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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem im zentralen Nervensystem

1.1.1 Das zentrale Nervensystem - Ein Organ mit einem besonderen Immunsystem
Das zentrale Nervensystem (ZNS) ist das zentrale Integrationsorgan des Menschen. Es
organisiert und steuert eine Vielzahl von Koérperfunktionen und ist an nahezu allen phy-
siologischen Prozessen beteiligt. Aufgrund dieser Ubergeordneten Stellung wird seine
Funktion durch zahlreiche Schutzmechanismen sichergestellt. So ist das Gehirn durch
den knéchernen Schadel, die Hirnhaute und die beinahe schwerelose Lage im Liquor
gegen auldere Einflusse geschutzt. Dartber hinaus wird durch die mechanische Barriere
der Blut-Hirn-Schranke das Gehirn zusatzlich vom restlichen Organismus abgeschirmt
(siehe Abb. 1) (Tortora und Derrickson, 2006).

Insbesondere die spezielle Funktionsweise des Immunsystems im ZNS stellt einen wich-
tigen Faktor in der Aufrechterhaltung der neuronalen Homoostase und Funktionsfahig-
keit dar. Dabei nimmt es im Vergleich zu der Immunantwort des restlichen Organismus
eine Sonderstellung ein (Ransohoff und Engelhardt, 2012). Diese wird als das soge-
nannte ,immunologische Privileg’ (immunological privilege) bezeichnet (Barker und Bil-
lingham, 1977). Darunter versteht man eine strenge Kontrolle des Immunsystems, durch
die eine UbermaRige Immunreaktion auf Pathogene verhindert wird und damit das emp-
findliche und nur mafig regenerationsfahige neuronale Gewebe geschutzt wird. Dies
erfolgt durch die fehlende oder verzogerte Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten
und durch die Herstellung und Aufrechterhaltung eines entzindungshemmenden Mili-
eus, welches die Immunzellen des ZNS in einem nicht inflammatorischen Zustand halt
(Galea et al., 2007). Das perfekte Zusammenspiel dieser einzelnen Faktoren gewahr-
leistet die Integritat des gesamten menschlichen Korpers. Hierbei kommt Mikroglia als
spezialisierten Immunzellen des zentralen Nervensystems eine bedeutende Rolle zu
(Neumann und Wekerl, 2013).
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besonderen Immunsituation beteiligt sind (aus Ransohoff und Engelhardt, 2012).

1.1.2 Die Zellen des zentralen Nervensystems

Das neuronale Gewebe von Gehirn und Riuckenmark setzt sich aus zahlreichen hoch-
spezialisierten Zellen zusammen. Diese werden in Neurone, Makroglia und Mikroglia
unterteilt (Drenckhahn et al., 2004) (siehe Abb. 2).

Neurone sind elektrisch erregbare Zellen und bilden mittels Synapsen und Nervenfasern
(Axone) ein komplexes Netz, das der Reizaufnahme, -weiterleitung und -verarbeitung
dient (Drenckhahn et al., 2004).
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Unter dem Begriff Makroglia werden Astrozyten und Oligodentrozyten zusammenge-
fasst. Astrozyten ibernehmen im ZNS regulatorische Funktionen wie die Steuerung des
Flussigkeits- und Elektrolythaushaltes. Daruber hinaus sind sie an der Informationsver-
arbeitung der Nervenzellen und durch Bildung der Membrana limitans glialis perivas-
cularis an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Oligodentrozyten bil-
den die Myelinscheiden der Nervenfasern im ZNS und haben so eine wichtige Funktion

bei der Weiterleitung der Aktionspotentiale (Drenckhahn et al., 2004).

Eine weitere Zellpopulation des Gehirns stellt die Gruppe der Mikroglia dar. Mikroglia
sind als Immunzellen des ZNS wesentlich am Aufrechterhalten der Homdostase durch
die Aufnahme von Zelltrimmern und Neurotransmittern sowie an der Herstellung eines
entzindungshemmenden Milieus beteiligt. Wahrend Krankheitsprozessen kommt ihnen

die Mediation der Immunantwort zu (Prinz und Priller, 2014).

Haematopoietic cells CNS cells

Haematopoietic stem cell

Common Common
lymphoid myeloid
progenitor progenitor
/ \ During development only, from extra-embryonic

yolk sac myeloid cells Neuroectodermal or
J neuroepithelial
progenitor

Megakaryocytic-erythropoietic Granulocyte-monocyte

® —0 .| /\
,, / \ l "

Megakaryocytes Monocyte-dendritic-cell Microglia Macroglia Neurons

Lymphocytes and platelets Erythrocytes progenitor
' e A/ @
Granulocytes \ . -
Neutrophils

Basophils Dendritic Oligodendrocytes Astrocytes  Polydendrocytes

M hi M
Eosinophils acrophages Monocytes cells
In adulthood @ E

Mast cells

Perivascular macrophages

Choroid plexus macrophages
Meningeal macrophages

Abb. 2: Schematische Darstellung der einzelnen Zelltypen des ZNS und deren Vorlau-
ferzellen (aus Ransohoff und Cardona, 2010).
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1.1.3 Mikroglia - Die Inmunzellen des zentralen Nervensystems

Mikroglia sind die ortsstandigen Makrophagen des zentralen Nervensystems und stellen
im Gesunden die einzigen Zellen des Immunsystems im neuronalen Gewebe dar (Biber
et al., 2007). Sie finden sich in groRer Zahl in allen Teilen von Gehirn und Ruckenmark,
wobei lokal groRe Variationen der Zellzahl von 5 % im Cortex bis zu 12 % im Corpus

Callosum auftreten (Lawson et al., 1990).

Mikrogliale Vorlauferzellen entstehen im Dottersack noch vor dem Auftreten einer Ha-
matogenese in Leber und Knochenmark (Ginhoux et al., 2010). Von dort wandern sie,
nach Etablierung der Blutzirkulation, in das neurale Ektoderm ein (Ginhoux et al., 2010;
Kierdorf et al., 2012). Hier proliferieren die Zellen stark und verteilen sich in den ver-
schieden Regionen des ZNS. Dort verbleiben sie fur den Rest des Lebens und erneuern
sich lediglich durch Proliferation aus der eigenen Zellreihe (Ajami et al., 2007; Mildner et
al., 2007) (siehe Abb. 4). Dies erscheint einzigartig im menschlichen Organismus, in
dem embryonale Gewebemakrophagen im Laufe der Entwicklung groftenteils durch
fetale myeloische Zellen ersetzt werden (Ginhoux et al., 2013; Schelper und Adrian,
1986). Somit stellen Mikroglia eine sehr spezielle Zellpopulation mit spezifischen Aufga-
ben in einem hoch empfindlichen neuronalen Millieu dar und sind nur begrenzt mit ande-
ren organspezifischen Makrophagen vergleichbar (Neumann und Wekerl, 2013; Sierra
et al., 2013).

