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1. Einleitung

1.1 Die Alzheimersche Erkrankung

Morbus Alzheimer (Alzheimer's disease, AD) ist eine haufige neurodegenerative
Erkrankung, die mit progressiver kognitiver Beeintrachtigung bis hin zur Demenz
einhergeht. Bereits 2014 lebten schatzungsweise 44 Millionen Menschen weltweit mit
Alzheimer, die Tendenz ist weiterhin steigend (Prince et al., 2014). Man unterscheidet die
erbliche, meist autosomal dominant vererbte, familiare Alzheimer Variante (FAD), bei der
Mutationen im Amyloid Vorlaufer Protein (APP), Presenilin 1 (PSEN1) oder Presenilin 2
(PSENZ2) vorliegen, von der sporadischen Alzheimer Form (SAD), bei der das Risiko zu
erkranken ein Zusammenspiel aus patientenspezifischer Genetik und Umwelteinfliissen
ist (Bateman et al., 2011). Als histopathologische Merkmale beider Varianten im Hirn
gelten extrazellulare Amyloid B (AB) Plaques, dystophische Neuriten, intrazellulare
neurofibrillare Tau-Fasern (tangles) und eine signifikante Neurodegeneration. Des
Weiteren spielt in der Pathogenese die Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten
(Astrogliose) im Rahmen der Neuroinflammation eine entscheidende Rolle (Huang und
Mucke, 2012, Serrano-Pozo et al.,, 2011). Diese Veranderungen fuhren in ihrer
Gesamtheit zum Untergang von neuronalen Strukturen und zu einer Abnahme des
Hirnvolumens. Dieser Verlust dominiert besonders im Temporal- und Parietalkortex und
wird klinisch durch bildgebende Verfahren (z.B. Magnetresonanztomographie (MRT) und
Fluordeoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET)) sichtbar (Matsuda,
2016, McKhann et al., 2011). Neben den bildgebenden Verfahren und klinischen
Untersuchungen der Gedachtnisleistung stellen besonders die Untersuchung der
Demenzbiomarker Amyloid B und der Tau-Proteine (gesamte Tau-Menge und
phosphoryliertes Tau) im Liquor weitere Diagnosekriterien dar (McKhann et al., 2011). Da
jedoch die Interventions- und Therapiemdglichkeiten bei fortgeschrittener
Alzheimerdemenz limitiert sind und aktuell auf rein symptomatischen Therapien mit
Acetylcholinesterase Inhibitoren und N-Methyl d-Aspartat Antagonisten beschrankt sind,
wird zum einen versucht, AD bereits im Fruhstadium als milde kognitive Beeintrachtigung
(MCIl) zu diagnostizieren und eine gezielte Lebensstilanderung zur Reduktion der
Risikofaktoren durchzufuhren (Breijyeh und Karaman, 2020, Khoury et al., 2018). Zum
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anderen werden weitere Modelle zur Modellierung der Erkrankung etabliert, um die zu
Grunde liegende Pathologie und weitere potenzielle Therapieoptionen zu erforschen
(Cenini et al., 2021).

1.1.1 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die Pathogenese von AD ist bis heute nicht vollstandig geklart, allerdings gibt es eine
Reihe von Hypothesen. Zum aktuellen Zeitpunkt steht Amyloid als histopathologisches
Merkmal weiterhin im Fokus vieler Forschungsgruppen.

Amyloide Plaques sind Aggregate, bestehend aus Amyloid  (AB)-Peptiden, die bei der
physiologischen Verarbeitung des Amyloidvorlauferproteins (Amyloid Precursor Protein,
APP) entstehen und vermehrt in Patienten mit AD nachweisbar sind (Finder und
Glockshuber, 2007). APP kann durch drei unterschiedliche Sekretasen, die a, 8 und y-
Sekretase, proteolytisch geschnitten werden. Dabei gilt die a-Sekretase als anti-
amyloidogen (Haass et al., 2012). Im pathologischen Kontext kommt es zu einer
vermehrten B- und y- Sekretaseaktivitat und damit zu einem Ungleichgewicht zwischen
der Bildung und dem Abbau von Amyloid B, was mit einer Erhohung der Amyloid
Konzentration einhergeht (Scheuner et al., 1996). Die Amyloid Kaskaden-Hypothese nach
Hardy und Higgins (1992) besagt, dass diese erhohte Amyloid Konzentration zur
Akkumulation und Oligomerisierung fuhrt; dabei kommt es zu Beeintrachtigungen der
synaptischen Integritat und zur Plaquebildung. Auf diese Vorgange folgen Prozesse der
Neuroinflammation mit Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten sowie Prozesse
oxidativen Stresses im zentralen Nervensystem (ZNS), die die Modulation von Kinase-
Phosphataseaktivitat zur Folge haben. Diese fuhrt zur verstarkten Phosphorylierung des
Tau-Proteins und damit zum Zelltod (Hardy und Selkoe, 2002, Hardy und Higgins, 1992,
Selkoe und Hardy, 2016). Eine wichtige Erganzung zu dieser Hypothese ist, dass der
neurotoxische Effekt nicht mehr den Plaques, sondern den kleineren, I6slichen
Oligomeren zugeschrieben wird (Klein, 2013, White et al., 2005). Ein starker Indikator fur
die Relevanz von AR in Bezug auf die Pathogenese von Alzheimer liefert die Genetik, da
alle dominanten Mutationen, besonders bei FAD, im APP-Substrat oder im Presenilin
vorliegen und damit einen direkten Einfluss auf die Amyloid Konzentration haben (Selkoe
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und Hardy, 2016). Die Bedeutung des Amyloids spiegelt sich ebenfalls klinisch wider.
Neben der Bestimmung der totalen AR 40 und AR 42 Konzentration, wird zunehmend der
AB 42/40 Quotient im Liquor als Indikator zur Diagnosesicherung und der
Krankheitsprogression herangezogen (Hansson et al., 2019, Spies et al., 2010, Wiltfang
et al., 2007).

1.2 Neuroinflammation und die Rollen von humanen Mikrogliazellen

und Astrozyten

Neuroinflammatorische Prozesse spielen in der aktuellen Alzheimerforschung
zunehmend eine entscheidende Rolle, wobei eine Reihe kontroverser Standpunkte
vertreten werden (Calsolaro und Edison, 2016). Eine der am haufigsten verfolgten
Theorien vermutet, dass die chronische Exposition des APB-Reizes zu einer
neurotoxischen Dysregulation des Immunsystems fuhrt (Minter et al., 2016). Besonders
Mikrogliazellen und Astrozyten weisen in Zusammenhang mit der AD Pathologie eine
Reihe von funktionellen und morphologischen Veranderungen auf, die im folgenden Text
naher beleuchtet werden. Dabei liegt der Fokus der Arbeit insbesondere auf der Rolle der
Mikrogliazellen und wird den Einfluss einer erhohten AB- Exposition auf verschiedene
Parameter der Zellfunktionen weiter beleuchten.

Mikrogliazellen gelten als angeborene Immunzellen des ZNS und sind in der Lage, ihre
Umgebung zu Uberwachen und Zelldetritus, fehlgefaltete Proteine wie AR und nicht
funktionale Neurone zu phagozytieren (Nayak et al., 2014, Shaffer et al., 1995, Zuroff et
al., 2017). Dabei erfolgt ein enges Zusammenspiel von aktivierenden und hemmenden
Signalwegen, die es den Zellen ermdglichen, dynamisch auf sowohl physiologische als
auch pathologische Gegebenheiten zu reagieren (Linnartz-Gerlach et al., 2014).
Besonders das Oberflachenexpressionsprofil der Zellen unterliegt einem stetigen Wandel.

Genomweite Studien identifizierten dabei eine Reihe von Risikogenen, darunter auch den
Oberflachenrezeptor TREM2, der durch eine gezielte Signaltransduktion sowohl die
Phagozytose, als auch Chemotaxis mediiert und fur das Uberleben der Immunzellen von
entscheidender Bedeutung ist (Colonna und Wang, 2016, Jay et al., 2017, Karch und
Goate, 2015, Lessard et al., 2018, Tian et al., 2013, Ulland und Colonna, 2018, Wang et
al., 2016). Obwohl der genaue Einfluss des TREM2 Rezeptors in Bezug auf die AD
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Pathologie noch nicht abschlieRend geklart ist, konnte in Mausmodellen gezeigt werden,
dass ein Verlust dieses Rezeptors zu einer Verschlimmerung der Erkrankung und
gesteigerter Neurodegeneration fuhrt (Griciuc et al., 2019). Neben diesen Eigenschaften
sind Mikrogliazellen ebenfalls in der Lage, ihre Morphologie funktional an die Umgebung
anzupassen. Man unterscheidet grob einen amodboiden von einem bipolaren und
langgestreckten Phanotyp. Insgesamt wird der bipolare Phanotyp mit proliferativen und
neuroprotektiven Eigenschaften in Verbindung gebracht und kann in der Anfangsphase
von neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet werden. Der amdboide Phanotyp
kann hingegen im Anfangs- und Endstadium solcher Erkrankungen nachgewiesen
werden, wobei die phanotypischen Eigenschaften die Mobilitat sowie die
Phagozytoseeigenschaften zu verbessern scheinen (Au und Ma, 2017, Kettenmann et al.,
2011, Tam et al., 2016, Tam und Ma, 2014). Weiterhin zeigen Mikrogliazellen eine
Tendenz, sich um amyloide Plaques zu gruppieren (Serrano-Pozo et al., 2011). Neue
Erkenntnisse implizieren, dass dieses Verhalten eine schitzende Barriere um
Amyloidablagerungen bildet und damit die Toxizitat sowie das Plaquewachstum begrenzt
(Condello et al., 2015). Neben diesen neuroprotektiven Eigenschaften konnen
Mikrogliazellen jedoch auch zur weiteren Progression der Erkrankung beitragen. Dabei ist
die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel TNFa, IL-13 und IL6,
zentral. Diese Entzindungsmediatoren rekrutieren anfangs weitere Gliazellen. Im
spateren Verlauf scheint es jedoch zunehmend zum Verlust der neuroprotektiven
Eigenschaften zu kommen und es ist ein starkerer Abbau von intakten Neuronen und
somit eine vermehrte Neurodegeneration zu beobachten (Hansen et al., 2018, Smith et
al.,, 2012, Solito und Sastre, 2012). Diese Veranderungen im neuroinflammatorischen
Milieu und des Aktivierungszustands der Mikrogliazellen sind weiterhin zentraler
Bestandteil der aktuellen AD Forschung. Besonders flur potentielle Therapieoptionen, wie
die immunmodulatorische Behandlung, ist der Zeitpunkt der Intervention relevant. Dabei
gilt es, die neuroprotektiven Eigenschaften zu unterstutzen und die neurodegenerativen
Prozesse einzudammen (Minter et al., 2016).

Neben den Mikrogliazellen reagieren ebenfalls die Astrozyten sensibel auf Erkrankungen
des ZNS. Astrozyten sind an der Ubertragung und dem Recycling der Neurotransmitter
sowie an diversen Stoffwechselprozessen beteiligt. Weiterhin bilden sie ein neurotrophes
Stutzgerust, um die Aufrechterhaltung der gesunden Gehirnstruktur zu gewahrleisten
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(Maragakis und Rothstein, 2006, Minter et al., 2016). Im Rahmen von neurodegenerativen
Erkrankungen wie AD kommt es zu Veranderungen in den Zellen, die gesammelt als
reaktive Astrogliose bezeichnet werden. Dabei proliferieren die Astrozyten und erhdhen
die Expression des sauren Gliafaserproteins GFAP (Eng und Ghirnikar, 1994, Hansen et
al., 2018). Reaktive Astrogliose tritt dabei, unabhangig von der AD Pathologie, in weniger
betroffenen Arealen als auch um die Amyloid B Plaques, ahnlich der Mikrogliazellen, auf
(Kamphuis et al., 2014, Morales et al., 2014). Gemeinsam mit den Mikrogliazellen zeigt
sich ein enges Zusammenspiel zwischen der neuroprotektiven und der fehlregulierten
Entzindungsreaktion, die weiterhin Bestandteil aktueller Forschungen sind, um ein
genaueres Verstandnis des tatsachlichen Beitrags der einzelnen Zellarten zu erlangen
und neue Therapieoptionen zu entwickeln (Minter et al., 2016).

1.3 Induzierte pluripotente Stammzellen in der Krankheitsmodellierung

Eine Voraussetzung fur die Modellierung von humanspezifischen Erkrankungen wie AD
ist die Verfugbarkeit von relevantem humanem Gewebe. Dies ist nach aktuellem Stand
der Forschung besonders wichtig, da die bereits viel genutzten Mausmodelle eine vom
Menschen abweichende Physiologie aufweisen und Erkrankungen, wie die AD
Pathologie, nicht im gesamten Umfang rekapitulieren konnen (Onos et al., 2016). Die
weiter identifizierten AD-spezifischen Risikogene zeigen weiterhin, dass viele der mit AD
assoziierten Proteine primar humanspezifisch sind (Hollingworth et al., 2011, Naj et al.,
2011). Diese Beispiele belegen, dass AD-relevante Prozesse bevorzugt mit humanen
Zellen modelliert werden sollten.

Die heute sinnvollste Quelle dafur sind pluripotente Stammzellen (PSZ), wie humane
embryonale Stammzellen (hESZ) (Thomson et al., 1998) bzw. humane induzierte
pluripotente Stammzellen (hiPSZ). Einen Meilenstein dafur lieferten die 2006 etablierten
Yamanaka-Faktoren (Oct3/4, Sox2, KlIf4, and c-Myc) (Takahashi et al., 2007), die es
ermoglichen, auch aus menschlichen Fibroblasten induzierte pluripotente Stammzellen
herzustellen (Takahashi et al., 2007). Damit ist es im weiteren Verlauf gelungen, ein
grolRes Spektrum verschiedenster Zelltypen, inklusive neuraler Zellen, in vitro abzuleiten
und in vitro Modelle flr Forschungszwecke zu generieren. In den letzten Jahren wurden

dabei sowohl Verfahren fur die Herstellung stabiler neuraler Intermediate, wie neurale
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Stammzellen (It-NES), inklusive davon abgeleiteter neuronaler Kulturen (Koch et al.,
2009), als auch Protokolle zur Herstellung von Mikroglia-ahnlichen Zellen, die die
Funktionen von humanen Mikrogliazellen schon teilweise rekapitulierten sowie seit
geraumer Zeit auch ,ready-to-use“ Mikrogliazellen entwickelt (Mathews et al., 2023;
Speicher et al., 2019). Diese Zellen konnen entweder ohne bekannte Mutationen, lediglich
mit den bereits im Patienten exprimierten Risikofaktoren oder durch spezifisches
Einbringen der bekannten Risikogene (FAD-Mutationen) in Bezug auf die Erkrankung
modifiziert, vorliegen. Dadurch ist es mdglich, die genaue Bedeutung der zugrunde
liegenden Mutation bzw. der einzelnen Zelltypen fur die Erkrankung zu erforschen
(McComish und Caldwell, 2018). In den letzten Jahren wurden so diverse humane
Modelle entwickelt, die die bereits existierenden Mausmodelle um human spezifische
Gesichtspunkte der AD Pathologie erganzen (Cenini et al., 2021).

Hierflr wurden zuerst eine Vielzahl von iPSZ abgeleiteten 2D Modellen eingesetzt, welche
unterschiedliche genetische Hintergrinde und Risikofaktoren aufwiesen. Dabei war es
bereits moglich, verschiedene Aspekte der Erkrankung zu modellieren (Bassil et al., 2021,
Cenini et al., 2021). Bereits 2011 gelang es durch die Verwendung von iPSZ-abgeleiteten
Neuronen, die aus Fibroblasten von FAD Patienten mit Mutationen in PS1 (A246E) und
PS2 (N1411) generiert wurden, eine verstarkte Amyloidpathologie nachzuweisen (Yagi et
al.,, 2011). In den folgenden Jahren konnten mehrere pathognomonische Eigenschaften
der AD-Erkrankungen widergespiegelt werden. So gelang es mit der APPV7171 Mutation
sowohl eine veranderte APP-Verarbeitung und daraus resultierend eine verstarkte Ap 42
und AB 38 Konzentration, als auch eine verstarkte Tau-Pathologie in einem iPSZ-Modell
nachzuweisen (Koch et al., 2009; Mertens et al., 2013; Muratore et al., 2014).

1.4 Komplexe 3D Modelle der Alzheimererkrankung

Die fehlende Dreidimensionalitat klassischer Alzheimer-Modellsysteme stellt eine
entscheidende Limitierung dar, weil die strukturelle und morphologische Korrelation zum
menschlichen Gehirn sowie amyloide Aggregate nicht oder nur geringflgig ausgepragt
sind (Cenini et al., 2021). Die Kombination aus amyloiden Aggregaten und Tau-Pathologie
konnte erstmals 2014 in einem Matrigel-basierten 3D Modell mit menschlichen
immortalisierten neuralen Vorlauferzellen nachgestellt werden (Choi et al., 2014). Dabei
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wurde vermutet, dass die 3-dimensionale (3D) Matrix zu einem geringeren Auswaschen
der sekretierten AB-Peptide und die daraus resultierende, hohere lokale AB-Konzentration
zur Ausbildung amyloider Aggregate fuhrt. Weiterhin ist relevant, dass das Modell lediglich
die FAD-assoziierten Risikogene APPsweron und PSEN1(DE9) ohne eine weitere Tau-
Mutante Uberexprimiert, was ein Indiz fur die Amyloid-Kaskaden Hypothese darstellen
konnte, die besagt, dass die AB-Pathologie, die Taupathologie hervorbringt (Choi et al.,
2014). In spateren Arbeiten wurde besonders die Rolle des AR 42/40 Verhaltnisses als
treibende Kraft fur die Ausbildung der Tau-Pathologie herausgestellt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Tau Akkumulation starker mit dem AB 42/40 Verhaltnis als mit
dem gesamten Amyloidgehalt korreliert (Kwak et al., 2020).

Als weiteres 3D Modell wurden kurzlich aus hiPSZ abgeleitete Organoide verwendet,
welche die sporadische Form der Alzheimererkrankung rekapitulieren. Die Organoide
konnen, als Organ-ahnliche Mikrostruktur, die Zellorganisation und Entwicklung des
Gehirns widerspiegeln und waren unter Serumexposition - als Simulation fur eine gestorte
Bluthirnschranke - ebenfalls in der Lage, sowohl A Aggregate als auch ein erhdhtes p-
Tau Level sowie Aspekte der Neurodegeneration (insbesondere Synapsen- und
Neuronenverlust) darzustellen (Chen et al., 2021).

