hin. Zusatzlich konnte ein spezifisches ApoE-
Fragment identifiziert werden, welches vermutlich eine Rolle als Transkriptionsfaktor
spielt. Eine mogliche Sequenz fur dieses ApoE-Fragment konnte mit Hilfe von
massenspektrometrischen Analysen sowie einer Edman-Sequenzierung identifiziert
werden. In Zukunft sollte die Synthese des spezifischen Fragments auf Grundlage
der identifizierten Sequenz erfolgen. Mit Hilfe des synthetischen ApoE-Fragments
konnte untersucht werden, ob es dazu in der Lage ist in den Zellkern zu gelangen.
Des Weiteren sind DNA-Bindungsexperimente beispielsweise mit Hilfe eines ChiP-
Assays sowie die Untersuchung der Beeinflussung der Promotoraktivitat mittels
Luciferase-Assay notwendig. Sollte sich bestatigen, dass das in dieser Arbeit
identifizierte ApoE-Fragment als Transkriptionsfaktor fungiert, konnten umfangreiche
RNA- und Proteinexpressionsanalysen klaren, ob das Fragment als Suppressor oder
als Aktivator fungiert. Durch die weitere Analyse dieser Daten konnte eine ApoE-
abhangige Regulation spezifischer Gene von Mikroglia-Zellen auf transkriptionaler
Ebene demonstriert werden.

Weitere Experimente konnten helfen, einen detaillierteren Einblick in die Rolle der
ApoE-Isoformen, insbesondere der Isoform ApoE4, in der Pathologie der AD zu

erhalten.
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Sult1at
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fold change

Abb. A3: Mef2a: wichtiger Faktor in der Mikroglia-Aktivierung ¢ U2en wurden beretts verorienticnt n 279,
(A) Nach Virus-Infektion erhoht sich die Anzahl an iba1-positiver Mikroglia im Cerebellum, im
Hippocampus sowie im Thalamus. Die Quantifizierung (B) bestatigt dies. (C) Die RNA-

Expressionsanalyse spezifischer Gene fir murine Mikroglia-Zellen zeigt eine signifikante
Erhéhung der Transkriptzahl fur verschiedene Gene, insbesondere Mef2a.
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Anhang

A3 Aminosaure-Kodierung

Tab. A3: Aminoséaure-Kodierung
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