Abb. 3: Die Entdeckung der Mikroglia durch Pio del Rlo Hortega. (Bilder mod|f|2|ert aus
Kettenmann et al.,, 2011) a) Pio del Rio Hortega (1882-1945) b) Zeichnung von
ramifizierten Mikroglia (aus del Rio Hortega 1919) c) Mikroskopische Fotografie einer
mittels Silber-Carbonat-Methode angefarbter typischer ramifizierter Mikroglia (aus del
Rio Hortega, 1932).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Entstehung und Einwanderung von Mikroglia in
das ZNS aus embryonalen Vorlauferzellen aus dem Dottersack. Im Gegensatz zu ande-
ren gewebsspezifischen Makrophagen findet die Zellerneuerung von Mikroglia komplett
aus der eigenen Population statt. Lediglich nach Zustanden mit unterbrochener Blut-
Hirn-Schranke kommt es zu einer Einwanderung von im Knochenmark entstandenen
monozytaren Zellen (aus Neumann und Wekerl, 2013).

1.1.4 Mikroglia - Funktion und Wirkung

Wahrend der Entwicklung des menschlichen Organismus Ubernehmen Mikroglia sowohl
in physiologischen als auch in pathologischen Zustanden wichtige Aufgaben. l|hre
Hauptaufgaben bestehen hierbei in der Phagozytose von apoptotischen Zellen, Zellbe-
standteilen oder Pathogenen, sowie in der Mediation von Entzindungsprozessen
(Kettenmann et al., 2011).
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Im Gesunden bilden Mikroglia mit ihren Fortsatzen untereinander ein durch das gesamte
zentrale Nervensystem gespanntes Netz. Damit tasten sie permanent ihre Umgebung
nach potentiellen Pathogenen und apoptotischen Zellen ab (Boche et al., 2013; Nimmer-
jahn et al., 2005).

Mit Hilfe spezifischer Rezeptoren sind sie in der Lage apoptotisches Material oder Be-
standteile von Synapsen zu erkennen und diese ohne eine Entzindungsreaktion her-
vorzurufen zu phagozytieren (Dalmau et al., 2003; Schafer et al., 2012). Die Aufnahme
von apoptotischem Material ohne das Auslésen einer Entzindungsreaktion ist dabei

essenziell fur die Gesundheit des umgebenden Gewebes (Sierra et al., 2010).

Durch das Abrdumen von inaktiven Synapsen, die Uberwachung der Neurogenese, so-
wie die Kontrolle von Zelltod sind Mikroglia aktiv am Zustandekommen von neuronalen
Verschaltungen und der neuronalen Plastizitat, also an Lern- und Denkprozessen, betei-
ligt (Spalding et al., 2013; Tremblay et al., 2010; Wake et al., 2013). Dies legt die Ver-
mutung nahe, dass eine pranatale Inflammation beim Auftreten von neuropsychiatri-
schen Erkrankungen, wie der Schizophrenie und autistischen Verhaltensstérungen, eine

Rolle spielen kann (Patterson, 2009; Patterson, 2011).

Als ortsstandige Immunzellen sind Mikroglia an pathologischen Zustanden im neurona-
len Gewebe involviert. Auf Grund dessen kommt ihnen eine wichtige Bedeutung in der
Pathogenese und dem Krankheitsverlauf verschiedener neuronaler Erkrankungen, wie
Morbus Alzheimer, Multipler Sklerose, Morbus Parkinson und amyotrophe Lateralsklero-
se zu. Ob sie hierbei krankheitsfordernd oder neuroprotektiv wirken, ist Gegenstand ak-
tueller Diskussionen (Frakes et al., 2014; Long-Smith et al., 2009; Solito und Sastre,
2012). Wahrend bei der Multiplen Sklerose die Beseitigung von Myelintrimmerteilen
mittels Phagozytose wichtig flr eine axonale Remyelinisierung und neuronale Regene-
ration ist (Napoli und Neumann, 2010), spielt bei der Motoneuronenerkrankung Amy-
otrophe Lateralsklerose die Freisetzung von Entzindungsmediatoren und Sauerstoffra-
dikalen eine Rolle beim Untergang der neuralen Zellen und dem Fortschreiten der Er-
krankung (Brites und Vaz, 2014). Der Einfluss von Mikroglia in den verschieden Krank-
heitszusammenhangen bleibt jedoch oft widerspruchlich und bedarf weiterer Untersu-

chungen, um ihre Wirkungsweise besser verstehen zu kdnnen.
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Abb. 5: Schematische Darstellung von Funktion und Polarisationszustanden von
Mikroglia in Abhangigkeit ihres Aktivierungszustandes. Unter physiologischen Bedin-
gungen tasten Mikroglia permanent ihre Umgebung ab und Uberwachen die Aufrechter-
haltung der Homoostase. In Anlehnung an das Aktivierungsmodell von peripheren Mak-
rophagen wird dieser Zustand MO genannt. Bei Kontakt mit Pathogenen kommt es, je
nach Ausldser, zu einer der M1- oder M2- Polarisation ahnlichen Aktivierung der Mikrog-
lia. Bei der M1-Aktivierung werden proinflammatorische Zytokine freigesetzt, welche ei-
ne Entzindungsreaktion in Gang setzen. Eine M2-Polarisierung hingegen erzeugt ein
antiinflammatorisches Milieu, welches eine Aktivierung von Stammzellen und eine
Remyelinisierung fordert (aus Prinz und Priller, 2014).