Um weitere Aspekte der AD Pathologie, wie neuroinflammatorische Prozesse in vitro zu
modellieren, ist eine Kokultur mit Immunzellen, vor allem Mikrogliazellen, entscheidend.
An Organoiden, ohne zugrunde liegende Pathologie, konnte gezeigt werden, dass eine
Kokultivierung mit Mikrogliazellen in einem ,Gehirn-Organoid-Modell* moglich ist und
potenziell spater fur die weitere Erforschung einer Vielzahl von neurologischen
Erkrankungen zur Verfugung steht (Bodnar et al., 2021, Xu et al., 2021). Besonders in
jungerer Vergangenheit wird zunehmend versucht, dreidimensionale AD-Modelle zu
entwickeln, die neben Neuronen auch Mikrogliazellen und Astrozyten enthalten, um die
genauen Zellinteraktionen und Pathomechanismen der AD Pathologie zu erforschen
(Bassil et al., 2021, Park et al., 2018).
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1.5 Vorarbeiten zur Etablierung eines humanen 3D Kokultursystems

zur in vitro Modellierung von Morbus Alzheimer

Im Rahmen laufender Projekte am Institut fur Rekonstruktive Neurobiologie wurden
bereits wichtige Vorarbeiten fur die Etablierung eines 3D Neuronen-Mikrogliazellen-
Kokultursystems fur AD geleistet. Es wurde begonnen, ein 3D AD-Matrixmodell auf
Grundlage transgener humaner neuraler Stammzellen (It-NES) zu etablieren. Ein Teil der
Charakterisierung und der Etablierung stellt einen Bestandteil der vorliegenden

Dissertation dar und wird im Ergebnisteil gesondert gewurdigt.

Des Weiteren wurden im Haus Verfahren zur Herstellung und Validierung von humanen
Mikrogliazellen (iPSdMiG) aus iPSZ entwickelt (Mathews et al., Patentantrag:
W02021/180781A). Die genaue Charakterisierung der iPSdMiG und das dazugehdrige
Protokoll werden in Mathews et al. (2023) (Patentantrag: WO02021/180781A)

beschrieben.

1.5.1 Etablierung eines humanen von iPSZ abgeleiteten 3D Kultursystems

FUr das humane AD-Modell wurden aus iPSZ neurale Vorlauferzellen abgeleitet. Diese
exprimieren nach gezielter Genmanipulation im ,Safe harbour® Lokus in der Adeno-
assoziierten Virusintegrationsstelle 1 (AAVS1), unter Doxycyclininduktion, ein
Tandemkonstrukt, bestehend aus mutiertem APP (K670N/M671L und V717I; die
,~>chwedische und die ,London® Mutation) und Presenilin1 (dE9) sowie dem
Fluoreszenzreporter mCherry (Abb. 1A, B). Diese transgenen It-NES konnen in einer
dreidimensionalen Matrix ausgesat und mindestens 6 Wochen differenziert werden (Abb.
1C). Die Zugabe von Doxycyclin ab Tag 10 fuhrt zu einer starken Sekretion von A. In 2D
Kulturiberstanden ist dabei eine starke Auswaschung des AB nachweisbar. Werden die
Zellen allerdings in eine 3D Matrix eingegossen, verbleibt das sekretierte Ap Uberwiegend
im Gel, was zu einer lokalen Akkumulation und innerhalb von 6 Wochen zur Ablagerung
von AR Aggregaten fuhrt (Abb. 1D). Die nahere mikroskopische Analyse dieser
Aggregationsstrukturen weist auf einen amyloiden Charakter hin. Dabei zeigt sich eine
Autofluoreszenz im UV-Bereich und die Eigenschaft, Thioflavin T (ThT) spezifisch zu
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binden (Abb. 1E, F). Weiterhin finden sich in den fur 6 Wochen induzierten Kulturen
vereinzelt Neurone mit intrazellularer Akkumulation von phospho-Tau (AT8 Antikorper,

Abb. 1G). Dies kann als erstes Anzeichen einer Tau-Pathologie in dem Modell interpretiert

werden (Hebisch, Kamin et al., in Vorbereitung).
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Abb. 1: Das 3D AD-Modell beinhaltet ein Genkonstrukt aus mutiertem APP
(K670N/M671L und V7171) und Presenilin1 (dE9) sowie dem Fluoreszenzreporter
mCherry

(A) APP, das die ,Schwedische” und die "London® Mutation tragt, wird sequentiell von der
B- (BACE1) und der y-Sekretase (enthalt die PS-1AE9-Mutation) geschnitten. Dies fuhrt
zu einer erhohten AR 40- und AB 42-Freisetzung. (B) Gezielte Insertion des APPSwe/Lon-
PS-1AE9-mCherry-Konstrukts in den AAVS1-,Safe Harbour® Lokus. (C) Transgene
humane iPSZ werden in It--NES Zellen differenziert und in einer 3D Matrix fur insgesamt
8 Wochen zu neuronalen Kulturen ausgereift. Doxycyclin-Induktion findet in den letzten 6
Wochen der Differenzierung statt. (D) Western-Blot Analyse von ApB-Spezies im
Uberstand von konventionellen 2D Kulturen und 3D Kulturen. (E) UV-autofluoreszente
Aggregate 3D Kulturen nach Doxycyclin-Induktion. (F) Die UV-autofluoreszenten
Strukturen fluoreszieren nicht nach Anregung eines Lasers mit einer Wellenlange von 488
nm und binden Thioflavin T. (G) Immunfarbungen mit dem AT8 Antikorper (anti phospho-
Tau Ser202/Thr205) in induzierten 3D Kulturen (M. Hebisch, V. Kamin et al., in
Vorbereitung).

1.5.2 Generierung von humanen Mikrogliazellen

In der vorliegenden Dissertation werden iPSZ-abgeleitete Mikrogliazellen verwendet.
Diese haben den Vorteil laborchemisch generiert werden zu konnen und so den Mangel
an primaren menschlichen Mikrogliazellen zu umgehen (Mathews et al., 2023).

Die Generierung von Mikrogliazellen aus humanen iPSZ dauert 30 Tage (Vgl. 2.2.3.2
Generierung der iPSZ- abgeleiteten Mikrogliazellen). Der Prozess erfolgt Uber mehrere
Zwischenstufen (Abb. 2 und 2.2.3.2 Generierung der iPSZ-abgeleiteten Mikrogliazellen),
bei denen zuerst Embryoidkorper (Abb. 2B) in einer Suspensionskultur entstehen. Daflr
wurden die iPSZ initial unter Bedingungen kultiviert, die sowohl frihe neuroepitheliale
Zellen, als auch hamatopoetische Derivate des Dottersacks ergeben. Besonders die
Entwicklung der Dottersack-Derivate ist entscheidend fur die Entwicklung der
Mikrogliazellen. Wahrend des weiteren Reifungsprozesses geben die adharenten
Kulturen Mikrogliazellen in den Uberstand ab (Abb. 2C und 2.2.3.2 Generierung der iPSZ-
abgeleiteten Mikrogliazellen). Die dabei entstehenden Mikrogliazellen weisen eine hohe
Reinheit mit Expression typischer hamatopoetischer Oberflachenmarker, wie CD11B und
CD45, und Rezeptoren (IBA1, CD68, CX3CR1) sowie eine typische Zellmorphologie mit
gestrecktem, bipolarem Zellkorper auf. Ebenfalls ist eine adaquate funktionelle

Immunantwort, phagozytische Aktivitdt und die Freisetzung von reaktiven
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Sauerstoffspezies der Zellen in Kultur nachweisbar (Mathews et al.,, 2023.
W02021/180781A).

Die reinen iPSdMiG werden nach dem 30. Tag aus dem Uberstand gewonnen und fir die
Krankheitsmodellierung verwendet. Dafur werden die iPSdMiG in das hier etablierte
Kokultursystem uberfuhrt, Gber einen Zeitraum von 5 Tagen kokultiviert und anschlieend
analysiert (Vgl. 2.2.6 Anlage der Geltrex-3D Kontroll-Kultur; 2.2.7 Anlage der 3D
Neuronen-Mikrogliazellen Kokultur).

A

iPSZ Embryoidkérper Gemischte Neuronale-Glia Kultur

Tag O Tag 7 Tag 30 Bis Tag 150

Wodchentliches Ernten der
Mikrogliazellen vom Uberstand

Uberstand Uberfithrung in die 3D Kulturen

% Y Adhérente
Kulturen

Embryoidkorper Gemischte neuronale Neuronen-Mikroglia-Kokultur
MaRstab: 200 um  und mikroglia MaRstab: 20 pm
Vorlauferzellen
Mafistab: 200 um

Abb. 2: Kultivierungsplan der iPSdMiG

(A) Humane iPSZ werden uber einen Kultivierungszeitraum von 30 Tagen zu iPSdMiG
differenziert und anschlieBend aus dem Uberstand in die 3D Matrix Uberfihrt. (B)
Phasenkontrastaufnahme der Embryoidkorper in Suspensionskultur. Ma3stab: 200 ym.
(C) Phasenkontrastaufnahme der gemischten neuronalen und glialen Zellen in adharenter
Kultur (Tag 7 bis Tag 30). Malstab: 200 um (D) Beispielkonfokalaufnahmen von 3D
Matrixkulturen mit iPSdMIG in Kokultur mit differenzierten It-NES Zellen. Mal3stab: 20 ym
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Dissertationsarbeit hat das zentrale Ziel der Etablierung und
Charakterisierung eines neuartigen, aus humanen I(PSZ abgeleiteten, 3D
Kokultursystems fur AD. Dafur soll das iPSZ-abgeleitete Matrixmodell, welches die FAD
Pathologie rekapituliert um humane Mikrogliazellen erganzt werden. Ziel ist es, die
zugrunde liegende Pathologie von Morbus Alzheimer unter human pathologischen
Gesichtspunkten weiter zu erforschen und dabei den Einfluss von Mikrogliazellen

herauszuarbeiten.

Zu Beginn dieser Dissertation sollte dafur das bereits bestehende 3D AD-Matrixmodell
weiter charakterisiert und validiert werden. Dabei sollen die zugrunde liegende A3 Menge,
die degenerativen Prozesse sowie die vorhandenen Zellarten analysiert und der
Fragestellung nachgegangen werden, welche Stimuli auf die iPSdMiG im Rahmen der

Kokultivierung einwirken konnen.

Bevor die iPSdMiG zu den iPSZ-abgeleiteten Matrixmodellen hinzugeflgt werden, sollte
Uberprift werden, ob die Zellen in die verwendete Gelmatrix einwandern und unter den
gegebenen Bedingungen Uberleben konnen. Anschlieend sollte im Rahmen der
Kokultivierung die Phagozytosefahigkeit (Aufnahme von cCaspase 3 -positiven Zellen
bzw. AB) der Mikrogliazellen untersucht werden. Vor dem Hintergrund, dass in AD
Patientengehirnen und in gangigen Mausmodellen amyloide Plaques unmittelbar von
Mikrogliazellen umgeben sind (Condello et al., 2015), sollte ebenfalls bestimmt werden,
inwiefern die Mikrogliazellen im vorliegenden AD-Kokultursystem mit den vorhandenen

amyloiden Aggregaten kolokalisieren bzw. interagieren.

AnschlieRend sollten sowohl die iPSdMiG als auch die Neurone auf morphologische
Veranderungen im Rahmen der Kokulturbedingungen untersucht und der Fragestellung
nachgegangen werden, ob dabei phanotypische Veranderungen sowie Anzeichen fur
neurodegenerative Prozesse nachweisbar sind.

Zusatzlich werden die iPSdMIiG, in Kontroll- und in Kokulturbedingungen auf die
Expression typischer mikroglialer Oberflachenmarker (IBA1, TREM2 und CX3CR1)
untersucht. Ein besonderes Augenmerk liegt hierbei auf der TREM2 Expression, da

TREM2 im inflammatorischen Kontext die Phagozytose durch Mikrogliazellen
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unterstutzen kann und die Aufnahme von apoptotischen Neuronen sowie AB verbessert
(Neumann und Takahashi, 2007).

Abschlielend sollte als weiterer funktioneller Parameter die Zytokinsekretion in
uninduzierten und induzierten Kokulturen sowie deren Modulierbarkeit unter Hinzunahme

eines weiteren akuten Stimulus (Lipopolysacchariden (LPS)) ermittelt werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Technische Gerate

Tab. 1: Technische Geréate

Gerat

Cellavista

Fluoreszenz-

mikroskope

Flow cytometer

Fluoreszenz-

mikroskope

Inkubator

Inverses

Lichtmikroskop

Konfokales
Mikroskop
Kudhlschrank/
Gefrierschrank
4°C,

-20°C, -80°C, -
150°C

Name

Cellavista V 3.1

EVOS

Canto Il

InNCELL Analyzer

HeraCell

Axiovert 40C

Olympus 1X81
FluoView FV1000

G2013 Comford/
HERAfreeze/
HERAfreeze/ MDF-
C2156VAN-PE

Hersteller

SynenTec

Thermo Fisher

(life technologies)

BD

GE Healthcare Life
Sciences

Heraeus

Zeiss

Olympus

Liebherr/Heraeus/
Heraeus/

Panasonic

Hauptsitz
Elmshorn,
Deutschland

Waltham,
Massachusetts,
USA

Franklin Lakes,
USA

Munchen,
Deutschland

Hanau,

Deutschland

Jena, Deutschland

Hamburg,
Deutschland

Lindau, Hanau
Deutschland
Hanau,
Deutschland
Hamburg,

Deutschland



Quickplex SQ120

Pipetten

Pipettierhelfer

Sterile
Sicherheitswerk-
bank

Stickstofftank

Tischzentrifuge

Vacuumpumpe

Vortexmischer

Wasserbad

Zahlkammer

Zentrifuge 1

Zentrifuge 2

Meso Scale

Discovery

Labmate

Accu-Jet

HeraSafe

MVE 611 K Series,
Cryostorage

System

Centrifuge 5415R

Vacuubrand, PC
2004 Vario

Vortex Genie

WB14

Fuchs-Rosenthal

Megafuge 1.0R
Rotor #2704 Rotor
BS4402/A

RC 26 Plus RC5B
Plus Rotor SS-34
Rotor SLA-3000
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Meso Scale

Diagnostics LLC

Abimed

Brand

Heraeus

Chart Industries

Taylor-Wharton

Eppendorf

Brand

Scientific Industries

Memmert

Faust

Heraeus

Sorvall

Maryland, USA

Langenfeld,
Deutschland

Wertheim,
Deutschland

Hanau,
Deutschland

Burnsville, USA

Husum,

Deutschland

Hamburg,
Deutschland

Wertheim,
Deutschland

New York, USA

Schwabach,
Deutschland

Halle, Deutschland

Hanau,
Deutschland

Newtown, USA
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21.2 Zellkulturmaterial

Tab. 2: Zellkulturmaterial
Verbrauchsmaterial

Kryovials 1ml / 2ml

PCR Softtubes 0,2ml

Petrischalen

Serologische Pipetten

Spritze

Spritzenvorsatzfilter 0,2um

Spritzenvorsatzfilter

0,45um

Sterile Filtrationseinheit

Zellkulturplatte, 6 Well

Zellkulturplatte, 96 Well
Zellsieb 40 ym

Zentrifugenrohrchen

Hersteller

Nunc, Thermo Fisher

Biozym Scientific

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

PALL

Whatman Schleicher and

Schuell

Millipore

Nunc, Thermo Fisher

Greiner

BD Biosciences

Beckman

Hauptsitz

Waltham, Massachusetts,

USA

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Franklin Lakes, New
Jersey, USA

New York, USA

London, England

Burlington,
Massachusetts, USA

Waltham, Massachusetts,

USA

Kremsmiinster, Osterreich

Franklin Lakes, New
Jersey, USA

Krefeld, Deutschland
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Tab. 3: Chemikalien und Zellkultur-Agenzien

Substanz
Accutase

Ampuwa Wasser

B-27 Supplement
BSA

DAPT

DMEM
DMEM/F12
DMEM/F12 + Hepes
DMSO
Doxycycline
EDTA

EGF

Ethanol

FBS

FGF

Fibronektin, Human

plasma
Geltrex
Glukose
GlutaMAX-
FBS

Insulin

Knockout DMEM

Hersteller

Gibco

Fresenius KABI

Gibco
Sigma

Axon MedChem

Gibco

Gibco

Gibco

Sigma

Sigma

Sigma

R&D Systems
Roth

Gibco

R&D Systems

Sigma

Gibco
Sigma
Gibco
Gibco
Sigma
Gibco

Hauptsitz
Carlsbad, Kalifornien, USA

Bad Homburg vor der

Hohe, Deutschland
Carlsbad, Kalifornien, USA
St. Louis, USA

Groningen, Niederlande
Carlsbad, Kalifornien, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
St. Louis, USA

St. Louis, USA

St. Louis, USA
Wiesbaden. Derutschland
Karlsruhe, Deutschland
Carlsbad, Kalifornien, USA
Wiesbaden. Derutschland

St. Louis, USA

Carlsbad, Kalifornien, USA
St. Louis, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
St. Louis, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA



Knockout
Serum Replacement
Kollagenase IV

L-Glutamin

Laminin

LPS

MSCF

N2 Supplement
Natrium Azide
Neurobasal Medium
Nukleasenfreies Wasser
PBS

PFA

PO

Rock Inhibitor

RIPA
RIPA-Inhibitor

STEMdiff APEL2 Medium

StemMACS iPS-Brew XF
(Stembrew) Medium &

Supplement
Triton-X-100
Tryplan Blau
Trypsin

Trypsin Inhibitor
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Gibco

Gibco

Thermo Fisher

Sigma
Invivogen
Peprotech
Gibco
Sigma
Gibco
BioRad
Gibco
Sigma
Sigma
Biotechnie
Sigma

Thermo Fisher

STEMCELL Technologies

Miltenyi Biotec

Sigma
Gibco
Gibco

Invitrogen

Carlsbad, Kalifornien, USA

Carlsbad, Kalifornien, USA

Waltham, Massachusetts,
USA

St. Louis, USA

San Diego, USA

New Jersey, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
St. Louis, USA

Carlsbad, Kalifornien, USA
Hercules, Kalifornien, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
St. Louis, USA