1.1.5 Mikroglia in vitro

Um grundsatzliche Funktionen von Zellen und Rezeptoren sowie deren gegenseitigen
Interaktionen besser verstehen zu kdnnen, sind Versuche in Zellkulturmodellen von gro-
Rem Interesse. Der Vorteil der Zellkultur besteht vor allem in der einfachen Handhabung
unter standardisierten Bedingungen, der guten Reproduzierbarkeit, den niedrigen Kos-
ten und nicht zuletzt in der Mdglichkeit die Anzahl von Tierversuchen zu reduzieren oder

diese durch eine prazisere Fragestellung durch Vorversuche in vitro zu optimieren.
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FiUr die Untersuchung von Mikroglia waren bis vor wenigen Jahren die Anzahl und die
Qualitat der Zellkultursysteme stark begrenzt. Durch neue Erkenntnisse in der Differen-
zierung von spezifischen Zelllinien aus embryonalen Stammzellen war es moglich neue
Mikrogliazelllinien zu generieren (Beutner et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass
diese neuen Mikrogliazelllinien in Morphologie, Oberflachenmarkern und Genexpression
mit aus Maushirnen isolierten Mikroglia in weiten Teilen vergleichbar sind. Durch eine
hohe Proliferationsrate und Zellstabilitat eignen sie sich gut fur Untersuchungen von
Mikroglia in vitro (Beutner et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden diese aus
murinen embryonalen Stammzellen erzeugten Mikroglia (ESdM) verwendet (Beutner et
al., 2010) (siehe Abb. 6).

Die Erzeugung von Mikrogliazelllinien aus humanen embryonalen Stammzellen ist hin-
gegen aufgrund ethischer und rechtlicher Aspekte problematisch. Die Entdeckung einer
induzierten Reprogrammierung von ausgereiften humanen Fibroblasten in pluripotente
Stammzellen (iPS) ermdglicht hierbei einen Lésungsansatz (Takahashi und Yamanaka,
2006; Takahashi et al., 2007). In dieser Arbeit wurden aus induzierten Stammzellen ge-
nerierte Mikrogliazelllinien (iPSdM) verwendet (generiert und zur Verfugung gestellt von
Dr. Kristin Roy und Mona Mathews; bisher nicht publiziert). Da es sich hierbei um ein
sehr neues Verfahren handelt, ist die Vergleichbarkeit der so generierten Zellen mit hu-

manen Zellen in vivo noch nicht abschlieend geklart.

Abb. 6: ESdM in ZIkuItur. Die Zellen esitzen das typische Aussehen mit rundlichem
Zellkoérper und mehreren Fortsatzen (Malistab 12,5 pym).
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1.2 Siglecs

1.2.1 Sialinsauren als Liganden der Siglec-Rezeptorfamilie

Das Erkennen von korpereigenen oder korperfremden Strukturen durch eine Vielzahl
von Rezeptoren ist ein zentraler Mechanismus der Funktionsweise des Immunsystems.
Die Rezeptor-Liganden-Interaktion erfolgt dabei nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip
und hat neben dem Erkennen von Pathogenen noch weitere Aufgaben, wie Zelladhasi-
on, -interaktion, -aktivierung und -inhibierung. Kohlenhydraten kommt hierbei als Erken-

nungsmolekulen eine bedeutende Rolle zu (Pillai et al., 2012).

Ein im menschlichen Kérper haufig vorkommendes Kohlenhydrat ist die Sialinsaure. Un-
ter dem Oberbegriff Sialinsauren wird eine Familie von Zuckern mit 9 Kohlenstoffatomen
zusammengefasst, welche evolutionsbiologisch erstmalig in Vertebraten gebildet wur-
den (siehe Abb. 7). Die negativ geladenen Kohlenhydrate bekleiden die Enden von einer
Vielzahl an Glykokonjugaten, wie N-verknupfte Zuckerketten auf Proteinen, O-
verknupfte Muzinketten, Glykosphingolipiden und sind somit Bestandteil der Oberfla-
chenglykokalyx von Zellen (Varki und Schauer, 2009). Interessanterweise haben aber
auch einige mikrobiologische Pathogene die Fahigkeit zur Expression von Sialinsauren
auf ihrer Oberflache entwickelt, um so vor dem wirtseigenen Immunsystem unentdeckt

zu bleiben.

COOH
OH

OH 6

OH R;NH 4

OH

Abb. 7: Schematische Darstellung einer Sialinsaure. Das erste Kohlenstoffatom ist das
carboxylierte C-Atom. Die restlichen Kohlenstoffatome bilden zwischen C-2 und C-6 ei-
nen Ring aus. An C-6 hangen C-7 bis C-9 als Seitenkette an (aus Pillai et al., 2012).
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FiUr die Rezeptorklasse der Siglecs spielen die Neuramidinsauren die grofRte Rolle. Die-
se Sialinsauren zeichnen sich durch eine N-Acetylierung des C-5 Kohlenstoffatoms mit
einer Aminosaure aus. In den meisten Vertebraten kann durch das Enzym CMAH (Cyti-
dine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase-like protein) die Acetylgruppe
durch eine N-Glykosylgruppe ersetzt werden und so die N-Glykolylneuraminsaure gebil-
det werden. Im menschlichen Organismus ist CMAH nicht funktionsfahig. Welche Folge
diese fehlende Bildung hat ist ebenso Gegenstand von Untersuchungen, wie die Frage
nach dem Einfluss von uUber die Nahrung aufgenommenen, dem menschlichen Orga-
nismus aber unbekannten, N-Glykolylneuraminsauren (Pillai et al., 2012; Varki und
Schauer, 2009).

1.2.2 Siglecs - Einteilung und Funktion

Siglec ist die Abkurzung fur ,Sialic acid-binding Ig-like lectin’ und bezeichnet eine Familie
von Transmembranrezeptoren, welche spezifisch an Sialinsduren binden. Sie gehéren
zur Familie der I-type Lektine, welche ihre Ligandenbindung Uber eine den Immunglobu-
linen ahnliche Proteinstruktur erreichen (Crocker et al., 1998). Siglecs werden haupt-
sachlich auf Zellen des angeborenen Immunsystems, wie beispielsweise der Mikroglia,
gebildet (Crocker et al., 2007).

Siglecs sind Transmembranproteine vom Typ I. Alle Siglecs besitzen an ihrem N-
terminalen extrazellularen Ende eine Ig-like Doméane, welche grofke Ahnlichkeit mit der
Ig V Region (variable Region des Immunglobulins) aufweist. Der Ig V Region folgen je
nach Siglec eine bis sechzehn Ig C-2 Regionen (konstante Region des Immunglobulins).
Die Ig V Domane ist hierbei zusammen mit der ersten Ig C-2 Domaéane fur die Sialinsau-
rebindung verantwortlich. lhr intrazellularer Teil vermittelt die Funktions- und Wirkungs-

weise des Rezeptors nach Ligandenbindung (Pillai et al., 2012; Zaccai et al., 2003).