St. Louis, USA

Ollon, Schweiz

St. Louis, USA

Waltham, Massachusetts,
USA

Canada

Bergisch Gladbach,
Deutschland

St. Louis, USA

Carlsbad, Kalifornien, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
Carlsbad, Kalifornien, USA
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Antikorper

Tab. 4: Primare Antikorper

Name des
Antikorpers

6E10
AT8
cCas3
CD14

CD11B

CD68

CX3CR1

DAPI

GFAP
IBA1

IBA1

Kic7

S100B8

Zielstruktur

AB

p-Tau

cCas3
Oberflachen-

rezeptor

Oberflachen-
rezeptor/

zytosolischer
Marker

Lysosomaler
Marker

Oberflachen-

rezeptor

Zellkern

GFAP
Oberflachen-

rezeptor
Oberflachen-
rezeptor
Proliferations-

marker

Zytoplasma-
protein
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Wirt

ms

ms

ms

Rat-Anti-ms/hu

ms

rb

rb
rb

ck

ms

ms

Verdinnung

1:200
1:1000
1:250
1:200

1:200

1:50

1:500

1:10,000

1:1000
1:500

1:500

1:100

1:500

Hersteller

BioLegend
ThermoFisher
Promega
ExBio

11-293-C100
BD

Pharmingen

(BD553307)

DAKO

MO0718
Clone EBM 11
ProSci Inc

2093

Sigma-Aldrich
D9542
Millipore
Synaptic
Systems
Synaptic
Systems
Millipore,
AB9260

Sigma-Aldrich
S2532



TREM2 Oberflachen-
rezeptor/
zytosolisch

TUJ1 Tubulin

TUJ1 Tubulin

TUJ1 Tubulin

Tab. 5: Sekundare Antikorper

Name des Wirt
Antikorpers

Anti-ck 1gG Ziege
Anti-ms 1gG Ziege
Anti-ms 1gG Ziege
Anti-rat 1I9G Ziege
Anti-rb 19G Ziege
Anti-rb 19G Ziege
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rat

ck

rb

ms

Farbstoff

Alexa Fluor
647

Alexa Fluor
488

Alexa Fluor
647

Alexa Fluor
488

Alexa Fluor
488

Alexa Fluor
647

1:200

1:500

1:1000

1:1000

Verdinnung

1:500

1:1000

1:500

1:500

1:1000

1:500

R&D systems
1729 mab1828

Millipore
AB9354

Biolegend
802001

Biolegend
801202

Hersteller

Life
technologies
Life
technologies
Life
technologies

Invitrogen

Invitrogen

Life
technologies
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215 Zellkulturmedien und -reagenzien

Tab. 6: Antibiotika

Bestandteil Konzentration Losungsmittel
Doxycyclin 2 mg/ml H20
Haltbarkeit: 6 Monate bei

-20 °C

Tab. 7: FEB-Medium

Bestandteil Zusammensetzung
N2 Medium 500 ml
EGF (10ug/ml) 500 pl
FGF (10ug/ml) 500 pl
B27 (50x) 500 pl
Haltbarkeit: 3 Tage bei 4 °C
Tab. 8: Glukose Stammldsung (100x)
Bestandteil Zusammensetzung
DMEM/F12
Glukose 16 g/l
Tab. 9: Lt-NES Gefriermedium
Bestandteil Zusammensetzung
Knock-out Serumersatz 65 %
N2 Medium 25 %
DMSO 10 %
Haltbarkeit: Muss frisch zubereitet
werden.
Tab. 10: N2-Medium
Bestandteil Zusammensetzung
DMEM/F12 500 ml
N2 Supplement (100x) 1x
Glukose Ausgangslosung (1,6 g/l) 5 mi

Haltbarkeit: 14 Tage bei 4 °C



Tab. 11: NGMC — Medium

Bestandteil

N2 Medium

Neurobasal Medium
Glutamin (200 mM)

B27 Supplement (50x)
Haltbarkeit: 30 Tage bei 4 °C

Tab. 12: PBS-EDTA

Bestandteil
PBS
EDTA (Stock: 0,5 M)

Plattenbeschichtung
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Zusammensetzung
50 %

50 %

1 mM

1x

Zusammensetzung
500 ml
0,5ml

Tab. 13: Fibronektin/ Poly-L-Ornithin Beschichtung

Bestandteil
Poly-L-Ornithin
Fibronektin (0,1 % Losung)

Inkubation 1.

Zwischenschritt
Inkubation 2.

Zusammensetzung

15 pg/mlin dd H20

1:500 in PBS

Handlungsablauf

Polyornithin fur mind. 2h bei 37°C
inkubieren

3 x Waschen mit PBS

Fibronektin fir mind. 2h oder Uber Nacht
bei 37 °C inkubieren

Tab. 14: Laminin/ Poly-LOrnithin Beschichtung

Bestandteil
Poly-L-Ornithin
Laminin

Inkubation 1.

Zwischenschritt
Inkubation 2.

Zusammensetzung

15 pg/ml in dd H20

2 pg/ml in PBS

Handlungsablauf

Poly-L-Ornithin far mind. 1h bei 37°C
inkubieren

2 x Waschen mit PBS

Laminin far mind. 1h bei 37°C oder uber
Nacht bei 4 °C inkubieren



Tab. 15: Stem Brew Medium

Bestandteil

Stem MACS iPS-Brew XF
Stem Brew Supplement
Haltbarkeit: 14 Tage bei 4 °C

Tab. 16: Trypsin

Bestandteil
PBS
Trypsin 10x Stockkonzentration

216 Software

Tab. 17: Software

Zweck Name des
Programms

Abbildungen Adobe Photoshop
Inkscape

Bildbearbeitung Adobe Photoshop
Fl1JI

Olympus Flouview

IN CELL Analyzer

SNP Analyse Genome Studio
Textbearbeitung Microsoft-Word
Tabellenherstellung Numbers
Literaturverzeichnis Mendeley
Statistische RStudio
Analyseverfahren

2.2 Methoden

2.2.1
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Zusammensetzung

500 ml
10 ml

Zusammensetzung

90 %
10 %

Hersteller
Adobe Systeme

Adobe Systeme
Freeware
Olympus

GE Healthcare

[llumina Inc.
Microsoft
Apple
Elsevier

The R project

Hauptsitz
Berkeley, USA

Berkeley, USA
/

Hamburg,
Deutschland
Freiburg,
Deutschland
San Diego, USA
Redmond, USA
Cupertino, USA
Amsterdam,
Niederlande
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iPSZ-abgeleitete neuronale Zellkultur

Das in dieser Dissertation beschriebene 3D Matrix Modell beruht auf den Vorarbeiten von
Matthias Hebisch, Viola Kamin et al. (Manuskript in Vorbereitung).

Die Grundlage fur das 3D Matrix Modell stellen FAD-assoziierte Risikogene dar, genauer
PSEN1 (Delta E9), sowie das humane APPgqs Diese APP-Variante enthalt sowohl die
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schwedische K670N/M671 als auch die London-Mutation V7171l. Diese Risikogene
wurden zusammen mit einem mCherry Fluoreszenzprotein in den AAVS1 ,Safe harbour”
Lokus eingebracht. Eine stabile Genexpression erfolgt Tetrazyklin-gesteuert uber ein Tet-
On System. Als Tetrazyklin-Derivat wird Doxycyclin verwendet, welches einen
zellgangigen Liganden darstellt. Die so generierten iPSZ-Kulturen wurden von M. Hebisch
nach dem von Roese-Koerner et al. (2016) publizierten Protokoll zu It-NES Zellen

differenziert.

Als Kontrolle dienten nicht transgene It-NES (Zelllinie: iLB-C14m-s11 p42 It-NES), welche
von unserer technischen Assistentin C. Thiele generiert worden waren. Beide It-NES

Varianten finden in meiner Dissertation Anwendung.

222 It-NES Kultivierung

Um die Lt-NES Zellen kultivieren zu kdnnen, werden diese zunachst aufgetaut. Dafur wird
ein bei -150 °C gelagertes Kryovial mit 5 ml N2 Medium resuspendiert und fur 3 min bei
1200 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wird der Uberstand abgenommen und das Pellet mit
1,5 ml FEB Medium in ein Well, einer vorbereiteten PO/Ln Zellkulturplatte (6 Well),
gegeben. Die PO/Ln Platten wurden zuvor mit PO, welches in der Konzentration 15 ug/ml
in destilliertem Wasser gelost wurde, fur 1h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Platte zweimalig mit PBS gewaschen und dann mit 1 ml Laminin- PBS L6sung (2 pg/ml)
fur 1h bei 37 °C inkubiert. Die Ln-PBS Losung wird vor Zellzugabe entfernt.

Die Inkubation der Zellen erfolgt bei 37 °C und 5 % CO,. Alle 2 Tage werden die Zellen

passagiert bis maximal die zwanzigste Passage erreicht ist. Fur diesen Vorgang wird das
alte FEB Medium abgenommen und die Platte anschlielend 3-mal mit PBS gewaschen.
Das PBS wird entfernt und anschlieRend wird 1ml 0,05 %iges Trypsin/Well fur 8 min bei
37 °C hinzugegeben. AnschlieRend erfolgt die Beendigung der Reaktion mit 1ml/Well
Trypsin-Inhibitor. Nach diesem Schritt lassen sich die Zellen von der 6-Well Platte I6sen
und werden in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und bei 1200 rpm fur 3 min
zentrifugiert. Als letzter Schritt wird der Uberstand im Zentrifugenréhrchen entfernt und
das Zellpellet mit FEB-Medium resuspendiert, und auf eine neue PO/Ln Platte ausgesat.
Je nach Zelldichte werden die Zellen 1:2 bzw. 1:3 subkultiviert.



37

Am nachsten Tag werden pro Well je 0,5 ml FEB-Medium hinzugegeben, um die Zellen

mit ausreichend Nahrstoffen zu versorgen.

Um die Lt-NES Kultur einfrieren zu konnen, werden die Zellen erneut (wie oben
beschrieben) von der 6-Well Platte geldst und anschlieBend nach der Zentrifugation in
das Lt-NES Gefriermedium uberfuhrt. Das Kryovial wird dann sofort bei -80°C eingefroren
und am nachsten Tag bei -150°C eingelagert.

223 Herstellung von human induzierten pluripotenten stammzell-
abgeleiteten Mikrogliazellen (iPSdMiG)

Kultivierung von iPSZ zur Generierung von iPSZ abgeleiteten Mikrogliazellen

Die humanen iPSZ, welche fur die Generierung der Mikrogliazellen verwendet werden,
wurden vorher, mit der Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn
(Genehmigungsnummer 275/08 fur iLB-C133bm-S4), generiert. Bei allen Experimenten
wurde die Zelllinie iLB-C133bm-S4 verwendet.

Fur die Differenzierung der iPSZ wurden diese auf 6-Well Zellkulturplatten, welche mit
Geltrex in DMEM/F12 (180 pg/ml) beschichtet worden sind, ausgesat und in StemMACS
iPS-Brew Medium kultiviert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Die
Expansion und Passagierung der iPSZ erfolgte zweimal wochentlich. Daftr wurde 0,5 mM
Ethylendiamintetra-Essigsaure (EDTA) in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
dissoziiert.

Generierung der iPSZ-abgeleiteten Mikrogliazellen

Humane Mikrogliazellen (iPSdMiG) werden aus induzierten pluripotenten Stammzellen
(iPSZ) (Vgl. 2.2.3.1) abgeleitet; dafur wird ein neues Protokoll, welches in der Life&Brain
GmbH etabliert worden ist, verwendet. Das genaue Protokoll und die weitere
Charakterisierung sind aktuell Bestandteil einer Publikation und konnen in der
daliegenden Dissertation nur umrissen werden (Mathews et al., 2023. Patentantrag:
WQ02021/180781A). Die Differenzierung der Zellen erfolgte in Zusammenarbeit mit M.

Mathews.
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FUr den Differenzierungsbeginn der iPSdMiG werden die iPSZ bis zu einer Dichte von 70-
80% pro Well kultiviert. AnschlieRend werden die Zellen Uber einen Zeitraum von 30
Minuten mit Kollagenase IV (1mg/ml in DMEM/F-12) gel6st und auf unbeschichtete
Kulturplatten Uberfuhrt. Bei diesem Schritt bilden sich gleich gro3e, adharente Kolonien
aus iPSZ. Wahrend der weiteren Differenzierung l6sen sich die adharenten Kulturen und

bilden eine Suspensionskultur aus Embryoidkorpern.

Uber weitere 4-6 Wochen bildet sich erneut eine adharente Kultur aus neuronalen und
Gliazellen, welche in der ,Produktionsphase” kontinuierlich differenzierte Mikrogliazellen
(iPSdMIG) ins Medium abgibt. Diese kdnnen aus dem Uberstand (iber einen Zeitraum von
7 Wochen fur anschliefiende Experimente gewonnen werden.

Fir die Experimente werden die Mikrogliazellen mittels einer Fuchs-Rosenthal

Zahlkammer gezahlt und in einer Dichte von 2x10% Zellen pro Well in Relation 1: 10 in
Bezug auf die It-NES Zellen ausgesat (Vgl. 2.2.6 Anlage der Geltrex-3D Kontrollkultur und
2.2.7 Anlage der 3D Neuronen-Mikrogliazellen Kokultur).

224 Virtuelle Karyotypisierung mittels SNP-Arraydaten

Ebenfalls wird der oben beschriebene Vorgang zur Generierung eines Zellpellets fur die
Qualitatskontrolle verwendet. Dafur wird aus dem Zellpellet mit dem ,QiaQuick® Blut- und
Gewebe-Kit gemall den Anwendungshinweisen DNA extrahiert. 60 ng/pul DNA werden
anschliefend in 30 yl Waschpuffer gegeben und dem Humangenetischen Institut der
Universitat Bonn zur Analyse geschickt (Chip: GSA, Infinium Global Screening Array
v2.0). Die so generierten Daten werden mit der ,lllumina Genome Studio® Software
ausgewertet. Fur jedes Chromosom wird anschlieBend die b-Allel Frequenz, sowie die
logR Ratio graphisch dargestellt und analysiert.

225 Anlage der 3D Kultur

Zur Anlage der 3D Kulturen werden ebenfalls Lt-NES Zellen verwendet, die nach dem
oben beschriebenen Vorgang in 2D kultiviert worden sind (Vgl. 2.2.2). Dafur wurden
sowohl genetisch modifizierte als auch nicht transgene It-NES Zellen verwendet. Die
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Zellen wurden vor dem Zentrifugieren manuell gezahlt, um sicherzustellen, dass die 3D

Kulturen konstant 2 x 10° Zellen pro Well einer 96 Well Zellkulturplatte enthalten. Dazu
werden 25 pl der Zellsuspension in ebenfalls 25 pl Trypanblau verdunnt (1:1 Verdinnung)
und mit der Fuchs-Rosenthal Zahlkammer unter Zuhilfenahme eines
Durchlichtmikroskops gezahlt. Die bendétigte Zellzahl wird anschliefend, wie oben
beschrieben, zentrifugiert. Danach wird der Uberstand entfernt und die Zellen fir 2
Minuten auf Eis gekuhlt. Dieser Kuhlprozess verringert die spatere Bildung von Geltrex-
Prazipitaten. Nach dem Kuhlen werden die Zellen sofort in dem ebenfalls gekuhlten
Geltrex/ FEB Medium (1:10), resuspendiert und je 100 pl/Well auf eine 96 Well Platte
gegeben. Im Anschluss werden die 96 Well Platten fur mind. 30 Minuten bei 37 °C und
5% CO, inkubiert und nachfolgend mit FEB-Medium versorgt. Am zweiten Tag nach der

Anlage der 3D Kultur wird das FEB-Medium weitestgehend mit NGMC Medium ersetzt.
Ab diesem Zeitpunkt beginnt die neuronale Differenzierung der Kultur und es erfolgt jeden
zweiten Tag ein Wechsel des Mediums mit NGMC uber einen Zeitraum von 10 Tagen.
Anschlielend werden die FAD-Risikogene, unter Zugabe von 2 pg/ml Doxycyclin in
NGMC, fur weitere 42 Tage induziert. Der Mediumwechsel erfolgt weiterhin jeden zweiten
Tag.

Ein Teil der Kulturen wird als neuronale Kontrollkultur unter NGMC ohne
Doxycyclinzugabe fur den gleichen Zeitraum weiter kultiviert. Innerhalb dieser 42 Tage
erfolgt der Wechsel des Mediums ebenfalls alle 2 Tage.

226 Anlage der Geltrex-3D Kontrollkultur und Neuronen-Mikrogliazellen
Kokultur

Mit dem Ziel der Etablierung einer Neuronen-Mikrogliazellen Kokultur werden ebenfalls
Kontrollkulturen ohne Lt-NES Zellen, mit ausschlieBlich Mikrogliazellen, angelegt. Dafur
werden zuerst die 3D Kulturen ohne Zellen fur 52 Tage (wie in 2.2.5) kultiviert.
Anschlielend werden die iPSdMiG auf die Geltrex-3D Kontrollkultur gegeben. Dies dient
der Quantifizierung der Interaktion der iPSdMiG mit den Umgebungsbedingungen.

Fir diese Kontrollkulturen ohne neuronale Zellen werden exakt die oben beschriebenen
Bestandteile und die gleichen Zeitraume gewahlt. Am 52. Tag werden die humanen
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Mikrogliazellen hinzugegeben und fiir 5 Tage kultiviert. Dafiir werden je 2x104 Zellen/ Well
unter Zuhilfenahme der Fuchs-Rosenthal Zahlkammer gezahlt und in NGMC plus MCSF
(100 ng/ml) zu den jeweiligen Wells hinzugefugt. Am nachsten Tag erfolgt ein Wechsel
des Mediums erneut mit NGMC plus MCSF (100 ng/ml). Am 3. und 4. Tag folgt kein
Mediumwechsel. Erst am 5. Tag wird das Medium erneut mit NGMC oder NGMC plus
Lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/ml) gewechselt. Die LPS-Zugabe dient der Analyse des
Verhaltens der Mikrogliazellen unter einem weiteren inflammatorischen Stimulus.