Klassischerweise werden Siglecs nach ihrer evolutionaren Konservierung eingeteilt. Die
erste Gruppe umfasst die stabil in den verschiedenen Spezies konservierten Siglecs.
Diese sind Siglec-1, -2, -4 und -15. Sie sind untereinander in Funktion und Struktur sehr
heterogen, kommen aber sowohl im Menschen als auch in weiteren Vertebraten vor
(Crocker et al., 2007). Die zweite Gruppe besteht aus Siglec-3 (CD33) und den mit

Siglec-3 verwandten Siglecs. Im menschlichen Organismus sind dies Siglec-3, -5, -6, -7,
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-8, -9-, -10, -11, -12, -14 und -16 und bei der Maus Siglec-E, -F, -G, -H. Innerhalb einer
Spezies sind sie sehr homolog und stimmen zu 50-85 % in ihrer DNA-Sequenz Uberein.
Dahingegen unterscheiden sie sich zwischen den verschiedenen Arten, so dass eine
jede ihren eigenen speziesspezifischen Rezeptorsatz besitzt (daher die unterschiedliche
Nomenklatur bei Mensch und Maus). Der Grund fur diese Unterschiedlichkeit liegt in
einem stetigen und relativ schnellen evolutionaren Wandel, welcher durch eine beson-
dere Anordnung und Genstruktur der mit Siglec-3 verwandten Siglecs auf einem einzi-
gen Chromosom verursacht wird (Cao und Crocker, 2010). Die evolutionare Vielfalt ist
hierbei ein sehr interessanter Aspekt der Siglec-Rezeptorfamilie, da in der genetischen
Unterschiedlichkeit zwischen Mensch und anderen Spezies, bei ansonsten grof3er Ho-
mologie, eine der Ursachen fur die verschiedenen Auspragungen zu finden ist (Pillai et
al., 2012; Crocker et al., 2007).

Eine alternative Einteilung der Siglecs berucksichtigt ihre verschiedenartige Funktions-
und Wirkungsweise. Hierbei kdnnen drei Gruppen unterschieden werden (Pillai et al.,
2012). Die erste Gruppe umfasst Siglec-1 und -4 (siehe Abb. 8). Diese sind am Zustan-
dekommen von Zelladhasion beteiligt und besitzen an ihrem intrazellularen Teil keine fur

eine Signaltransduktion notwendige Struktur (Pillai et al., 2012).
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Abb. 8: Gruppe 1 der Siglecs. Sie enthalt Siglec-1 und -4. Sie sind am Zustandekom-
men von Zelladhasion beteiligt (aus Pillai et al., 2012).

In der zweiten Gruppe werden Siglecs mit einem oder mehreren intrazellularen ITIM
(immunoreceptor tyrosin based inhibition motif) und ITIM-like Motiven zusammenge-
fasst. Sie ist die grofte Gruppe und umfasst Siglec-2, -3, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11 und
12 (siehe Abb. 9). Bei Ligandenbindung kommt es zu einer Phosphorylierung der Tyro-
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sinreste innerhalb des ITIM, welche eine SHP-1- oder SHP-2- (Src homology region 2
domain-containing phosphatase-1/2) vermittelte Signaltransduktion auslost. Hierdurch
wird eine Inhibierung von Immunzellen sowie eine Reduktion der Phagozytoserate und
des Zellumsatzes erzeugt (Linnartz und Neumann, 2013; Pillai et al., 2012; Varki und

Gagneux, 2012).
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Abb. 9: Gruppe 2 der Siglecs. Sie enthalt Siglec-2, -3, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11 und -12.
Diese Siglecs besitzen eine intrazellulare ITIM Domane. Uber diese setzen sie ein
SHP1- und SHP2-vermittelte inhibierende Signalkaskade in Gang (aus Pillai et al.,
2012).

In der dritten Gruppe werden Siglecs zusammengefasst, welche ihre Signaltransduktion
uber das Transmembranadaptermolekil DAP12 (DNAX-associated protein of 12 kDa)
vermitteln. Sie umfasst Siglec-14, -15, und -16 (siehe Abb. 10). DAP12 enthalt an sei-
nem intrazellularen Teil ein ITAM (immunoreceptor tyrosin based activation motif) (Pillai
et al., 2012). Nach Ligandenbindung kommt es zu einer Konformationsanderung des
Rezeptors, wodurch eine erhdhte Zuganglichkeit des ITAMs fur Tyrosinkinasen und so-
mit eine Phosphorylierung der Tyrosinreste erfolgt. Damit wird eine Signalkaskade in
Gang gesetzt, welche zu einer Aktivierung und Differenzierung der Immunzelle mit Ver-
starkung der Phagozytose und Freisetzung von Entzindungsmediatoren fuhrt. Interes-
santerweise konnte fur mit DAP12 assoziierte Rezeptoren aber auch eine inhibierende
Wirkung, wie die Abschwachung der Toll-like Rezeptor (TLR) induzierten Entziindungs-
reaktion und eine verminderte Freisetzung von Entzindungsmediatoren, gezeigt werden
(Hamerman et al., 2005; Pillai et al., 2012; Turnbull und Colonna, 2007). Wie das
Transmembranadaptermolekul DAP12 sowohl eine aktivierende als auch hemmende
Signalkaskade auslosen kann, ist noch nicht vollstandig geklart. Aktuelle Untersuchun-
gen deuten jedoch darauf hin, dass eine schwache und monovalente Rezeptor-

Liganden-Bindung eine Hemmung der Wirkung anderer aktivierender Rezeptoren ver-
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mitteln kann. Im Gegensatz dazu fuhrt eine starke und polyvalente Bindung zu einer Ak-
tivierung und Verstarkung der Immunreaktion (lvashkiv et al., 2011; Pfirsch-Maisonnas
et al., 2011).
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Abb. 10: Gruppe 3 der Siglecs. Sie enthalt Siglec-14, -15 und -16. Diese Siglecs sind
mit dem Transmembranadapterprotein DAP12 verbunden. DAP12 bildet Homodimere
aus und enthalt eine ITAM Domane, Uber welche eine aktivierende Signalkaskade aus-
geldst wird (aus Pillai et al., 2012).

1.2.3 Siglec-16

Die modernen Techniken der Sequenzierung von DNA erbrachten in den letzten 20 Jah-
ren einen enormen Fortschritt in der Erforschung des menschlichen Genoms. So wurde
erstmals im Jahre 2004 die Existenz des Pseudogens Siglec-P16 beschrieben (Grim-
wood et al., 2004). Pseudogene sind nichtfunktionelle Sequenzen genomischer DNA,
welche aus ursprunglich funktionellen Genen entstanden sind (Balakirev und Ayala,
2003). Bei Siglec-P16 ist eine 4 Basenpaare grolde Deletion fur einen Frameshift im Le-
seraster verantwortlich und bewirkt einen Funktionsverlust des Gens. Cao et al. konnten
jedoch zeigen, dass neben diesem nichtfunktionellen Siglec-P16 in einer Subpopulation
der menschlichen Bevolkerung ein potentiell funktionelles Siglec-16-Gen existiert und
eine entsprechende mRNA in diversen Zelllinien und Geweben, unter anderem in feta-
lem Hirngewebe, nachgewiesen werden kann (Cao et al., 2008). Das funktionelle Siglec-
16-Gen zeigte in bisherigen Untersuchungen eine Allelfrequenz von 0,08-0,3 (Mittelwert
0,18). Somit besitzen ca. 30-50 % der menschlichen Population die Mdglichkeit den Re-
zeptor Siglec-16 zu bilden (Wang et al., 2012).

Siglec-16 ist ein Transmembranprotein vom Typ |. Der Rezeptor besitzt eine Ig V Region
und drei Ilg C-2 Regionen, welche fur die Sialinsaurebindung verantwortlich sind. Siglec-

16 hat nur einen kurzen intrazellularen Teil, welchem ein ITIM oder anderes Motiv zur
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Signaltransduktion fehlt. Uber einen positiv geladenen Lysinrest in seiner Transmemb-
randomane ist es jedoch mit dem negativ geladenen Transmembranadaptermolekil
DAP12 verbunden. Dieses enthalt an seinem intrazellularen Teil ein ITAM (immunore-
ceptor tyrosine-based activation motif), welches nach Ligandenbindung an den Rezeptor
eine Signalkaskade auslost (Cao et al., 2008) (siehe Abb. 10).

Das Gen fur Siglec-16 liegt auf Chromosom 19913.3 nur etwa 9000 Basenpaare entfernt
von Siglec-11. Die beiden Gene sind in Kopf zu Kopf Orientierung zueinander angeord-
net und zeigen eine enge genetische Verwandtschaft (Hayakawa et al., 2005). So be-
steht in den ersten 5 Exonen (Diese enthalten die Ig V Region und zwei der Ig C-2 Re-
gionen.) eine Ubereinstimmung der Sequenz von Uber 99 % (zur Evolutionsgeschichte
siehe Abb. 11).

a) b)
[1.0~1.2 million years ago| SIGLECTE Duplication of Primate SIGLEC11 ~20 mya
siGLeCt1 iHHHH—-
_-_H_,,_ll.l.l.l_ll.l_ SIGLECTEP Emergence of Hominid SIGLEC16

\k-/—_/ I]UD_D”] H—{ ] l— Pseudogenization of Hominin SIGLEC16 ~3-4mya

~1 mya

Conversion of < mya _ N
— SIGLEC16 Human SIGLEC16 < Conversion of Hominin
SIGLECT] e _'"_H_I_I_H_-_ by SIGLEC11 SIGLEC11 by SIGLEC16P Selective
SIGLEC16P
”[ ] [ I” I I | [ Hitchhiking of
SIGLEC16P L
Recombination with «— Hominin S’GLEC15P<_ Fixation of Converted
SIGLEC16 with Converted Hominin SIGLECT1
SIGLEC16 SIGLECT11
. l
H /—m-[H-[H]}- SIGLEC16P Low Level Persistence High Frequency of Human Universal
[][j[] HHH—] of Human SIGLEC16 Human SIGLEC16P Converted SIGLEC11
Present Present Present

Abb. 11: Darstellung der Evolutionsgeschichte von Siglec-16 und Siglec-11. a) Mogli-
ches Szenario der Genkonversion zwischen dem Siglec-11 und dem Siglec-16 Gen-
locus. Das humane Siglec-P16 konvertierte das humane Siglec-11 in zwei Regionen,
welche fur die Sialinsaurebindung verantwortlich sind, vor 1,0-1,2 Millionen Jahren.
Nach diesem Ereignis konvertierte Siglec-11 Siglec-P16 zu Siglec-16 im Bereich der
Ig V Region und dem darauf folgenden Teil, in welcher die 4 Basenpaare grof3e Deletion
liegt, welche flr den Funktionsverlusst von Siglec-P16 verantwortlich ist (aus Wang et
al., 2012). b) Graphische Darstellung eines mdgliches Szenarios der Entstehung der
beiden Gene von Siglec-11 und Siglec-16 (aus Wang et al., 2012).

Siglec-11 und Siglec-16 sind humanspezifisch. Das Auftreten der beiden Rezeptoren ist
evolutionsbiologisch zeitlich eng mit der Entstehung der Gattung Homo verbunden.

(Hayakawa et al., 2005; Cao et al., 2008; Wang et al., 2012). Die starke Expression von
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Siglec-11 auf Mikroglia im Vergleich zu anderen Primaten (Hayakawa et al., 2005) lasst
gemeinsam mit dem Einfluss von Mikroglia auf Lern- und Denkprozesse einen Zusam-

menhang mit der groRen neuronalen Plastizitat im menschlichen Gehirn vermuten.