Neben den Kontrollkulturen mit nur Neuronen oder Mikrogliazellen werden 3D Neuronen-
Mikrogliazellen Kokulturen angelegt, um den Hauptfragestellungen dieser Dissertation
nachzugehen. Dafur wird ebenfalls dem Protokoll ,Anlage der 3D Kultur® (Vgl. 2.2.5)
gefolgt. Am 52. Tag werden zu den oben beschriebenen neuronalen Kulturen 20.000
humane iPSdAMiG pro Well hinzugefugt. Der Wechsel des Mediums erfolgt wie in 2.2.6

beschrieben.

227 Immunhistochemie

Tab. 18: Blocking-L6sung fur Membranantigene

Bestandteil Konzentration
steril PBS 1X
Triton-X-100 0,1 %

FBS 10 %

Na-Azid (10% Stock Konzentration, in 0,01 %

PBS)

Bei der Herstellung zu beachten:
steril filtrieren

Tab. 19: Blocking-Losung fur intranukleare Marker

Bestandteil Konzentration
steriles PBS 1X
Triton-X-100 0,5%

FBS 10 %

Na-Azid (10% Stock Konzentration) 0,01 %

Bei der Herstellung zu beachten: steril
filtrieren
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Far die Immunfarbung werden die Kulturen nach dem Entfernen des Mediums uber Nacht
bei 4°C mit 4% PFA fixiert. Am nachsten Tag werden die Kulturen Uber 1 h mit der
jeweiligen Blocking-Losung vorbehandelt, um die Zellen zu permeabilisieren und
unspezifische Bindungen zu minimieren. AnschlieRend wird in der Blocking-Losung der
primare Antikdrper geldst und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wird der
primare Antikorper abgesaugt. Die einzelnen Wells werden dann 3x mit PBS fur 5 Minuten
gewaschen. Danach wird der sekundare Antikorper in der gleichen Blocking-Losung
geldst und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die einzelnen Wells werden nach dem
Entfernen des Antikdrpers erneut 3x mit PBS fur 5 Minuten gewaschen.

Fir weitere Antikorper erfolgt eine sequentielle Farbung nach dem gleichen Protokoll.
Abschlieliend werden die Platten mit DAPI fur 1 Minute gefarbt. Die DAPI Losung wird
durch 3-malige PBS Anwendung ausgewaschen (je 5 min). Nun wird auf die Platte PBS
und 0,01% Na-Azid gegeben und diese anschlieliend mit Parafilm umwickelt, um das

Austrocknen zu verhindern.

2.2.8 Mikroskopie

Far die Analyse der unterschiedlichen Zelltypen wurde die gefarbte und fixierte Kultur mit
dem Konfokalmikroskop (Olympus IX81 FluoView FV1000) aufgenommen. Dabei wurde
das zwanziger, vierziger und sechziger Objektiv verwendet. Es ist zu beachten, dass die
vierziger und sechziger Objektive nur mit einer Wasserimmersion funktionieren. Alle Bilder
wurden unter gleichen und randomisierten Bedingungen aufgenommen, um die
unterschiedlichen Fluoreszenzsignale innerhalb einer Farbung vergleichen zu konnen.
Dabei wurde ein zufallig gewahltes Bildareal unter der Verwendung einer DAPI
Gegenfarbung scharfgestellt. Es wurden sowohl zweidimensionale Bilder, als auch Z-
Stacks aufgenommen. Die dabei verwendete Software des Konfokalmikroskops heif3t

Olympus Fluoview.

Fur die Zusammensetzung der Einzelaufnahmen eines Wells wurden zum einen der IN
CELL Analyzer 2200, sowie der Cellavista verwendet. Beide Mikroskope ermoglichen
Aussagen Uber die Zellmorphologie und zeigen die Verteilung der Mikrogliazellen bzw.
der 6E10 positiven Aggregate. Fur dieses Ziel wurden die Kulturen, sowohl mit
Verwendung des Phasenkontrastes, als auch unter Laseranregung aufgenommen. Dabei
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wurde beim IN CELL Analyzer 2200 das 10X Objektiv unter der Option 2,5 D

Deconvolution verwendet.

Um bei den jeweiligen Zelllinien bzw. -typen die Differenzierungsschritte nachvollziehen
zu konnen, wurden in regelmaligen Abstanden Aufnahmen mit dem EVOS Mikroskop
angefertigt.

229 Bildverarbeitung und -analyse

FUr die Bildverarbeitung und die Analyse der konfokalen Einzelbilder und Z-Stacks wurde
Fiji (Bildverarbeitungssoftware) (Schindelin et al., 2012) verwendet. Die Z-Stacks wurden
durch maximale Projektion zu einem Einzelbild verarbeitet und anschliefend
automatisiert analysiert.

Dafur wurden zunachst in den Aufnahmen des Konfokalmikroskops die zu analysierenden
Zellen uber die IBA1 Farbung regelbasiert und automatisiert (Grenzwerte: groRer 10%
und kleiner 99% maximale Fluoreszenzintensitat; zusammenliegender Pixelverbund
groRer 30 Pixel) identifiziert. Auf Basis dessen wurde eine pixelbasierte binare Maske
erzeugt. Diese Maske wurde auf die einzelnen Kanale der Aufnahme angewendet, sodass
in den folgenden Auswertungen ausschlie3lich Pixel betrachtet wurden, die innerhalb von
IBA1-positiven Zellen liegen. Dabei wurde der zu untersuchende Marker erneut mittels
der Fluoreszenzintensitat (Grenzwerte: grofler 10% und kleiner 99% maximale

Fluoreszenzintensitat) identifiziert und quantifiziert.

Zellzahlungen erfolgten Anhand von DAPI-positiven Zellen.

2.2.10 Protein- und Zytokinanalyse mit Meso Scale Diagnostics (MSD)

Fur die Protein- und Zytokinanalyse wurden die Kulturen wie oben beschrieben kultiviert
und am letzten Tag mit flussigem Stickstoff eingefroren. Dieser Schritt ist relevant, damit
die Zellen sofort tiefgefroren sind und keine weitere Zytokinproduktion erfolgt.

Je 3 technische Replikate (entsprechen n=1) wurden zusammen in einem Vial
eingefroren. Dabei wurde die 3D Kultur vom Uberstand separiert, getrennt eingefroren
und zu einem spateren Zeitpunkt separat analysiert. Dieser Vorgang wurde dreimal
durchgefuhrt (n=3).
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Es wurden sowohl Mikrogliazell-Monokulturen, Neuronen-Monokulturen, als auch
Mikrogliazell-Neuronen-Kokulturen in allen Bedingungen (-DOX/-LPS; -DOX/+LPS;
+DOX/-LPS; +DOX/+LPS) fur die spatere Analyse generiert.

Danach werden die einzelnen Proben (n=3) auf Eis aufgetaut und fur die Analyse
vorbereitet. Dabei bleiben die Uberstdnde unverdinnt und aus den 3D Kulturen werden
Zelllysate hergestellt. Dafur werden zu jeder Probe je 250 pl RIPA Puffer + Inhibitor
hinzugefugt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dabei gelangen die Proteine und
Zytokine in den Uberstand. Im Anschluss erfolgt die Zentrifugation bei 10.000 g fiir 10
Minuten bei 4 °C. AbschlieRend werden die neuen Ubersténde der Zelllysate in ein neues
Eppendorf Tube Uberfuhrt und kdnnen bis zur Messung bei -20 °C gelagert werden. Vor
der eigentlichen Messung erfolgen Verdunnungsreihen, um auch sehr hohe
Proteinmengen angemessen detektieren zu konnen. Fur die eigentliche Analyse wurde

dem Herstellerprotokoll gefolgt.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mathematisch mit einer Sigmoidfunktion unter

Zuhilfenahme der Internetseite: https://elisaanalysis.com/app .

Tab. 20: MSD Kits

MSD Kits Messung
Human inflammatory 7plex Tissue culture IL8, TNFa, IL10, IFNy, IL18, IL12p70, IL6
kit K15008B

V-PLEX AB Peptide Panel (6E10) Kit AB 40, AB 38, AB 42
(#K0080979)

2.2.1 Durchflusszytometrie

Fiar die Durchflusszytometrie wurden die Kulturen, wie oben beschrieben, bis Tag 57
kultiviert und anschlieBend einmal mit PBS gewaschen. Im nachsten Schritt erfolgt die
Lebendfarbung der Zellen. Dafur wird der primare Antikorper, in den oben genannten
Konzentrationen, in PBS gelost und fur 1 h auf Eis inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass
fur jede Bedingung ungefarbte Kontrollen vorliegen, um spater die einzelnen Zelltypen
anhand ihrer Zelleigenschaften (GroRe und Granularitat) zu identifizieren. Daraufhin
werden die Kulturen 3-mal fur je 5 min mit PBS gewaschen. Nun wird der sekundare
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Antikorper wiederum in PBS gel6st und fur 30 min auf Eis inkubiert. Pro Well wird je 100l
der Antikorper- PBS- Losung hinzu pipettiert. AbschlieRend werden die Zellen durch ein
Zellsieb (40pm) in je ein Durchflusszytometrie-Rohrchen uberfuhrt und vor dem Messen

mit dem Vortexer fur insgesamt 10 Sekunden auf der mittleren Stufe gemischt.

2212 Statistische Analyseverfahren

Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPad und der R Software (ANOVA). Datensatze
wurden mit dem Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung gepruft. Fur einen Teil der
Analysen wurde der Kruskal-Wallis Test mit Nemenyi’s Nachtest verwendet. Diese Tests
werden fur nichtparametrische Analysen mit nicht normal verteilten Messwerten benotigt,
wenn die Voraussetzungen fur eine Varianzanalyse nicht erfullt werden. Zusatzlich wurde
der Wilcoxon-Mann-Whitney Test als nichtparametrisch statischer Test angewandt, wenn
die Voraussetzungen fur einen t-Test nicht erfullt waren. Die Daten werden mit dem +
Standardfehler des Mittelwerts (+SEM) gezeigt. Statistische Signifikanz ist wie folgt
definiert: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 und. **** p<0.0001
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3. Ergebnisse

3.1 Validierung des 3D Matrixmodells fur AD: FAD-Transgenexpression
fuhrt zur Bildung von 6E10-positiven Aggregaten

Im Institut fur Rekonstruktive Neurobiologie wurde ein induzierbares 3D Kultursystem
etabliert, welches auf Basis transgener menschlicher Neurone eine fortgeschrittene AD
Pathologie rekapitulieren kann.

Der erste Schritt der daliegenden Dissertation war es, dieses 3D AD Matrixmodell zu
implementieren und anschliellend zu validieren. Dafur wurden ebenfalls die bereits
generierten It-NES Zellen verwendet, welche nach Roese-Koerner et al. (2016) aus iPSZ
abgeleitet worden sind. Diese iPSZ tragen ein Tandemkonstrukt, bestehend aus
mutiertem APP (K670N/M671L und V7171) und Presenilin1 (dE9) sowie dem
Fluoreszenzreporter mCherry im AAVS1 ,Safe harbour® Lokus (induzierbares APP-PS1-
mCherry Konstrukt (imAP)) (Abb. 3A). Die Transgenexpression kann uber Zugabe von
Doxycyclin, einem membranpermeablen Tetrazyklinderivat, gesteuert werden. Die
Induktion erfolgt chronisch, sodass die Kassette 6 Wochen lang die FAD-assoziierten
Risikogene exprimiert (Abb. 3A). Um 3D Kulturen anzulegen, werden die It-NES zuerst in
2D unter EGF und FGF2 Zugabe kultiviert, um den Stammzellcharakter wahrend der
Expansion zu erhalten. Wenn die Kulturen Konfluenz erreichen (Abb. 3B), kdnnen 3D
Kulturen angelegt werden (Abb. 3C). Wahrend eines Zeitraums von 57 Tagen erfolgt die
neuronale Differenzierung der Zellen und es bilden sich nach Doxycyclin-Zugabe
sukzessive AB-Aggregate (Abb. 3D). AB-Aggregation wurde mittels Immunfarbungen
(Antikorper: 6E10 und D54D2) in induzierten und uninduzierten Kulturen bestatigt (Abb.
3D, 3E). Ohne Doxycyclin traten 6E10-positive Aggregate nur selten und in geringer
GroRe auf. (Hebisch, Kamin et al., in Vorbereitung).
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Abb. 3: FAD-Transgenexpression fuhrt im 3D AD-Modell zur Bildung von 6E10-
positiven Aggregaten

(A) Induktionsschema. Transgene humane iPSZ werden in [t-NES (It-NES Zellen)
uberfuhrt und 57 Tage in einer 3D Matrix zu neuronalen Kulturen differenziert. (B)
Phasenkontrastaufnahme der [t-NES Kulturen in unterschiedlichen Dichten in 2D.
Malstab: 200 um (C) Reprasentative Phasenkontrastaufnahme einer neu angelegten 3D
Kultur mit It-NES Zellen. Aufnahme eines Wells einer 96 Well Zellkulturplatte. (D)
Reprasentative Konfokalaufnahmen von 6E10 positiven Aggregaten in 7 Wochen
induzierten 3D Kulturen. Pfeile verweisen auf 6E10 positive Strukturen. Maldstab: 25 ym
(E) Reprasentative Konfokalaufnahmen von D54D2 positiven Aggregaten in 7 Wochen
induzierten 3D Kulturen. Pfeile zeigen D54D2 positive Strukturen. Maf3stab: 50 ym (M.
Hebisch, V. Kamin et al., in Vorbereitung)
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3.1.1 Induktion der FAD-Transgene erhoht die Sekretion von AR 38/40/42
sowie den AB 42/40 Quotienten

Um den Ausgangswert der AB-Konzentration in den 6 Wochen alten 3D Kulturen zu
validieren, wurden sowohl der Uberstand, der fir insgesamt 24h konditioniert wurde, als
auch die 3D Matrix mit dem MSD V-PLEX AR Peptide Panels (6E10) Kit analysiert. Es
wurden die Konzentrationen der AB Spezies 38/40/42 sowie der AB 42/40 Quotient
ermittelt, welcher einen guten Indikator fur die AB-Toxizitat darstellt.

Sowohl im Uberstand der 3D Kulturen als auch in der 3D Matrix lieBen sich signifikant
erhohte Konzentrationen aller ermittelten AR Spezies unter Doxycyclinzugabe (+Dox)
feststellen. Die 3D Matrix wies durchgehend hohere Amyloidkonzentrationen im Vergleich
zum korrespondierenden Uberstand auf.

Fir die AB 38 Spezies lief sich im Uberstand ein vierfacher Anstieg von 0,22 + 0,08 ng/ml
(Standardfehler (SE)) (-Dox) auf 0,82 + 0,42 ng/ml (+Dox) detektieren. Die AR 38
Konzentration in der uninduzierten 3D Matrix war unter der Detektionsgrenze und lag
unter Doxycyclinzugabe bei 5,14 + 2,49 ng/ml (+Dox) (Abb. 4A).

Fir AB 40 lieR sich im Uberstand eine Erhdhung um den Faktor 5,6 (von 0,7 + 0,17 ng/ml
(-Dox) auf 3,95 + 1,68 ng/ml (+Dox)) feststellen. Die Matrixfraktion zeigte einen Wert von
0,64 + 0,18 ng/ml (-Dox) in Abwesenheit von Doxycyclin und stieg signifikant auf 14,54 +
6,8 ng/ml (+Dox) unter Doxycyclin (Abb. 4B).

Der AB 42 Gehalt in induzierten Kulturen stieg im Uberstand um das 30-fache im Vergleich
zu dem Uberstand der uninduzierten Kulturen. Es wurden Werte von 0,11 + 0,03 ng/ml (-
Dox) und 3,1 + 1,62 ng/ml (+Dox) ermittelt. Die 3D Matrix zeigte einen 95- fachen Anstieg
unter Doxycylinzugabe und stieg von 0,16 + 0,03 ng/ml (-Dox) auf 15,35 + 8,22 ng/ml
(+Dox) (Abb. 4C).

Das Verhaltnis des AR 42/40 Quotienten erhohte sich in der 3D Matrix unter Doxycyclin
um das 3,5 fache von 0,29 + 0,06 (-Dox) auf 0,99 + 0,07 (+Dox). Dieses Verhaltnis spiegelt
sich auch im Uberstand der Kulturen wider. Der induzierte Uberstand wies ein 5-fach
héheres AB 42/40 Verhaltnis auf (0,15 + 0,01 (-Dox); 0,72 + 0,07 (+Dox)) (Abb. 4D).
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Das ebenfalls gemessene FEB-Medium diente als Negativkontrolle sowie zum
Ausschluss eines Mediumeffekts (Bias) und zeigte erwartungsgemal} keinen messbaren
AB-Gehalt.

Neben der genauen Bestimmung der A Konzentration und damit der Validierung des neu
etablierten 3D Systems, etabliert dieses Experiment Ausgangswerte um eine

Veranderung im Rahmen der Kokultur feststellen zu konnen.
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Abb. 4: Bestimmung der AB Konzentration und des AR 42/40 Quotienten in 3D
Matrixkulturen

(A) Erhdhte AR 38 Konzentration im Uberstand und in der 3D Matrix von 6 Wochen
induzierten 3D Matrixkulturen. (B) Erhéhte AB 40 Konzentration im Uberstand und in der
3D Matrix von 6 Wochen induzierten 3D Matrixkulturen. (C) Erhéhte AR 42 Konzentration
im Uberstand und in der 3D Matrix von 6 Wochen induzierten 3D Matrixkulturen. (D)
Erhéhte AR 42/40 Ratio im Uberstand und in der 3D Matrixkultur von 6 Wochen
induzierten 3D Matrixkulturen. Der Uberstand wurde fiir insgesamt 24h konditioniert.
Messung in ng/ml (M. Hebisch, V. Kamin et al., in Vorbereitung), n=3. Darstellung als
Mittelwert + Standardfehler. Kruskal-Wallis Test mit Nemenyi’'s Nachtest. *: p<0.05, ****:
p<0.0001.
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3.1.2 Transgeninduktion verstarkt cCaspase-3 Aktivierung in neuronalen 3D

Matrixkulturen

Die zellulare Degeneration stellt, neben der Bildung von Amyloid und der intrazellularen
Akkumulation von phospho-Tau (Vgl. Abb. 1) (Hebisch, 2020), ein bedeutendes
Kennzeichen der Alzheimer Erkrankung dar. Um degenerative Prozesse im vorliegenden
3D AD Matrixmodell zu untersuchen, erfolgte eine Farbung der 6 Wochen alten Kulturen
fur aktive cCaspase-3 (Apoptosemarker) (Abb. 5A). Diese cCaspase gehort zu den
Effektorcaspasen und ermdglicht eine geregelte Eliminierung apoptotischer Zellen. Ein
positiver Nachweis korreliert somit mit der Anzahl apoptotischer Zellen. Induzierte

Kulturen zeigten eine 5-fache Erhohung der cCAS3-positiven Zellkerne (Abb. 5B).
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Abb. 5: Erhohte Apoptoserate in 6 Wochen alten 3D AD Matrixkulturen.

(A) Reprasentative Konfokalaufnahmen der cCAS3-Expression in 6 Wochen-alten 3D
Matrixkulturen. Pfeile zeigen cCAS-positive Zellkerne. Malstab: 100 um. (B) Manuelle
Quantifizierung der cCAS positiven Zellkerne in 6 Wochen-alten 3D Matrixkulturen.
Statistische Auswertung in Zusammenarbeit mit M. Hebisch (n = 3, Analyse von 5
randomisiert ausgewahlten Konfokalbildern pro Replikat, 20er Objektiv, wie dargestellt).
Darstellung als Mittelwert + Standardfehler. Wilcoxon-Mann-Whitney Test **: p<0.01.

3.1.3 Transgeninduktion flihrt zu verstarkter GFAP Expression

Analog zu den Arbeiten von Choi und Kollegen (2014) in ReN VM Zellen (Choi et al.,
2014) entstehen aus It-NES Zellen unter Wachstumsfaktorentzug neben Neuronen noch
andere Zellarten des ZNS, wie z.B. Astrozyten wahrend des Kultivierungszeitraums von
6 Wochen. Um die Anwesenheit der Astrozyten im vorliegenden 3D AD Matrixmodell zu
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bestatigen, erfolgte eine Farbung mit S100B. Dieser Marker wird vorwiegend im
Zytoplasma und im Kern von glialen Zellen, besonders Astrozyten, exprimiert (Steiner et
al., 2011). Sowohl in den induzierten, als auch in den uninduzierten Kulturbedingungen
konnten  S100B-positive  Zellen  nachgewiesen werden (Abb. 6A). Die
Fluoreszenzintensitat pro Flache stieg im 3D AD Matrixmodell (imAP) von 15x10° + 3 x108
(-Dox) auf einen Wert von 31 x108 + 5x10° (+Dox) (Abb. 6B).

Als weiterer Marker wurde eine Immunfarbung gegen das saure Gliafaserprotein (GFAP)
durchgefihrt. In induzierten Kulturen konnte ein signifikant hoherer GFAP Wert (30x108+
7x108 FL/Areal) im Vergleich zu uninduzierten Kulturen (9 x108 + 3 x108 FL/Areal)
nachgewiesen werden (Abb. 6B).

Um einen Doxycyclin Effekt auf Astrozyten ausschliefen zu kénnen, wurden nicht
transgene It-NES Zellen (Zelllinie: iLB-C14m-s11 p42 It-NES p), welche von C. Thiele
generiert worden sind, analog fur 6 Wochen in der 3D Matrix, sowohl in An- als auch
Abwesenheit von Doxycyclin, kultiviert. Anschliellend wurde die S100B- und GFAP-
Expression ermittelt. Dabei lag die GFAP Expression bei 14 x108 + 3 x106 (-Dox) und 6,6
x108 + 2 x108 (+Dox); das Niveau der S100B Expression blieb bei 17 x108 + 10,6 x10° (-
Dox) bzw. 14 x108 + 4 x10° (+Dox). Es zeigte sich ein stabiles Expressionsniveau beider
Marker unter Doxycyclin, dabei waren die Werte mit den nicht induzierten 3D AD
Matrixkulturen vergleichbar. Weiterhin konnte eine signifikant erhohte GFAP Expression
in induzierten 3D AD Matrixkulturen in Bezug auf die nicht transgenen It-NES gezeigt

werden.
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Abb. 6: S100B- und GFAP-Immunoreaktivitat in 6 Wochen alten 3D Matrixkulturen

(A) Reprasentative Konfokalaufnahmen der 6 Wochen alten 1t-NES abgeleiteten imAP
und iLB-C14m-s11 3D Matrixkulturen. Maf3stab: 50 ym. (B) Quantifizierung der S100(3
und GFAP Fluoreszenzintensitat pro Flache (FL = Fluoreszenz). n = 3, Analyse von 12
randomisiert ausgewahlten Konfokalbildern pro Replikat. 20er Objektiv. Darstellung als
Mittelwert £ Standardfehler. Statistische Analyse mittels R-Software (R-Anova). *: p<0.05
**: p<0.01, (ns = nicht signifikant).

3.2 Implementierung und Validierung der iPSdMiG Kontroll- und Kokulturen

Mikrogliazellen spielen in der Pathogenese von AD und im menschlichen Gehirn eine
ausschlaggebende Rolle. Sie haben als Immunzellen eine Vielzahl an Funktionen,
darunter die Aufrechterhaltung der ZNS-HomoOostase, sowie die Entfernung von
abgestorbenen Neuronen und Zelldebris (Sierra et al., 2013). Zudem setzen sie
inflammatorische Faktoren und Zytokine frei und konnen somit eine Immunreaktion
auslosen (Kettenmann et al., 2011, Michelucci et al., 2009, Solito und Sastre, 2012).

Um diese Prozesse im vorliegenden 3D Kultursystem modellieren zu kdnnen und das

etabliete 3D Modell um physiologische Immunzellen zu erganzen, wurde ein
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Kokultursystem etabliert. Daflr wurden zum einen 20.000 iPSdMiG pro Well zu 6 Wochen
alten 3D Matrixkulturen hinzugegeben, um die Interaktion der iPSdMiG mit den
neuronalen Kulturreihen sowohl unter Doxycyclin als auch in Abwesenheit der AD
Pathologie (-Dox) zu untersuchen. Zum anderen wurden die iPSdMiG zur Anlage von
Monokulturen verwendet, um mdogliche Interaktionen mit dem Medium bzw. den
Kulturbedingungen an sich auszuschlie3en. Insgesamt verblieben die iPSdMiG 5 Tage in
den oben beschriebenen Kulturen und wurden anschlie3end analysiert.
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Abb. 7: Differenzierungsplan der iPSdMiG Mono- und Kokulturen

(A) Schema der 3D Mono-Kulturen. Zugabe von 20.000 iPSdMiGs am 52. Tag fur einen
Kultivierungszeitraum von 5 Tagen. (B) Differenzierungsplan der Kokultur. Kultivierung
erfolgt analog zu den neuronalen Monokulturen (Vgl. Abb. 3A). iPSdMiG werden am 52.
Tag zu den neuronalen 3D AD Matrixkulturen im Verhaltnis 1:10 relativ zur
Ausgangszellzahl der It-NES zu Versuchsbeginn hinzugefugt und fur 5 Tage kokultiviert.
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3.2.1 Mikrogliazellen Gberleben und integrieren sich in der 3D Matrixkultur

Um eine Auswirkung der Kulturbedingungen und der Doxycyclinzugabe auf die
Mikrogliazellen zu pruafen, wurden die iPSdMiGs zuerst zu den zellfreien 3D
Kontrollkulturen gegeben (Abb. 8A) und fur 5 Tage kultiviert. Nach Migration der Zellen in
die 3D Matrix erfolgte eine mikroskopische Untersuchung auf die Expression typischer
mikroglialer Marker (CD11B) und Rezeptoren (IBA1, CX3CR1, TREMZ2) (Abb. 8B).

In den Kontrollkulturen ohne Doxycyclin war eine stabile Expression der
hamatopoetischen Marker zu verzeichnen. Diese blieb auch unter Hinzunahme des
Antibiotikums stabil. Als Vitalitatskriterium zeigten die Mikrogliazellen einen bipolaren
Phanotyp mit intaktem Nukleus (Abb. 8B). Um weiterhin die Lebensfahigkeit der iPSdMiG
zu untersuchen, wurden apoptotische Zellen anhand der Aktivierung der Effektorcaspase
(aktiver cCaspase-3) identifiziert und auf 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)-positive
Zellkerne normalisiert (Abb. 8C). In Abwesenheit von Doxycyclin lag der Wert bei 0,49 +
0,21 % und blieb auch nach Zugabe von Doxycyclin mit 1,04 £ 0,48 % vergleichbar (Abb.
8D). Insgesamt zeigten die iPSdMiG eine geringe Apoptoserate, bei der die Zugabe des
Antibiotikums Doxycyclin keinen verstarkenden Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit der

Zellen zeigte.
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Abb. 8: Oberflachenmarkerprofil und Apoptoserate in iPSdMiG unter den 3D
Monokulturbedingungen

(A) Differenzierungsplan der 3D Mono-Kulturen. Zugabe von 20.000 iPSdMiGs am 52.
Tag fur einen Kultivierungszeitraum von 5 Tagen. (B) Validierungspanel der Expression
typischer hamatopoetischer Oberflachenmarker (CD11B) und Rezeptoren (IBA1,
CX3CR1, TREM2)in iPSdMiG. (C) Reprasentative Konfokalaufnahmen der cCAS3-
Expression in iPSdMiG Monokulturen. Mal3stab: 25 ym. (D) Quantifizierung der cCAS3-
positiven Zellkerne in iPSdMiG; Normalisierung auf DAPI positive Zellkerne. n = 3,
Analyse von 10 randomisiert ausgewahlten Konfokalbildern pro Replikat, 40er Objektiv.
Darstellung als Mittelwert + Standardfehler. Wilcoxon-Mann-Whitney Test (ns = nicht
signifikant).
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3.2.2 Mikrogliazellen nehmen apoptotische Zellen im Kokultursystem auf

Nachdem das Uberleben der Zellen in den 3D Kulturbedingungen gezeigt werden konnte,
wurde das Verhalten der iPSdMiG in der Kokultur mit It--NES abgeleiteten Neuronen
untersucht. Ein besonderes Augenmerk lag auf der phagozytischen Aktivitat der iPSdMiG.
Mikrogliazellen sind als spezialisierte Phagozyten des ZNS in der Lage, sterbende Zellen
(Janda et al., 2018) und Proteine, wie AB, aufzunehmen. 3D AD Kokulturen wurden mit
Antikorpern gegen cCAS3 und IBA1 gefarbt und das apoptotische Material innerhalb der
IBA1-positiven iPSdMiG bestimmt (Abb. 9A). Die Normalisierung erfolgte auf das Areal
der IBA1-positiven Zellen. Zwischen 6,39 + 2.89 % (+Dox) und 10.81 £ 6.13 % (-Dox) des
Zellareals der IBA1-positiven Zellen enthielt cCAS3-positives Material (Abb. 9B). Die
konfokalen Aufnahmen zeigten weiterhin eine spezifische Kolokalisation der iPSdMiG mit
cCAS3-positiven Nuklei (Abb. 9C).
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Abb. 9: Internalisiertes cCAS3-positives Material in iPSdMiG in 6 Wochen alten 3D
Kokulturen
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(A) Reprasentative 3D Rekonstruktion einer konfokalen Z-Stack Aufnahme von iPSdMiG
in 6 Wochen alten 3D Kokulturen. Mal3stab: 20 um. (B) Automatisierte Quantifizierung des
cCAS3-positiven  Materials innerhalb  von IBA1-positiven iPSAMIG in den
Konfokalaufnahmen von 6 Wochen alten 3D Kokulturen. Normalisierung auf IBA1 positive
Flache. (Angaben in Prozent; n=3, Analyse von 10 randomisiert ausgewahlten
Konfokalbildern pro Replikat, 20er Objektiv). Darstellung als Mittelwert + Standardfehler.
Wilcoxon-Mann-Whitney Test (ns = nicht signifikant). (C) Drei reprasentative
Konfokalaufnahmen von iPSdMiG gruppiert um cCAS3-positive Zellen in 6 Wochen alten
3D Kokulturen Malstab: 20 ym.
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3.2.3 Mikrogliazellen umgeben und phagozytieren 6E10-positive Aggregate

Nachdem die Aufnahme von cCAS3-positiven Zellkernen untersucht worden war, wurde
weiterhin die Phagozytose von Amyloid durch iPSdMiG analysiert. Dafur wurden
immunzytochemische Farbungen durchgefuhrt, um die Kolokalisation zwischen 6E10 und
IBA1 zu ermitteln. Dabei konnte phagozytiertes AB mittels konfokaler Z-Stack
Rekonstruktion innerhalb der iPSdMiG nachgewiesen werden (Abb. 10A). Es wurde
weiterhin das 6E10-positive Material innerhalb der IBA1-positiven iPSdMiG in Prozent
bestimmt. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg von 0,72 + 0,3% auf 2,05 + 0,13% in
induzierten Kokulturen (Abb. 10B). Die Normalisierung erfolgte auch hier auf das Areal
der IBA1-positiven Zellen.

Neben der Aufnahme von GE10-positivem Material zeigten die iPSdAMiIG, nach der
funftagigen Kokultivierung, eine enge Interaktion mit 6E10-positiven Aggregaten. Multiple
Konfokalaufnahmen zeigten iPSdMiG, welche sich um 6E10-positive Aggregate
gruppierten (Abb. 10C).
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Abb. 10: Mikrogliazellen umgeben und phagozytieren 6E10-positive Aggregate in 6
Wochen alten 3D AD Kokulturen

(A) Reprasentative 3D Rekonstruktion einer konfokalen Z-Stack Aufnahme zeigt
phagozytiertes 6E10-positives Material im Zytoplasma von |IBA1-positiven iPSdMIiG.
Malstab: 25 pm. (B) Quantifizierung von 6E10-positivem Material in iPSdMIG;
Normalisierung auf IBA1 positive Flache. Angaben in Prozent; n=3. Analyse von 10
randomisiert ausgewahlten Konfokalbildern pro Replikat, 40er Objektiv. Darstellung als
Mittelwert + Standardfehler. Wilcoxon-Mann-Whitney Test. *: p<0.05 (C) Jeweils zwei
reprasentative Konfokalaufnahmen von iPSdMiG in enger Kolokalisation mit 6E10-
positiven Aggregaten. Mal3stab: 20 um.
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3.24 Mikrogliazellen verringern die A 42/40 Ratio in 3D Kokulturen

Nachdem Anzeichen fur AB-Phagozytose durch iPSAMiIG in Kokultur (Vgl. Abb. 10)
gefunden wurden, sollte als nachstes uberpruft werden, ob die Ap-Last wahrend der 5-
tagigen Kokultivierung messbar sinkt. Die Analyse erfolgte analog zu den neuronalen
Monokulturen durch das MSD V-PLEX AR Peptide Panel (6E10) Kit. Allgemein zeigte die
Analyse bei Zugabe von Mikrogliazellen einen nicht signifikanten Trend in der Reduktion
des AB Gehalts in den induzierten Kokulturen im Vergleich zu neuronalen Monokulturen.
Dies lie3 sich, in geringerem Ausmal}, auch in uninduzierten Kulturen und in den
Uberstanden nachvollziehen. Fir alle drei AR Spezies (AB 38/40/42) war in den
Kokulturen unter Doxycyclin-Induktion die starkste, jedoch weiterhin nicht signifikante
Verringerung detektierbar.

In der 3D Matrix der induzierten Kulturen zeigte sich eine durchschnittliche Anderung der
AB 38 Konzentration von 5 + 2 ng/ml in der neuronalen Monokultur auf 3 + 1 ng/ml in
Kokultur (Abb. 11A). Gleichzeitig lag die AR 40 Konzentration durchschnittlich bei 14 + 6
ng/ml in der induzierten Monokultur und bei 12 + 5 ng/ml in der induzierten Kokultur (Abb.
11B). Bei der AR 42 Konzentration war ein Wert von 15 + 8 ng/ml in der neuronalen
Monokultur und 7 + 2 ng/ml in Kokultur zu vermerken (Abb. 11C).

Im Uberstand der mit Doxycyclin induzierten 3D Matrixkulturen lag die durchschnittliche
AB 38 Konzentration der neuronalen Monokultur bei 0,8 + 0,4 ng/ml und 1 + 0,2 ng/ml in
Kokultur (Abb. 11A). Die AB 40 Konzentration lag im Uberstand durchschnittlich bei 4 +
1,6 ng/ml (Monokultur) und 3 + 0,1 ng/ml (Kokultur). Die Werte der AR 42 Spezies
halbierten sich nicht signifikant von 3 + 1,6 ng/ml (neuronale Monokultur) auf 1,5 + 0,2
ng/ml in Kokultur (Abb. 11B, C).

In den uninduzierten Kulturen waren die Ausgangswerte der AB Spezies deutlich geringer.
Es zeigte sich jedoch ein ahnlicher, nicht signifikanter Trend in der Reduktion der
detektierten AR Spezies. In der uninduzierten 3D Matrix war die AB 38 Konzentration in
der Matrixfraktion nicht detektierbar. In der Kokultur lag der Wert bei 0,4 + 0,1 ng/ml (Abb.
11A). Es konnte ein AB 40 Wert von 0,6 + 0,1 ng/ml (Monokultur) und 0,5 + 0,1 ng/ml
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(Kokultur) gemessen werden (Abb. 11B). AR 42 Werte lagen bei 0,2 + 0,03 ng/ml in der
neuronalen Monokultur und 0,1 + 0,01 ng/ml in der Kokultur (Abb. 11C).

Im Uberstand der uninduzierten Kulturen zeigte sich eine durchschnittliche AB 38
Konzentration von 0,2 + 0,08 ng/ml in Abwesenheit von iPSdMiG und 0,18 + 0,02 ng/ml
unter Hinzunahme der Immunzellen (Abb. 11A). Die durchschnittlichen AB 40 Werte lagen
in der neuronalen Monokultur bei 0,7 + 0,2 ng/ml und 0,6 + 0,07 ng/ml unter
Kokulturbedingungen (Abb. 11B). Die AR 42 Werte lagen bei 0,1 + 0,02 ng/ml ohne
Mikroglia und 0,08 + 0,008 ng/ml mit den Mikrogliazellen (Abb. 11C).

Neben der totalen AR Konzentration wurde ebenfalls der AR 42/40 Quotient ermittelt.