Die grof3e Homologie von Siglec-11 und Siglec-16 in der Sialinsaurebindungsregion legt
eine Bindung an den gleichen Liganden nahe (Cao et al., 2008). Siglec-11 wird auf
Mikroglia gebildet und bindet an a2-8 verbundene Oligosialinsauren, welche vor allem in
humanem Hirngewebe angereichert vorkommen. Der Rezeptor besitzt eine intrazellulare
ITIM-Domane (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif), die eine hemmende
Wirkung auf Mikroglia zeigt, deren Neurotoxizitat senkt und ihre Phagozytoserate verrin-
gert (Hayakawa et al., 2005; Wang und Neumann, 2010). Im Gegensatz dazu ist Siglec-
16 mit dem Transmembranadaptermolekil DAP12 verbunden, welches eine Aktivierung
und Differenzierung der Immunzelle mit Verstarkung der Phagozytose und Freisetzung
von Entzindungsmediatoren ausldst. Die gemeinsame Ligandenbindungsstruktur legt
zusammen mit der jeweiligen Wirkungsweise die Vermutung nahe, dass es sich bei
Siglec-11 und Siglec-16 um ein potentiell aktivierendes/inhibierendes Rezeptorpaar auf
Mikroglia handelt, das sich wechselseitig beeinflusst, um so ein Gleichgewicht in der
Immunantwort zu ermdglichen (Wang et al., 2012). Allerdings kdnnen mit ITAMs assozi-
ierte Rezeptoren auch eine hemmende Wirkung vermitteln (siehe hierzu Kapitel 1.2.2).
Folglich konnte die aktivierende Funktion von Siglec-16 erst unter bestimmten Bedin-

gungen wirksam werden.
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1.3 Transgene Mausmodelle

1.3.1 Genetisch veranderte Tiermodelle

Ein wichtiges Ziel zum besseren Verstandnis des menschlichen Organismus stellt die
Erforschung von Genen und deren Expressionsprodukten dar. Neben einer Vielzahl an
Methoden in vitro ist bis zum heutigen Tag die Untersuchung am Tiermodell fur ein Ver-

standnis in vivo kaum zu ersetzen (L6scher, 2011).

Als Modellorganismus hat sich vor allem die Maus auf Grund ihrer nahen Verwandt-
schaft zum Menschen, ihrer hohen Reproduktionszahl, ihrer kurzen Lebensdauer und
ihrer guten Haltungsmaoglichkeiten als Versuchstier etabliert. DarUber hinaus eignet sie
sich besonders fur Methoden, wie der genetischen Manipulation, der embryonalen
Stammzelltechnologie, der in vitro Fertilisation und des Embryonentransfers (Fox et al.,
2007).

Seit der Erzeugung des ersten transgenen Mausmodells durch Rudolf Jaenisch im Jah-
re 1977 wurden viele Methoden zur Generierung eines genetisch veranderten Tiermo-
dells entwickelt und beschrieben (Jaenisch, 1988). Diese kdnnen in zwei verschiedene
Ansatze unterteilt werden: Das Knock-out-Modell und das transgene Tiermodell. Exis-
tiert im Modellorganismus ein humanaquivalentes Gen kann dieses durch einen soge-
nannten knock-out ausgeschaltet werden, um durch seinen Ausfall Ruckschlisse auf
seine Funktions- und Wirkungsweise zu ziehen. Ist jedoch das zu untersuchende Gen
fur den Menschen spezifisch und liegt nicht im Modellgenom vor kann dieses in das
murine Genom integriert und so ein humanisiertes transgenes Tiermodell erzeugt wer-
den (Gondo et al., 2008).

Fir die Generierung einer transgenen Maus stehen zwei verschiedene Ansatze zur Ver-
fugung. Zum einen kann das gewunschte Gen durch Injektion in den Pronukleus einer
befruchteten Eizelle eingebracht werden. Zum anderen kdnnen genetisch veranderte
embryonale Stammzellen verwendet werden, welche entweder mit Embryonen im 8-
Zell-Stadium zur Fusion gebracht oder mittels Injektion in Blastozysten eingefuhrt wer-
den (Rulicke und Hubscher, 2000; Robertson, 1991; Poueymirou et al., 2007). Die pro-
nukleare Injektion ist aufgrund der einfacheren Durchflhrbarkeit sowie der gréReren Er-

folgsrate die am weitesten verbreitete und am besten etablierte Methode.
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1.3.2 Die Erzeugung eines transgenen Mausmodells mittels pronuklearer Injektion
Bei der pronuklearen Injektion wird das aufgereinigte doppelstrangige transgene Gen-
konstrukt mit Hilfe einer Glaskanule in den Pronukleus einer befruchteten Eizelle inji-
ziert. Im Anschluss erfolgt der Embryonentransfer in ein pseudotrachtiges Muttertier.
(Die Pseudoschwangerschaft entsteht durch eine Verpaarung mit einem sterilisierten
Mannchen.) Wird das Transgen in eines der embryonalen Chromosomen integriert, so
enthalt jede einzelne Zelle des daraus entstehenden Tieres die Information des Gen-
konstrukts. Ist die Integration stabil und wird von einer in die nachste Generation weiter-
gegeben stellt dieses Tier das Grundungstier (FO) einer neuen transgenen Mauslinie dar
(Rulicke und Hubscher, 2000).

Wegen ihrer Robustheit, guter Verpaarbarkeit und dem Vorhandensein von kongenen
Mausstammen wird flr durch Inzucht erzeugte Mauslinien haufig die C57BI/6 Maus ver-
wendet (Mekada et al., 2009). Diese eignet sich jedoch aus technischen Grinden, wie
einer geringen Embryonenanzahl, wenigen Vorkernstadien und einer schlechten Inji-
zierbarkeit, nur bedingt fur das Verfahren der pronuklearen Injektion. Deshalb werden
hierzu Mausembryonen, welche aus der Verpaarung von der Mauslinie B6D2F1 mit der
Mauslinie C57BI/6 entstanden sind verwendet. Die B6D2F1 Mauslinie entsteht aus der
Verpaarung von der Mauslinie C57BI/6 mit der Mauslinie DBA. Der Anteil der Mauslinie
C57BI/6 betragt folglich in der Grindungsgeneration (FO) bereits 75 %. Allerdings kann
erst bei einer Ruckkreuzung mit Mauslinie C57BI/6 in die 10. Generation (F10) von ei-
nem nahezu reinen C57BI/6 Chromosomensatz ausgegangen werden. Um die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Krankheitsmodelle, wie z.B. die EAE (Expe-
rimentelle autoimmune Enzephalomyelitis), einem Mausmodell der Multiplen Sklerose,

zu gewabhrleisten, muss deswegen bis zur 10. Generation zurtick gekreuzt werden.