Im doxycyclininduzierten Uberstand zeigte sich unter Hinzunahme der Mikrogliazellen
eine signifikante Verringerung des Quotienten von 0,72 + 0,07 (+Dox) auf 0,48 + 0,06
(+Dox). Interessanterweise veranderte die Zugabe von Mikrogliazellen in Abwesenheit
von Doxycyclin das AB 42/40-Verhaltnis im Uberstand im Vergleich zu neuronalen
Monokulturen nicht signifikant; es war ein Wert von 0,15 + 0,01 und 0,12 + 0,01 zu
detektieren (Abb. 11D). Es zeigte sich in der 3D Matrix der Monokultur ein Wert von 0,99
+ 0,07 (+Dox) bzw. 0,29 + 0,06 (-Dox) und 0,73 + 0,14 (+Dox) bzw. 0,17 + 0,01 (-Dox) in
der Kokultur (Abb. 11 D).

Die signifikante Reduktion der AR 42/40 Ratio im Uberstand und die nicht signifikante
Reduktionstendenz der drei Amyloid Spezies konnten als ein weiteres Anzeichen fur eine
aktive Phagozytose der iPSdMiG gewertet werden.
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Abb. 11: Bestimmung der AB Konzentration und des AR 42/40 Quotienten in 6 Wochen
alten 3D Kokulturen im Vergleich zu den neuronalen 3D Matrixkulturen

Quantifizierung der Konzentration von AR 38 (A), AB 40 (B) und AB 42 (C) in neuronaler
Mono- und Kokultur. (D) Quantifizierung des AB 42/40 Quotienten in neuronaler Mono-
und Kokultur; (Messung in ng/ml; n=3). Der Kokultivierungszeitraum betragt dabei 5 Tage.
Darstellung als Mittelwert + Standardfehler. Kruskal-Wallis Test mit Nemenyi’s Nachtest.
**: p<0.01.

3.2.5 iPSdMiG zeigen in induzierten AD-Kokulturen verstarkt eine

amoboide Morphologie

Das Spektrum der Mikroglia-Funktionalitaten ist nicht nur durch phagozytische Aktivitat
gekennzeichnet, sondern spiegelt sich in einer gro3en phanotypischen Vielfalt wider.
Mikrogliazellen zeigen unter verschiedenen Einflissen eine Diversitat an
morphologischen Anderungen und passen sich so den unterschiedlichen
Umgebungsbedingungen an. Allgemein unterscheidet man einen phagozytisch aktiven,
amoboiden von einem bipolaren und eher neuroprotektiven Phanotypen (Au und Ma,
2017, Helmut et al., 2011, Tam et al., 2016, Tam und Ma, 2014).
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Im Kokultursystem zeigten die iPSdMiG unter Einfluss der AD Pathologie ein rundliches
Soma, die Fortsatze erschienen zunehmend verzweigt, zahlreich und verkirzt (Abb. 12).
In Abwesenheit der AD Pathologie dominierte ein Morphotyp mit langgezogenem
Zellkorper sowie weniger und einfacheren Fortsatzen. Dabei sind beide morphologischen
Varianten nicht exklusiv in einer Bedingung zu beobachten, sondern scheinen mit einer
vermehrten prozentualen Haufigkeit pro Bedingungen vorzukommen.

Der langgezogene und wenig verzweigte Phanotyp trat ebenfalls in den iPSdMIiG
Monokulturen auf (Vgl. Abb. 8).

-Dox +Dox

Kokultur
IBA1 DAPI

Abb. 12: Morphologische Analyse von iPSdMiG in 3D Kokulturen

Reprasentative Konfokalaufnahmen am 5. Tag der Kokultur ohne und mit AD Pathologie.
Durchgezogene Pfeile verweisen auf bipolaren Phanotyp; gestrichelte Pfeile zeigen
runden, amoboiden Phanotyp. Malistab: 50 uym.

3.2.6 imAP-Zellen weisen in Mikroglia-Kokultur in Anwesenheit von Doxycylin
weniger TUBB3+ Partikel auf

Neben der Analyse der Mikrogliamorphologie wurde auch die Gesamtheit des neuronalen
Netzwerks in Kokultur untersucht. Interessanterweise zeigten nicht-induzierte Kokulturen
eine veranderte Zellmorphologie mit diskontinuierlichen Neuritenauslaufern und ein
vermehrtes Auftreten von TUBB3-positiven Partikeln (Abb. 13). Wahrenddessen waren in

den induzierten Kulturen, in denen die AD Pathologie vorlag, intakt anmutende
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Neuritenauswichse mit weniger Zelldebris zu beobachten (Abb. 13). Trotz dieser
strukturellen Veranderungen schien das uber TUBB3+ abgedeckte Gebiet unverandert zu
sein. Ein vergleichbar ausgepragter Phanotyp der Neuritenmorphologie, sowie das
vermehrte Auftreten von TUBBS3-positiven Partikeln, konnte in den neuronalen
Monokulturen, sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit der AD Pathologie, nicht

nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abb. 13: imAP-Zellen weisen in Mikroglia-Kokultur in Anwesenheit von Doxycyli
weniger TUBB3+ Partikel auf

Obere Reihe: Reprasentative Konfokale Z-Stackaufnahme von 6 Wochen alten
neuronalen iMmAP Monokulturen. Malstab: 50 um. Untere Reihe: Konfokale Z-
Stackaufnahmen von 6 Wochen alten iPSdMiG Kokulturen. Durchgezogene Pfeile
verweisen auf die TUBB3-positive Partikel. Ma3stab: 50 ym.
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3.2.7 Humane Mikrogliazellen zeigen in 3D Kokulturen eine verringerte

Expression typischer Oberflachenmarker

Mikrogliazellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache eine Reihe von Rezeptoren.
Besonders TREM2 spielt fur die Aufrechterhaltung der metabolischen Fitness von
Mikrogliazellen im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen eine entscheidende
Rolle und kann eine adaquate Reaktion auf AB-Plaques und weitere AD-assoziierte
Pathologien ermdglichen (Ulland und Colonna, 2018). Dabei ist anzumerken, dass
TREM2 als Typ-I-Transmembranprotein mit seiner extrazellularen Domane in der Lage
ist, pathologische Bestandteile, wie aggregiertes AB, zu binden (Olufunmilayo und
Holsinger, 2022). Aus diesem Grund erfolgte im vorliegenden Modell eine
immunhistochemische Analyse der TREM2 Expression. Dabei wurde eine Farbung des
TREM2 Rezeptors in iPSAMiG Mono- und Kokultur, sowohl in An-, als auch Abwesenheit
von Doxycyclin durchgefuhrt. Die lIdentifizierung der iPSdMiG erfolgte durch eine

Kofarbung mit dem kalziumbindenden Protein IBA1.

Neben einer ubiquitaren Reduktion der TREM2 Fluoreszenz konnte in Anwesenheit der
AD Pathologie eine Translokation des Rezeptors auf potenziell neuronale und aggregat-
ahnliche Strukturen nachgewiesen werden (Abb. 14A). Insgesamt liel3 sich in den
Kokulturen eine signifikante Reduktion der TREMZ2 Fluoreszenz der iPSdMiG im Vergleich
zu den korrespondierenden Monokulturen nachweisen. (Abb. 14B).
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Abb. 14: Inmunhistochemischer Nachweis der TREM2 Reduktion in Kokultur

(A) Reprasentative Konfokalaufnahmen der TREM2 Expression auf IBA1-positiven
iPSAMiG in Mono- und Kokultur. Vergroflerung zeigt TREMZ2 positive Strukturen
aullerhalb der iPSdMiG. Malistab: 50 ym. (B) Quantifizierung der durchschnittlichen
TREM2 Fluoreszenzintensitat (FL = Fluoreszenz). Normalisiert auf die IBA1-positive
Flache. n = 3. Analyse von 10 randomisiert ausgewahlten Konfokalbildern pro Replikat,
40er Objektiv. Darstellung als Mittelwert + Standardfehler. Wilcoxon-Mann-Whitney Test/
Anova *: p<0.05 **: p<0.01.

Anschlieliend wurde der TREMZ2 Befund mittels Durchflusszytometrie quantitativ validiert
und um weitere Oberflachenmarker erganzt. Dabei wurde neben dem TREM2 Rezeptor,
welcher bei Aktivierung von Mikrogliazellen entscheidend ist, auch das
Zelladhasionsmolekul CD11B sowie der Chemokinrezeptor CX3CR1 analysiert. Dafur

wurden die iPSAMiG zuerst als einzelne Zellpopulation in Mono- und Kokultur anhand
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ihrer GroRe und Granularitéat identifiziert (Abb. 15A) und anschlieBend das
Expressionsniveau der einzelnen Rezeptoren ermittelt (Abb. 15B). Dafur wurden die
Oberflachenmarker separat gefarbt und sequentiell analysiert. Etwa die Halfte der IBA1-
positiven Zellen in Monokulturen exprimieren CD11B und CX3CR1 unabhangig von der
Anwesenheit von Doxycyclin. Der TREMZ2 Rezeptor ist bei 75% der iPSdMiG nachweisbar
(Abb. 15C). Die durchflusszytometrische Analyse der iPSdMiG im Rahmen der Kokultur
zeigt eine Trennung der Population in zwei Subpopulationen. Dabei werden die
beschriebenen Marker weiterhin exprimiert. Es zeigt sich aber eine Reduktionstendenz
der Expressionsniveaus der Marker auf durchschnittlich 25%.

Bei Vergleich der Monokulturen mit den korrespondierenden Kokulturen konnte unter
Vorlage der AD Pathologie eine signifikante Reduktion von TREMZ2 und des
Fraktalkinrezeptors CX3CR1 nachgewiesen werden, was den Immunhistochemischen
Nachweis der TREM2 Reduktion untermauert (Abb. 15C).

Innerhalb der Kokulturen zeigten sich keine signifikanten Anderungen, obwohl der
Komplementrezeptor CR3 (CD11B), TREM2 und der Fraktalkinrezeptor CX3CR1 unter

Vorlage der AD Pathologie eine geringere relative Fluoreszenzintensitat aufwies.
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Abb. 15: Humane Mikrogliazellen zeigen in 3D Kokulturen eine verringerte Expression
Mikroglia-typischer Oberflachenmarker

(A) Identifizierung der iPSdMiG Population in Mono- und Kokultur anhand der Grof3e und
Granularitat der Zellen. Die 6 Wochen alte neuronale Monokultur reprasentiert die
Kontrollbedingung (B) Histogramm des Expressionsniveaus von CD11B, CX3CR1 und
TREMZ2 in iPSdMiG Mono- und Kokulturen. Grau hinterlegt die isotypische Antikorper-
Kontrolle. Schwarze Linie reprasentiert das Expressionsniveau der Marker (C)
Quantifizierung der FACS-Daten. CD11B, CX3CR1 und TREMZ2 Expression in iPSdMiG

Mono-

und Kokulturen.

FlL=

Fluoreszenz.

n

3. Darstellung als Mittelwert

+

Standardfehler. Zweifache Varianzanalyse gefolgt vom Tukey post hoc Test. *: p<0.05 **:
p<0.01 ***: p<0.001 ****: p<0.0001.
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3.2.8 iIPSdAMiG zeigen in induzierten Kokulturen unter LPS-Stimulation
eine reduzierte Zytokinsekretion

Mikrogliazellen sind als Immunzellen des ZNS in der Lage, pro- und antiinflammatorische
Zytokine als Reaktion auf pathologische Reize zu bilden (Smith et al., 2012). Um das in
diesem Modell vorliegende Sekretomprofil genauer zu beleuchten, wurden zuerst die
Konzentrationen von TNFa, IL10, IL12, IFNy, IL6, IL13 und IL8 in den 3D Kontrollkulturen
ermittelt. Anschlie®Bend wurde der Einfluss der Kokulturbedingungen unter der
chronischen AD Pathologie, sowie in deren Abwesenheit, auf die Immunantwort bestimmt.
Dafur wurde das inflammatorische Kit (K15008B) von MSD verwendet. Um die
vorliegenden Kulturen genau zu charakterisieren, wurden sowohl die Konzentrationen in
der 3D Matrix als auch in den Uberstanden der 6 Wochen alten iPSdMiG Mono- und
Kokulturen separat gemessen.

In induzierten und uninduzierten Kulturen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
der Zytokinproduktion zwischen den iPSdMiG Mono- und Kokulturen. Auch das Vorliegen
der AD Pathologie zeigte keinen Einfluss auf die Zytokinproduktion zum Analysezeitpunkt
(Vgl. Abb. 16A und Abb. 16B).

Da im Rahmen der AD Pathologie eine chronische Reizexposition vorliegt, wurde der
Versuchsaufbau um eine akute 24-stindige Lipopolysaccharid (LPS) Stimulation erganzt,
um die Reaktionsfahigkeit der Zellen in Bezug auf eine adaquate Zytokinproduktion zu
testen. LPS ist ein bakterielles Endotoxin und eine der am haufigsten verwendeten
proinflammatorischen Substanzen fur Mikrogliazellen (Lively und Schlichter, 2018). Unter
LPS-Stimulation wurden die Interleukine 6 und 8 verstarkt sekretiert. Dies war sowohl in
den Uberstdnden als auch den 3D Matrizes der iPSdMIiG Mono- und Kokulturen zu
detektieren (Vgl. Abb. 16A und Abb. 16B). Auch die Sekretion von IL13 zeigte eine
Abhangigkeit von LPS in der 3D Matrix der Mono- und Kokulturen (Abb. 16A). Dabei zeigt
sich bei der Analyse kein Unterschied in der Zytokinproduktion in Ab- bzw. Anwesenheit

von Doxycyclin.

IFNy, welches bei bakteriellen und viralen Infektionen eine entscheidende Rolle spielt,
war im gesamten Experiment nur in der 3D Matrix der iPSdMiG Monokultur unter
Stimulation mit LPS nachweisbar. In der korrespondierenden Kokultur war IFNy nicht
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nachweisbar (Abb. 16A). Die 3D Matrix der iPSdMiG Monokulturen zeigte unter
Stimulation ebenfalls eine deutliche Immunantwort und es war eine signifikante
Steigerung der IL 10 und IL 12 messbar (Abb.16A). Unter Kokulturbedingungen —
unabhangig der AD Pathologie — lag erneut eine signifikant verminderte Zytokinproduktion
vor. Weiterhin waren keine Anstiege von IL 10 und IL 12 im Uberstand unter LPS
Stimulation zu verzeichnen (Abb.16B).

TNFa zeigte unter LPS Stimulation einen Konzentrationsanstieg in Monokulturen im
Vergleich zur Kokultur. In Anwesenheit von Dox mit LPS-Stimulation zeigte sich in der 3D
Matrix eine signifikante Reduktion der TNFa-Konzentration in der Kokultur im Vergleich
zur Monokultur. Diese war in Abwesenheit von Doxycyclin nicht nachweisbar.

Weiterhin wurden neuronale Monokulturen und das NGMC Medium als Negativkontrollen
vermessen, um eine andersartige Zytokinproduktion (Bias) auszuschlie3en; dabei zeigten

sich erwartungsgemal Messwerte an der unteren Detektionsgrenze.
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Abb. 16: iPSdMiG zeigen in induzierten Kokulturen unter LPS-Stimulation eine reduzierte
Zytokinsekretion

(A) Messung der Zytokinkonzentration in pg/ml von TNFa, IL10, IL12, IFNy, IL6, IL1[3, IL8
in der 3D Matrix von 6 Wochen alten iPSdMiG Mono- und Kokulturen mittels des
inflammatorischen Kits von MSD. Gepunktete Linie entspricht der Nachweisgrenze. (B)
Konzentration (pg/ml) von TNFa, IL10, IL12, IFNy, IL6, IL1 B, IL8 im Uberstand der 6
Wochen alten iPSdMiG Mono- und Kokulturen. Gepunktete Linie entspricht der
Nachweisgrenze. n = 3. Darstellung als Mittelwert + Standardfehler. Zweifache
Varianzanalyse gefolgt vom Tukey post hoc Test. *: p<0.05 **: p<0.01 ***: p<0.001 ****:
p<0.0001. Die LPS-Stimulation erfolgt fur 24h.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Dissertation war die Etablierung und Charakterisierung eines humanen
3D Kokultursystems aus genetisch modifizierten humanen Neuronen und iPSAMiG. Zur
Modellierung der AD Pathologie exprimieren differenzierte It-NES Zellkulturen sowohl das
mutierte APP (K670N/M671L und V7171), als auch Presenilin1 (dE9). Als
Ausgangshypothese war anzunehmen, dass die integrierten Mikrogliazellen auf die
neuronale Umgebung und die AB-Pathologie reagieren und ihren Aktivierungszustand
verandern. Die Analyse der spezifischen Unterschiede zwischen den Bedingungen im
Vergleich zu Kontrollkulturen sollte neue Erkenntnisse uber den Beitrag der
Mikrogliazellen in einem humanen 3D AD Matrixmodell liefern und als Grundstein zur
weiteren Erforschung der AD Erkrankung in vitro den Weg fur potenzielle

Therapieoptionen ebnen.

4.1 Erhohte Amyloid B Sezernierung fuhrt zur Aggregatbildung im

vorliegenden 3D AD Matrixmodell

Im vorliegenden 3D Matrixmodell zeigt die 6-wochige Doxycyclin Induktion signifikant
erhohte AR 38, AR 40 und AB 42 Werte im Vergleich zu uninduzierten Kulturen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die starkste Anreicherung der AR Spezies in der
Matrixfraktion zu verzeichnen war. Besonders die AB 42 Konzentration, die in der
aktuellen Literatur als pathogenste Variante gilt, stieg in der Matrix Uberproportional um
das 95-fache an (Shi et al., 2012). Diese lokale Akkumulation kann auf den Aufbau, vor
allem die Dreidimensionalitat, des Modells zurtickgefuhrt werden, da bereits vergleichbare
3D Modelle unter Verwendung von immortalisierten humanen neuralen Vorlauferzellen
eine ahnliche Tendenz aufwiesen (Choi et al., 2014, Kwak et al., 2020). Dabei wird die AR
Anreicherung als Ausgangspunkt fur die Bildung der AD Pathologie, inklusive der
amyloiden Aggregate diskutiert (Cenini et al., 2021, Choi et al., 2014). Neben der reinen
Erhohung der einzelnen AB Konzentrationen war ebenfalls ein signifikant erhohter AR
42/40 Quotient zu verzeichnen. Dieser Quotient gewinnt zunehmend an Bedeutung und
gilt in vivo mit hoher Sensitivitat und Spezifitat als sicherer Indikator fur das Vorliegen der
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AD Pathologie (Hansson et al., 2019). Dabei wird postuliert, dass nicht die gesamte AR
Menge, sondern der AR 42/40 Quotient einen wichtigen Induktor der Tau-Pathologie
darstellt (Kwak et al., 2020). Es ist zu vermerken, dass in uninduzierten Kulturen ebenfalls
geringe Werte fur die drei AR Spezies nachweisbar sind, was als Anzeichen fur eine
Leckage des Modells gewertet werden kann.

Der Nachweis von amyloiden Aggregaten erfolgte in der vorliegenden Dissertation
anhand von 6E10-Antikdrperfarbungen. Dieser monoklonale Antikorper gehort zu den am
haufigsten  verwendeten  Antikorpern zum  Nachweis einer  vorliegenden
Amyloidpathologie in der Alzheimer Forschung. Dabei fungiert die Aminosauresequenz 1-
16 bzw. 4-10 als Epitop und kann sowohl A als auch APP nachweisen (Baghallab et al.,
2018). 6E10-positive Aggregate sowie die B-Faltblatt Struktur von Amyloid 8 (Nachweis
mittels ThS-Farbung) (Hebisch, 2020) konnten sowohl in induzierten wie auch nicht-
induzierten Kulturen beobachtet werden. Insgesamt traten in induzierten Kulturen groRere
Aggregate und mit erhohter Haufigkeit auf. Obwohl Aggregate auch in nicht-induzierten
Kulturen auftraten, deuten die geringe Anzahl der Aggregate und die niedrigen
sezernierten AR Mengen auf lediglich eine minimale Leckage des induzierbaren Systems
hin. Diese erhohte Basalexpression von A konnte einen Einfluss auf zugefugte
Mikrogliazellen haben, was in der weiteren Diskussion beleuchtet wird. Fur zukunftige
Experimente konnte die Verwendung von Cre-induzierten Modellen dieses Problem

minimieren bzw. moglicherweise eliminieren.

4.2 Dox-induzierte Kulturen zeigen Anzeichen einer verstarkten Astrogliose

AD fuhrt in Patientengehirnen zu einer reaktiven Gliose, welche besonders durch eine
verstarkte GFAP Expression gekennzeichnet ist (Ingelsson et al., 2004).

In der vorliegenden Dissertation konnten Uber den Kultivierungszeitraum von 57 Tagen
die Anwesenheit von Astrozyten mittels der S1008 Fluoreszenzintensitat sowie ein
signifikanter Anstieg der GFAP Expression im 3D Matrixmodell unter Doxycyclininduktion
im Vergleich zu nicht induzierten Kontrollkulturen nachgewiesen werden. Ein parallel
durchgefuhrtes Experiment mit einer nicht transgenen Kontrolle, welche den selben
genetischen Hintergrund wie die transgene Linie aufweist, zeigte dabei keine
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Veranderung zwischen den einzelnen Bedingungen. Das Expressionsniveau der
untersuchten Marker blieb mit dem des uninduzierten 3D AD Matrixmodells vergleichbar.
Diese Ergebnisse sind mit dem Vorliegen einer AD-typischen reaktiven Astrogliose
vereinbar. Nach dem aktuellen Stand der Forschung besitzen Astrozyten ein groldes
regeneratives Potential und sind in der Lage, im Rahmen von neurodegenerativen
Erkrankungen auf die Umgebungsbedingungen zu reagieren. Dabei wird angenommen,
dass die AB Pathologie einen Einfluss auf die Proliferation und das Expressionsniveau
von S1008 und GFAP von Astrozyten ausubt (Jain et al., 2015, Mrak et al., 1996), wobei
die Astrozytenproliferation generell mit einer erhohten Expression des Markers S10083
einhergeht. Zudem kann S1008 allein nicht zweifelsfrei auf Astrogliose zuruckgefuhrt
werden, da dieser Marker auch im Zytoplasma bzw. Zellkern anderer glialer Zellen, wie
Oligodendrozyten, exprimiert wird (Steiner et al., 2011). Als weiterer Marker der reaktiven
Astrogliose gilt GFAP, der als Hauptbestandteil des Intermediarfilaments eine Rolle in der
Entwicklung, Reifung und Reaktivitat spielt und im Rahmen von degenerativen
Erkrankungen vermehrt exprimiert wird (Eng und Ghirnikar, 1994, Eng et al., 2000). Die
in der daliegenden Dissertation nachgewiesenen signifikant erhdhten GFAP Werte in den
induzierten 3D AD-Matrixkulturen konnen somit als Anzeichen einer reaktiven Astrogliose
interpretiert werden. Neben den Veranderungen in der Expression von GFAP und S100(3
werden in der Literatur weitere Merkmale wie z.B. morphologische Gesichtspunkte der
Astrogliose genannt, welche in der daliegenden Dissertation nicht weiterfUhrend
untersucht worden sind. Besonders die topografische und morphologische Beziehung
zwischen Astrozyten und amyloiden Plaques kann in zukinftigen Experimenten mittels
eine Ko-Farbung mit z.B. 6E10 herausgearbeitet werden. Ein weiteres mogliches
Experiment stellt die Quantifizierung der dargelegten Befunde mittels gPCR oder Western
Blot dar.

4.3 Erfolgreiche Integration der iPSdMiG in das 3D Matrixmodell

Da Mikrogliazellen auf ihre Umgebung reagieren und das verwendete Medium vor Zugabe
der iPSdMiG das Antibiotikum Doxycyclin enthalt, musste ein direkter Effekt des Mediums
auf die iPSdMiG vor Beginn der Untersuchungsreihe ausgeschlossen werden (Kim et al.,
2009, Park et al., 2013, Sheng et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass iPSAMIG in
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die Gelmatrix einwanderten und Uber 5 Tage vital kultiviert werden konnten. Dabei zeigte
das Medium sowohl in Ab- als auch Anwesenheit von Doxycyclin keinen messbaren
Einfluss auf die Migrationsfahigkeit der Zellen und die iPSdMiG konnten in der
verwendeten Gelmatrix detektiert werden. Es zeigte sich weiterhin, dass die Zellen zum
Untersuchungszeitpunkt am 5. Tag alle Uberpruften Oberflachenmarker wie CD11B,
IBA1, CX3CR1 und TREM2 gleichmalig exprimierten. Ebenfalls war kein signifikanter
Unterschied in der cCAS3 Aktivitat detektierbar. Dies war relevant, da Doxycyclin einen
nachgewiesenen Einfluss auf die Apoptoserate haben kann (Jantzie et al., 2005). Im
Rahmen von hypoxischen Hirnschaden im Mausmodell wurde Doxycyclin in Verbindung
mit einer verminderten Apoptose gebracht (Jantzie et al., 2005). Dabei ist anzumerken,
dass die im 3D AD Matrixmodell verwendete Konzentration (2 ug/ml) geringer als die im
Mausmodell verwendete Dosis ist (10mg/kg) (Jantzie et al., 2005). Zudem enthalt das
Kulturmedium im vorliegenden Modell ab Zugabe der iPSdMiG kein Doxycyclin mehr.
Eine potenzielle Akkumulation von Doxycyclin in der Gelmatrix sowie ein akuter Effekt auf
die iPSAMIiG (am ersten Tag) ist jedoch nicht sicher auszuschlie3en. Da die Immunzellen
in der vorliegenden Dissertation nur am funften Tag der Kultivierung untersucht werden,
kann ebenso keine Aussage darUber getroffen werden, wie lange die Zellen in der Kultur
maximal Uberleben konnen. Falls zukunftige Experimente spatere
Untersuchungszeitpunkte erfordern, muss die Vitalitat der Zellen fur diese Zeitrdume

erneut evaluiert werden.

4.4 Kolokalisationsanalysen weisen im 3D AD Kokultursystem auf

phagozytotische Aktivitat der Mikrogliazellen hin

Im vorliegenden 3D AD Kokultursystem konnten durch konfokale z-Stackaufnahmen,
Bildanalyse und das MSD V-PLEX AR Peptide Panel Anzeichen fur phagozytische
Aktivitat nachgewiesen werden. Dabei wurden sowohl Hinweise fur die Aufnahme von
apoptotischen Neuronen, als auch von Amyloid B Ablagerungen gefunden. Obwohl
groRtenteils keine statistische Signifikanz mittels der Quantifizierung der MSD V-PLEX AB
Peptide Panel Daten bzw. der Aufnahme von apototischen Neuronen nachgewiesen
werden konnte, zeigten die Mikrogliazellen bei Zugabe unter allen Bedingungen eine
phagozytische Aktivitat. Dabei lie sich im MSD V-PLEX AR Peptide Panel eine strikte
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Reduktionstendenz des AR Gehalts in der 3D Matrix der induzierten Kokulturen im
Vergleich zu den neuronalen Monokulturen nachweisen. Dies liel® sich, in geringerem
Ausmal, auch in uninduzierten Kulturen nachvollziehen. Auch im Uberstand des
Kokultursystems zeigte sich eine tendenziell reduzierte AR Konzentration. Mittels
Bildanalyse konnte zudem sowohl ein signifikanter Anstieg der Kolokalisation von 6E10
und IBA1 in induzierten Kulturen als auch internalisiertes 6E10 innerhalb der
Mikrogliazellen nachgewiesen werden, was ebenfalls auf eine suffiziente Phagozytose

schlieRen lasst.

Diese Erkenntnisse sind mit dem aktuellen Stand der Forschung vereinbar, da
Mikrogliazellen als spezialisierte Phagozyten des ZNS zur rezeptorvermittelten Aufnahme
und Abbau von Zelldebris und Proteinen fahig sind (Brown und Neher, 2014). Die fehlende
statistische Signifikanz zwischen der induzierten und uninduzierten Kultur in Bezug auf
die Aufnahme von abgestorbenen Zellen kann dabei hypothetisch auf verschiedene
Punkte zurickgefuhrt werden. Zum einen kann die im Modell gezeigte Apoptoserate der
[t-NES abgeleiteten Neurone bereits ausreichen, um die phagozytotische Kapazitat der
iPSAMIG in Bezug auf abgestorbene Zellen zu sattigen, zum anderen kann sich zum
Analysezeitpunkt am 5. Tag bereits ein Gleichgewicht zwischen Aufnahme und Abbau in
den Zellen eingependelt haben. Denn Metaanalysen verweisen darauf, dass die
Clearance-Zeit von abgestorbenen Neuronen bis zur vollstandigen Eliminierung ca. 95
min betragt (Sierra et al., 2013). Neben der Aufnahme von cCAS3-positiven Zellkernen
konnte eine signifikant erhohte Aufnahme von 6E10 positiven Strukturen in Anwesenheit
der AD Pathologie nachgewiesen werden. Diese Aggregate sind, wie in den anderen
Experimenten bereits gezeigt, nicht exklusiv in Anwesenheit von Doxycyclin zu
detektieren. Aus diesem Grund konnen iPSdMiG auch in uninduzierten Kulturen 6E10
positives Material enthalten, was wieder fur eine geringe Leckage des Systems spricht.
Eine nicht transgene Kontrolllinie bzw. eine Cre-induzierbare Linie konnte zukinftig diese
Leckage ausschlielen und dazu beitragen, den vollstandigen Unterschied in der
Aufnahme von amyloidem Material zu quantifizieren. Das MSD V-PLEX AB Peptide Panel
zeigte weiterhin eine strikte Reduktionstendenz des AB Gehalts in den 3D Matrizes der
induzierten Kokulturen im Vergleich zu neuronalen Monokulturen. Dabei war eine
signifikante Verringerung des AR 42/40-Quotienten im Uberstand der induzierten Kulturen

nachweisbar. Die strikte Reduktionstendenz in den anderen Untersuchungsbedingungen
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kann als weiteres Anzeichen fur eine Aufnahme vom Amyloid durch die iPSdMiG
interpretiert werden. Es ist anzumerken, dass die Immunzellen, die zusammen mit
Neuronen und Astrozyten in der Matrix vorliegen, fur die Analyse lysiert werden mussten
und damit bereits aufgenommenes, jedoch noch unvollstandig phagozytiertes A erneut
in die Analyse des gesamten AR Gehalts einfloss. Dabei ist zu vermuten, dass die
iPSdMiG das aufgenommene AP im Phagolysosom akkumuliert, aber noch nicht
vollstandig verdaut haben. Laut A. Sierra et al. (2013) sind weder der Zeitverlauf der
Phagolysomenbildung noch der Abbauprozesse im Inneren der Mikrogliazellen
hinreichend geklart. Diese technische Notwendigkeit konnte dazu beigetragen haben,
dass groRtenteils keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte. Einen
Losungsansatz konnte die Isolierung der Zelltypen vor der quantitativen Analyse
darstellen, um besser die genaue Phagozytoseleistung der Zellen bestimmen zu kdnnen.
Andere Publikationen mit murinen Mikrogliazellen zeigen eine Stagnation in der Amyloid
Aufnahme nach ca. drei Tagen. Daraufhin wurden unverdaute Amyloidfragmente sogar
wieder freigesetzt; ein weiteres Mausmodell fand wiederum keine Belege fur eine
Amyloidaufnahme in vivo (Chung et al., 1999, Stalder et al., 2001). Viele dieser aus
Mausmodellen gewonnenen Erkenntnisse Uber die Phagozytoseeigenschaften von
Mikrogliazellen werfen erneute Fragen auf, sodass die genaue Rolle von humanen Zellen,
sowie die zugrunde liegenden Pathomechanismen weiterhin Bestandteil aktueller
Forschungen sind (Jiang et al., 2016, Schoch et al., 2021, Tajbakhsh et al., 2021).

Im vorliegenden Modell wurde versucht, den physiologischen Anteil von 10 bis 13%
Mikrogliazellen zu Neuronen zu rekapitulieren (Mittelbronn et al., 2001). Dafur wurden
10% iPSdAMIG relativ zur anfanglich ausgesaten It-NES Zellzahl in das Modell eingebracht.
Es ist anzumerken, dass It-NES Zellen potenziell Gber ein grol3es proliferatives Potenzial
verfugen (Hebisch, 2020) und somit die gewahlte Ausgangsmenge der Immunzellen
moglicherweise zu gering fur die anfallende Phagozytoselast gewahlt wurde. Dies und die
hohe AB Last, welche im transgenen Modell erzeugt wurde, konnten zusatzliche
Modulatoren in Bezug auf die Phagozytosefahigkeit darstellen und die Erfassung des
vollstandigen Potenzials der Zellen erschweren. Um dies zu adressieren, konnte man
unterschiedliche Ausgangswerte der Mikrogliazellen in das System einbringen und erneut
die Phagozytosefahigkeit der Immunzellen bestimmen.
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Neben der reinen Aufnahme pathogener Bestandteile zeigten die iPSdMiG im 3D AD
Kokultursystem eine raumliche Beziehung mit 6E10-positiven Aggregaten. Dieses
Ergebnis ist mit den Beobachtungen anderer Forschungsgruppen kongruent, die eine
systematische Gruppierung von Mikrogliazellen um amyloide Aggregate beschreiben
(Hansen et al., 2018, Serrano-Pozo et al., 2011). Dabei wird angenommen, dass sich
Mikroglia aktiv um amyloide Ablagerungen gruppieren und damit in der Lage sind, das
Wachstum und die Pathogenitat der Plaques zu begrenzen (Condello et al., 2015).

Um die in dieser Dissertation gewonnen Erkenntnisse zur Phagozytosefahigkeit der
iPSAMiG weiter auszubauen, konnte diese zu weiteren Zeitpunkten analysiert werden.
Auch konnte ein Lebend-Modell generiert werden, bei dem sowohl die AB Aggregate als
auch die Mikrogliazellen mit Immunfarbungen bzw. unter Verwendung von grun
fluoreszierendem Protein (GFP) visualisiert werden und somit zu jedem Zeitpunkt
untersuchbar waren. Ebenso konnte die genaue raumliche Beziehung der Immunzellen
zu den pathologischen Aggregatstrukturen erforscht werden (Lebendzellmikroskopie). Ein
weiteres mogliches Experiment wurde die Etablierung eines Kokultursystems darstellen,
bei dem die Immunzellen bereits bei Induktion der Pathologie in der Matrix vorhanden
sind, um herauszuarbeiten, ob humane Mikrogliazellen die Ausbildung der AD Pathologie

praventiv unterbinden kdnnen.