Ein Problem der Methode der pronukledren Injektion ist die freie Integration des Trans-
gens in das Genom des Zielorganismus. Es besteht keinerlei Kontrolle dariber an wel-
chem Ort und in welcher Zahl das Transgen in das Chromosom inseriert. Dies erschwert
die Interpretation des Mausmodells und erfordert eine genaue Analyse einer jeden Linie.
Durch die unterschiedlich hohe Zahl an Genkopien kann es entweder zu einer geringen
oder einer erhdhten Expression kommen. Integriert sich das Transgen in einen funktio-

nellen Genlocus, wird die Expression dieses Gens gestdrt oder unterbrochen. Im Ge-
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gensatz dazu kann die Integration in einen transkriptiv nicht aktiven Bereich zu einem
Funktionsverlust oder einer mangelhaften Expression des Genkonstrukts fuhren (Ruli-
cke und Hubscher, 2000).

Moderne Ansatze, wie die TALEN- (Transcription Activator-like Effector Nuclease),
CRISPR/Cas- oder CRISPR/Zinkfinger- (Clustered Regularly Interspaced Short Palind-
romic Repeats) Technologien, versuchen diese Probleme zu |I6sen. Mit ihrer Hilfe soll
eine ortsspezifische Integration in das Genom ermdglicht werden. Jedoch ergeben sich
zur Zeit noch technische Schwierigkeiten, welche eine Umsetzung in der Realitat er-
schweren (Boch, 2011; Sander und Young, 2014).
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Abb. 12: Darstellung der Erzeugung eines transgenen Mausmodells mittels pronuklea-
rer Injektion.
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1.3.3 Methoden zur selektiven Genexpression im genetisch veranderten
Tiermodell

Gene werden im menschlichen Korper in unterschiedlicher Art und Weise abhangig von
Gewebe, Zelltyp und Entwicklungsstufe exprimiert. Insbesondere die Genexpression
von Oberflachenrezeptoren ist haufig zellspezifisch. Zusatzlich hangt inre Expression in
der Regel von weiteren Faktoren, wie beispielsweise dem Aktivierungszustand der Zelle,
ab. Eine Steuerbarkeit der Expression des Transgens bei der Erzeugung eines transge-
nen Tiermodells ist darum von besonderem Interesse, um seine Funktionsweise in ei-
nem moglichst wirklichkeitsnahen Modellsystem abbilden zu kénnen. In diesem Zu-
sammenhang sind gewebe- und zellspezifische Promotoren zur Generierung einer se-

lektiven Genexpression von groflder Bedeutung (Hume, 2011).

Ein im Gehirn ausschlieBlich von Mikroglia gebildetes Protein ist Iba1 (ionized calcium-
binding adaptor molecule 1) (Imai et al., 1996). Hirasawa et al. erzeugten mit Hilfe des
Iba1-Promotors ein transgenes Mausmodell, welches eine selektive Expression von
EGFP (enhanced green fluorescent protein) in Mikroglia zeigte. Hierbei wurde ein Gen-
konstrukt aus muriner Iba1-Promotorregion und EGFP-Gensequenz mittels pronuklearer
Mikroinjektion in das murine Genom eingebacht. Der Vorteil des Iba1-Promotors ist
hierbei die robuste Expression des Transgens in Mikroglia wahrend allen Entwicklungs-
stufen der Maus (Hirasawa et al., 2005). Dies erlaubt eine Untersuchung der grundsatz-

lichen Funktion des Proteins.

e Iba1-Promotor | | Transgen I_—

Abbildung 13: Darstellung des Iba1-Transgen-Konstrukts. Der 1,9 KB grof3e Iba1-
Promotor steuert die Expression des Transgens. Dem Transgen ist in diesem Fall eine
Poly-A Sequenz angehangt (modifiziert nach Hirasawa et al., 2005).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Entdeckung des funktionellen Siglec-16-Gens bei einer Subgruppe der menschli-
chen Population durch Cao et al. im Jahr 2008 warf die Frage auf, ob eine Expression
dieses potentiell proinflammatorischen Rezeptors auf Mikroglia vorhanden ist und wel-

che Auswirkung und Funktion diese Expression hat.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Expression und Funktion des Siglec-16-

Rezeptors.

Dazu sollte zunachst der Nachweis der Expression des Rezeptors in humanem Hirnge-
webe und auf humanen Mikroglia erbracht werden. Daruber hinaus sollte eine Methode
entwickelt werden, um den Genotyp von Siglec-16 genauer bestimmen zu kénnen und

somit eine exakte Analyse der Allelfrequenz zu ermdglichen.

Um den humanspezifischen Rezeptor im lebenden Organismus untersuchen zu kénnen,
war es Ziel ein Siglec-16 transgenes Mausmodell zu generieren, in dem mit Hilfe des
spezifischen Iba1-Promotors eine selektive Expression des Rezeptors auf Mikroglia er-
moglicht werden sollte. Mit diesem Modell sollte der Einfluss des Rezeptors auf Immun-

reaktionen auch in vivo gezeigt werden.

In Zellkulturexperimenten sollte der Einfluss des Rezeptors auf Zytokinexpression und
Phagozytoserate untersucht werden. Darlber hinaus sollten Rickschlisse auf mogliche
Regulationen durch verschiedene Botenstoffe auf die Genexpression von Siglec-16 ge-

zogen werden.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

BSA Bovine Serum Albumin
Deoxyribonucleic acid, single stranded
from salmon testes

dNTP Set

0,1 MDTT

EmbryoMax Injection Buffer
Ethanol 2 99 %, p.a.
Ethidiumbromidlésung 1 %
Formamid = 99,5 %

Ficoll 400

GelStar (10.000 x)

HCI Salzsaure 1 mol/l
Hexanucleotide Mix (10 x)
LB Broth (Lennox)

Lenti-X Concentrator

L-Glutamine (200 mM)

Lipofectamine 2000

LPS from Salmonella abortusequi S-

form
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Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA
Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham (MA), USA
Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Merck Millipore, Billerica (MA), USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Clontech Laboratories, Mountain View (CA),
USA

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale (NY),
USA

MEM Non-Essential Amino Acids (100 x)Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham

NaCl Natriumchlorid = 99 %
NaOH Natriumhydroxid = 99 %
N-2 Supplement (100 x)

(MA), USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham



Nuclease-Free Water
50 mM MgSO,4

Penicillin-Streptomycin (5000 U/ml)

Percoll

PeqGold Universal Agaraose

Plasmocin prophylactic

PLL Poly-L-Lysine

PVP Polyvinylpyrrolidone
Recombinant human Interferon-y
Recombinant human Interleukin-4
RNase-Free Water

SDS Sodium dodecyl sulfat = 99 %
Sodium Pyruvate (100 mM)