4.5 iIPSdMiG und Neurone zeigen morphologische Veranderungen in

Anwesenheit der AB-Pathologie

Da Mikrogliazellen eine phanotypische Vielfalt in Bezug auf ihre Funktionalitat aufweisen
sowie einen direkten Einfluss auf die neuronale Plastizitat austiben, wurden sowohl die
iPSdMiG sowie das neuronale Netzwerk auf morphologische Veranderungen untersucht
(Delpech et al., 2015, Franco-Bocanegra et al., 2021, Leyh et al., 2021, Tam et al., 2016).
Dabei zeigten die iPSdMiG im vorliegenden Modell qualitativ zwei unterschiedliche
Phanotypen. Zum einen wurde ein langgestreckter Zellkorper mit i.d.R. zwei Fortsatzen,
zum anderen wurde ein rundliches Soma mit einer Vielzahl von kurzen und stark
verzweigten Auslaufern beobachtet. Dabei scheint das Vorliegen der AB-Pathologie den
zuletzt genannten Phanotypen zu begunstigen. In der aktuellen Literatur wird ein
Spektrum an morphologischen Ubergangsformen beschrieben, welche durch eine
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Vielzahl an Parametern (z.B. Fortsatzanzahl, -lange und -volumen, sowie Soma
Durchmesser und GroRe) kategorisiert werden. Dabei werden aktuell 2 bzw. 4 dominante
Subtypen (bipolar/gestreckt, aktiv, verzweigt und amoboid) unterschieden, wobei der
genaue Zusammenhang zwischen Morphologie und Aktivierungszustand noch nicht
abschlie3end geklart ist (Leyh et al., 2021). Das Paper von Au und Ma (2017) verweist
hingegen darauf, dass bipolare Mikrogliazellen neuroprotektive Eigenschaften besitzen
konnten und in funktionellen Prozessen, wie an der Reorganisation von neuronalen
Schaltkreisen, beteiligt sind, wohingegen amodboide Zellen in AD besonders die
Phagozytose von amyloiden Strukturen begunstigen. Diese Erkenntnisse sind mit den
Beobachtungen in der vorliegenden Dissertation vereinbar, da besonders die erhdhte AR
Konzentration in den induzierten Kulturen zu einem verstarkten Auftreten von runden
iPSAMiG mit kurzen und zahlreichen Auslaufern fuhrt. Diese morphologischen
Charakteristika sind mit dem Vorliegen von aktivierten, amoboiden Mikrogliazellen
vereinbar (Leyh et al., 2021). Es ist anzumerken, dass in dieser vorliegenden Dissertation
lediglich semi-quantitative bzw. qualitative Aussagen uber die iPSdMiG Morphologie
getroffen werden konnen. Es sind deshalb zukinftig weiterfUhrende Studien notig, in
denen 3D Bildanalyse-Software-Programme genutzt werden, die konfokale Z-Stacks im
dreidimensionalen Raum analysieren und damit quantitative Ruckschlisse zulassen.
Bedingt durch die im 3D Matrixmodell vorhandenen verschiedenen Stimuli, wie z.B. das
Vorliegen von amyloiden Aggregaten und apoptotischen Zellkernen, ware ebenfalls ein
regionaler, vom Stimulus abhangiger, Phanotyp denkbar. Fur spatere Untersuchungen
ware ein automatisiertes Analysewerkzeug notig, welches sowohl die Haufigkeit der
morphologischen Subtypen je Bedingung als auch wichtige morphologische Parameter,
wie die Grole des Somas, die Fortsatzlange und die Fortsatzanzahl bestimmt. Um
weiterhin die Frage nach einem regionalen Phanotyp zu adressieren, konnten die
vorhandenen Ko-Farbungen mit z.B. 6E10 und cCAS3 genutzt und die Morphologie im
direkten raumlichen Zusammenhang bestimmt werden. Allerdings weisen konventionelle
automatisierte Analysewerkzeuge ihrerseits ebenfalls Limitationen, wie begrenzte
Parameterzahlen oder einen Bias in der manuellen Selektion dieser Parameter, auf.
Zukunftig konnte hier, wie im Paper von Leyh et al. (2021), der Einsatz von ,Machine
Learning“-Methoden wie ,Convolutional Neural Networks®, die ihre Parameter selbst auf
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Grundlage von Trainingsdaten entwickeln, die Robustheit und Objektivitdt der
Quantifizierung der Morphologie weiter ausbauen.

Mikrogliazellen spielen weiterhin im physiologischen und pathologischen Kontext eine
Rolle in der Gestaltung von neuronalen Strukturen. Dabei sind Mikrogliazellen aktiv an
der neuronalen Plastizitat beteiligt und konnen Schaltkreise im ZNS verandern (Delpech
et al., 2015). Neben apoptotischen Zellen sind Mikroglia in der Lage, vitale Neurone,
Vorlauferzellen und ungenutzte synaptische Strukturen aufzunehmen und zu eliminieren
(Synapseneliminierung, engl.: ,Synaptic pruning“) und so zur normalen Entwicklung des
Gehirns beizutragen (Brown und Neher, 2014, Paolicelli et al., 2011). Storungen in der
Mikroglia-Synapsen-Interaktion sowie eine verstarkte Aktivierung der Mikrogliazellen
konnen dabei zur weiteren Verstarkung des Neuronen- und Synapsenverlusts und damit
zur Krankheitsprogression beitragen (Brucato und Benjamin, 2020, Hong et al., 2016).
Um diese Eigenschaften im vorliegenden Modell zu Uberprufen, wurden neuronale
Strukturen anhand von TUBB3 identifiziert, wobei eine umfassende Quantifizierung im
Rahmen zukunftiger Arbeiten noch erfolgen muss. Qualitativ zeigten die Kokulturen,
besonders die nicht-induzierten, ein vermehrtes Auftreten von TUBB3-positiven Partikeln,
was im gegebenen Kontext als weiterer Indikator fur einen vermehrten Abbau intakter
neuronaler Strukturen und damit fur eine aktive Phagozytose interpretiert werden kann.
Da eine verstarkte Aktivierung sowie ein vermehrter neuronaler Verlust mit dem Vorliegen
der AD Erkrankung assoziiert wird, war es unerwartet, besonders in den nicht induzierten
Kokulturen ein vermehrtes Auftreten von TUBB3-positiven Strukturen zu beobachten.
Hypothetisch konnten aktivierte Mikrogliazellen ohne AB-Pathologie in der Lage sein, ihrer
physiologischen Funktion, wie der Formung von intakten neuronalen Netzwerken und der
Eliminierung von Synapsen (Synapseneliminierung, engl.: ,Synaptic pruning®) und
neuronalen Vorlauferzellen, nachzugehen (Graeber, 2010). Dies konnte im vorliegenden
Modell bedeuten, dass neuronale Vorlauferzellen und geschadigte Neurone aktiv von
Mikrogliazellen eliminiert werden. Um diese Hypothese zu belegen, konnten zukunftig
Synapsen und neuronale Vorlauferzellen anhand von Immunfarbungen identifiziert und

anschliel3end die Aufnahme in Mikrogliazellen Uberpruft werden.
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4.6 Kokultivierte iPSdMiG weisen an ihrer Zelloberflache ein vermindertes
Niveau der Rezeptoren CD11B, CX3CR1 und TREMZ2 auf

Mikrogliazellen weisen eine spezielle Oberflachenstruktur mit einer Vielzahl an
Rezeptoren auf. Diese sind zum einen fur die Zellen charakteristisch, zum anderen
unterliegen diese Rezeptoren im Rahmen von Erkrankungen einem aktiven Wandel und
konnen sowohl hoch- als auch herunterreguliert vorliegen (Kim und de Vellis, 2005). Fur
die Charakterisierung der iPSdMiG wurde in der daliegenden Dissertation das
Expressionsniveau des Integrins CD11B, des Chemokinrezeptors CX3CR1 sowie des
TREM2 Rezeptors analysiert.

Dabei zeigte ein immunhistochemisches Experiment eine ubiquitare und signifikante
Reduktion des TREM2-Rezeptorniveaus unter Kokulturbedingungen im Vergleich zu den
aquivalenten Monokulturen und offenbarte weiterhin TREMZ2-positive Strukturen
unabhangig von den IBA1-positiven Zellen. In der Literatur gilt TREM2 als
Zelloberflachen-Transmembran-Glykoprotein und besitzt eine Vielzahl von Funktionen.
Es ist sowohl an der aktiven Gruppierung der Mikrogliazellen um Amyloid 3 als auch an
dessen Phagozytose beteiligt. Dabei kann das Expressionsniveau erneut hoch- sowie
herunterreguliert vorliegen. Neue Forschungen verweisen zudem darauf, dass TREM2 in
der Lage ist, AB zu binden und somit eine gerichtete Mikrogliaaktivierung hervorzurufen
(Gratuze et al., 2018, Hansen et al.,, 2018, Zhao et al., 2018). Im Rahmen dieser
Erkenntnisse konnen die immunhistochemischen TREM2-positiven Strukturen (Vgl. Abb.
14A) im gegebenen Kontext als Translokation auf neuronale bzw. amyloide Strukturen
interpretiert werden, die es den iPSdMiG ermdoglichen, ihre phagozytotische Aktivitat zu
entfalten. Um diesen Zusammenhang von amyloiden Strukturen und der Translokation
des TREM2-Rezeptors in weiteren Experimenten zu bestatigen, kdnnte eine Ko-Farbung
mit z.B. 6E10 und TREM2 zur Visualisierung genutzt werden.

Ein komplementares Experiment konnte die TREM2 Reduktion weiter belegen. Dabei
zeigte die Durchflusszytometrie neben der signifikanten TREM2 Reduktion weiterhin eine
signifikante Reduktion des CX3CR1 Rezeptorniveaus im Vergleich der Mono- und
Kokulturbedingungen unter Anwesenheit der AB-Pathologie. Das Zelladhasionsmolekul
CD11B blieb hingegen ohne signifikante Veranderung.
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Im Paper von Haenseler et al. (2017) wurde durchflusszytometrisch eine Reduktion des
CD11B Zelladhasionsmolekuls, im Rahmen eines stammzellbasierten Kokultursystems
von Mikrogliazellen und iPSZ-abgeleiteten Neuronen in 2D, gezeigt. Andere Arbeiten
verweisen jedoch darauf, dass CD11B, welches an der Zelladhasion, der Phagozytose,
an Entzindungsreaktionen und der Chemotaxis beteiligt ist, im Rahmen von Aktivierung
in Mikroglia verstarkt exprimiert werden kann. Die funktionelle Bedeutung der verstarkten
und verminderten Expression gilt dabei weiter als ungeklart (Crain et al., 2013, Haenseler
et al., 2017). CX3CR1 zahlt hingegen zu den haufig exprimierten Chemokin-Rezeptoren
und ist an der Kommunikation zwischen Neuronen und Mikrogliazellen beteiligt. Eine
Reduktion bzw. Defizienz dieses Rezeptors wird in der Literatur mit besseren
Phagozytoseeigenschaften der Zellen in Verbindung gebracht (Pong et al., 2013, Wolf et
al., 2013). Diese Erkenntnis ist mit den vorliegenden Ergebnissen, dass iPSdMiG in
Kokultur (besonders unter Anwesenheit der AB-Pathologie) phagozytische Aktivitat
aufweisen, kongruent.

Neben der rein funktionellen Fahigkeit von Mikrogliazellen ihre Oberflachenrezeptoren
durch eine an das Umfeld angepasste Genexpression zu verandern, muss ebenfalls eine
technische Limitation des Modells in Betracht gezogen werden. Die Kokultur kann, bedingt
durch das dichte neuronale Netzwerk und die Astrozyten, die Antikorper in der Migration
zur Zielstruktur behindern bzw. Ansatzpunkt fur unspezifische Bindungspunkte liefern. Um
diesen Punkt zu adressieren wurden in der vorliegenden Dissertation unterschiedliche
Experimente (Immunhistochemische Farbungen und Durchflusszytometrie) gewahlt, um
technische Limitationen weitgehend ausschliefen zu konnen. Zukunftig konnten noch
weitere Oberflachenmarker (wie z.B. CD33, CD45 und CD14) fur eine weiterfuhrende

Charakterisierung erganzt werden.

4.7 Das Kokultursystem weist im Vergleich zu iPSdMiG Monokulturen

unter LPS-Stimulation verringerte Zytokinwerte auf

Im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen sowie anderen ZNS Pathologien fuhrt
eine Aktivierung von Mikrogliazellen i.d.R. zur Produktion von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen (Smith et al., 2012). Die im vorliegenden Modell

durchgefuhrte Analyse des Zytokinprofils zeigte am 5. Tag unerwarteterweise keinen
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Unterschied zwischen den iPSdMiG Mono- und Kokulturen. Dabei ist anzumerken, dass
eine mogliche akute Immunantwort auf die vorliegende AB-Pathologie in den ersten
Tagen der Kokultivierung zum Analysezeitpunkt potenziell nicht mehr nachweisbar ist,
sodass fur kommende Arbeiten weitere Analysezeitpunkte (z.B. 1. Tag, 3. Tag und 5. Tag)
in Betracht gezogen werden sollten. In der aktuellen Literatur wird weiterhin darauf
verwiesen, dass das Antibiotikum Doxycyclin einen Einfluss auf Aktivierbarkeit von
Mikrogliazellen haben und dabei ein antiinflammatorisches Potenzial entfalten konnte
(Santa-Cecilia et al., 2016). Um diesen Punkt zu adressieren und weiterhin die Reagibilitat
der Zellen zu uberprufen, erfolgte die Einbringung von LPS als weiterer akuter Stimulus.
LPS ist in der Mikrogliaforschung zur Untersuchung inflammatorischer Prozesse weit
verbreitet und als bakterieller Bestandteil, durch seine Bindung am Toll-Like Rezeptors 4,
in der Lage, diverse Signalkaskaden zu aktivieren und somit eine proinflammatorische
Reaktion hervorzurufen (Lively und Schlichter, 2018). Unter Hinzunahme der LPS
Stimulation konnte zum Teil ein signifikanter Anstieg der untersuchten Zytokine in den
Bedingungen, auch in den zuvor mit Doxycyclin behandelten Kulturen, verzeichnet
werden. Dies lasst im gegebenen Kontext auf eine adaquate Immunreaktion der iPSdMiG,
unabhangig der zuvor gewahlten Kulturbedingungen, schlieRen. Im direkten Vergleich der
Mono- mit den korrespondierenden Kokulturbedingungen unter LPS waren in den
Kokulturen verringerte Werte des proinflammatorischen Zytokins IL12 sowie des
entzindungshemmenden Zytokins IL10 nachweisbar. Die verringerten Werte fur IL10 und
IL12 im Rahmen der Kokultur kdnnen als Anzeichen einer abgedampften Immunantwort
unter Kokulturbedingungen interpretiert werden.

Unter Vorlage der AB-Pathologie konnte eine weitere signifikante Reduktion des
proinflammatorischen Zytokins TNFa unter der Zugabe von LPS detektiert werden.
Diese gewonnen Daten fuhren im gegebenen Kontext zu der Schlussfolgerung, dass die
iPSdMiG unter einer doppelten Stimulation eine beeintrachtigte Immunreaktion
aufweisen. Dabei fungiert das Kokultursystem als chronisches Stressereignis, wahrend
die LPS Stimulation als Infektionsereignis einen weiteren Trigger fur die Mikrogliazellen-
Aktivierung darstellt. Die weitere Reduktion im Rahmen der AB-Pathologie Iasst auf eine
weitere Beeintrachtigung der Immunantwort schlieRen. Dabei ist anzumerken, dass das
Kokulturmodell auch in Abwesenheit der AD Pathologie neurodegenerative Prozesse
sowie geringe Amyloid Konzentrationen aufweist und Mikrogliazellen ebenfalls auf
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geringfugige pathologische Veranderungen mit einer Aktivierung reagieren konnen
(Kreutzberg, 1996).

Um ebenfalls der Moglichkeit nachzugehen, dass It-NES abgeleitete Neurone oder
Astrozyten als weitere Quelle der Zytokinproduktion in Frage kommen, wurden zusatzlich
mikrogliafreie t-NES abgeleitete Kulturen analysiert. Diese Analyse offenbarte nur
geringfugig detektierbare Werte der zu untersuchenden Parameter, sodass die
gemessene Zytokinproduktion im vorliegenden Modell auf die iPSdMiG zurlckgefuhrt

werden kann.
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5. Zusammenfassung

Die Alzheimererkrankung ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit.
Ausgehend vom Jahr 2010 bis zum Jahr 2050 werden sich die Zahlen nach
mathematischen Schatzungen ca. verdreifachen (Hebert et al., 2013). Besonders die
Erforschung von Therapieoptionen gestaltete sich in der Vergangenheit, durch den
Mangel an suffizienten Modellen bzw. den Einsatz von Tiermodellen, die die AD
Pathologie nur unzureichend widerspiegeln, schwierig. Erste Fortschritte stellte die
Etablierung von human iPSZ-abgeleiteten Modellen dar, die bereits Teilaspekte der AD
Pathologie und besonders den humantypischen Charakter der Erkrankung rekapitulieren
konnten. Erst vor kurzem ist es gelungen, weitere humane AD-relevante Zelltypen, wie
z.B. Mikrogliazellen, zu generieren und damit die AD Forschung voranzubringen.

Das in dieser Dissertation etablierte humane iPSZ-abgeleitete 3D Kokultursystem soll den
Weg fur die weitere Erforschung der komplexen pathophysiologischen Prozesse von
Morbus Alzheimer in vitro ebnen und dazu beitragen, Mikrogliazellen mehr in den Fokus
der AD Forschung zu rucken, da bisherige Therapieoptionen, die sich rein mit der
Verringerung der Amyloidpathologie beschaftigt haben, fehlgeschlagen sind. Dazu wurde
das bestehende in vitro Modell mit Fokus auf der extrazellularen AB- und intrazellularen
Tau-Pathologie, um neurodegenerative und neuroinflammatorische Gesichtspunkte,
durch die Zugabe von humanen Mikrogliazellen, erganzt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die transgenen iPSZ (imAP) unter
Doxycyclin eine stabile Bildung von 6E10-positiven Aggregaten und eine signifikant
erhohte Amyloid B Konzentration erzeugen. Im Weiteren konnte im Rahmen der
Kokultivierung das Zusammenspiel der Mikrogliazellen mit der neuronalen Umgebung
untersucht werden. Dabei zeigte sich zum einen eine stabile Uberlebensfahigkeit der
iPSdMiG im Untersuchungszeitraum von 5 Tagen, zum anderen konnten Hinweise auf
eine ausgepragte Phagozytosefahigkeit gefunden werden. Konfokal-mikroskopische
Untersuchungen zeigten Kolokalisationen von Mikrogliazellen mit sowohl apoptotischen
Zellen als auch 6E10 positiven Strukturen. Zudem lie3en sich durch 3D Rekonstruktion
die eben genannten Strukturen innerhalb der Mikrogliazelle nachweisen, was auf eine
aktive Aufnahme der Bestandteile schliel3en lasst. Weiterhin konnte unter Vorlage der AB-
Pathologie eine fast 3-fach erhohte Amyloid Menge (Vgl. Abb. 10B) innerhalb der
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Mikrogliazelle sowie ein Gruppierungsverhalten um pathologische 6E10 positive
Aggregate nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen im vorliegenden in vitro Modell
sind nach aktuellem Forschungsstand mit dem physiologischen Verhalten von
Mikrogliazellen in vivo vereinbar, was die Reliabilitat des Modells unterstreicht. Des
Weiteren konnte eine Modulierbarkeit und Reagibilitat des Zytokin- und
Oberflachenexpressionsprofils sowie der Morphologie der Mikrogliazellen nachgewiesen
werden, was durch die Hinzunahme weiterer Parameter (weitere Zytokine und
Oberflachenmaker) sowie weiterer Tools (z.B. ,Machine Learning“) neue Ansatzpunkte
fur zukunftige Forschungsfragen liefert.

Das vorliegende humane Kokultursystem schafft eine gute Grundvoraussetzung fur die
Erforschung und Etablierung neuer Therapieoptionen fur AD. Besonders immunologische
Gesichtspunkte und die Rolle der Mikrogliazellen kdnnen mit dem vorliegenden Modell
weiter ergrundet werden. Dabei ermdglicht dieses leicht zugangliche in vitro Modell
potenziell auch die parallele Testung einer Reihe von therapeutischen Substanzen.
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