2 x SYBR Green PCR Master Mix

Trichloromethane/Chloroform Rotipuran

tri-Natriumcitrat Dihydrat = 99 %
TRIS 299 %

TRIzol Reagent Ambion
UltraPure Agarose

2.1.2 Enzyme

Agel

BsiEl
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(MA), USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Peqlab Biotechnologies GmbH, Erlangen,
Deutschland

Invivogen, San Diego (CA), USA

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Life Technologies, Thermo Fischer Scientific,
Waltham (MA), USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland
New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
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Deutschland

DNA Polymerase |, Large (Klenow) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,

Fragment Deutschland

Eco47lll Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz

EcoRl Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz

EcoRl New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Ndel New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Nsil New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Notl New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Platinum Tag DNA Polymerase High Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham

Fidelity (MA), USA

SuperScriptTM Il RT Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Taq DNA Polymerase Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz

T4 DNA Ligase New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Xbal New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,

Deutschland
Trypsin-EDTA (0,25 %), phenol red Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham

(MA), USA

2.1.3 Puffer und Losungen

DMEM/F-12 Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

DMEM, high glucose Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

DPBS no calcium, no magnesium Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham

(MA), USA



FCS Fetal calf serum

First-Strand Buffer (5 x)

HBSS no Calcium no Magnesium

HBSS 10 x no Calcium no Magnesium

10 x High Fidelity PCR Buffer

Opti-MEM |

PCR reaction buffer (10 x)

2.1.4 Kits

Biotin DecalLabel DNA Labeling Kit
RNeasy Lipid Tissue Kit

GenElute Mammalian Genomic DNA
Miniprep Kit

MinElute PCR Purification Kit
NucleoBond Xtra Maxi EF Kit
NucleoSpin Plasmid

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAqick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Spin Miniprep Kit
Phototope-Star Detection Kit

REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit
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Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham
(MA), USA

Roche, Rotkreuz, Schweiz

Thermo Fischer Scientific, Waltham (MA), USA
Qiagen, Venlo, Niederlande
Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

Macherey Nagel, Duren, Deutschland
Macherey Nagel, Duren, Deutschland
Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

Qiagen, Venlo, Niederlande

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA
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LB-Medium 20 g LB Broth (Sigma Aldrich), 1 | H20 Bei 121 °C fur 15 Minuten

autoklavieren.

MEF-Medium DMEM (Gibco), 10 % fetal bovine serum (Gibco), 2 mM L-
Glutamine (Gibco), 1 mM Sodium Pyruvate (Gibco), 1 x MEM
Non-Essential Amino Acids (Gibco)

N2-Medium DMEM/F-12 (Gibco), 1 x N-2 Supplement (Gibco), 1 x Penicillin-
Streptomycin (Gibco), 2 mM L-Glutamine (Gibco)

2.1.6 Primer
Genotyping-Siglec-16-Forward
Genotyping-Siglec-16-Reverse
Human-GAPDH-Forward
Human-GAPDH-Reverse
Iba1-Sequencing-Forward-1
Iba1-Sequencing-Forward-2
Iba1-Sequencing-Forward-3
Iba1-Sequencing-Forward-4
Iba1-Sequencing-Reverse-1
Iba1-Sequencing-Reverse-2
Iba1-Sequencing-Reverse-3
Maus-GAPDH-Forward
Maus-GAPDH-Reverse
Maus-lba1-Forward
Maus-lba1-Reverse
Maus-IL-1B-Forward
Maus-IL-1B-Reverse
Maus-TNFa-Forward
Maus-TNFa-Reverse
Neo-Reverse

PGK-Forward
Siglec-16-rtPCR-Forward-1

5'-CTGAGCCTCTGCATCTCC-3'
5'-GGGTGGGGAATTCTTGTGC-3’
5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3’
5-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3
5’-ATCGATTACTATAGGATGCATCGTG-3’
5’-GGGAGTTAGCAAGGGAATGAGT-3
5’-CAAGGCTATCCCTGGTATGAG-3’
5-CTCCGGGAGCTGATCTAAGTCTTTC-3
5’-CTCATACCAGGGATAGCCTT-3
5-GTGTGGAAAGGCACCAGGAT-3’
5-CTGAACTTGTGGCCGTTTAC-3’
5’-ACAACTTTGGCATTGTGGAA-3
5’-GATGCAGGGATGATGTTCTG-3’
5’-GAAGCGAATGCTGGAGAAAC-3’
5’-AAGATGGCAGATCTCTTGCC-3’

5’- ACAACAAAAAAGCCTCGTGCTG-3’
5-CCATTGAGGTGGAGAGCTTTCA-3
5’-CCGTCAGCCGATTTGCTATCT-3’
5’-ACGGCAGAGAGGAGGTTGACTT-3
5-TTTCTCGGCAGGAGCAAGGT-3
5-TAGCACGTCTCACTAGTCTCG-3
5’-GAAGATCCTGCTTCTCTGC-3’
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Siglec-16-rtPCR-Reverse-1
Siglec-16-tPCR-Forward-2
Siglec-16-tPCR-Reverse-2
Siglec-16-Agel

Siglec-16-Ecorl
Siglec-16-Sequencing-Reverse-1
Siglec-16-Sequencing-Forward-1
Siglec-16-Sequencing-Forward-2
Siglec-16-Sequencing-Forward-3
Siglec-16-EcoRllIl-Forward
Siglec-16-EcoRI-Reverse

2.1.7 Antikorper

Anti-human Siglec-16-APC (FAB 6819A)
Anti-human Siglec-11-PE (FAB3258P)
Anti-mouse CD45 V450 30-F11 (560501)

Anti-mouse CD11b APC-Cy7 M1/70 (561039)

Goat IgG PE-Conjugated Antibody (IC108P)

Mouse IgG2B Isotype Control-APC (IC0041A)

2.1.8 Verbrauchsmaterialien
Amersham Hybond-N+ Nylon Membrane
BD Plastipack Spritze

Corning Costar cell culture plates 6 well
Corning cell scraper

Corning non-treated culture dishes
Discardit Il Spritzen 10 mi
Eppendorfgefal® 1,5 ml

50ml Falcon Conical Tube

Falcon Disposable Polystyrene Serological
Pipetts

Micro-Sieb, 70 pm, steril

5-TTAGTCCGTGACAGCGTC-3’
5'-CCGGTGACGGTCATCTGTG-3’
5’-AGTTGGAGGGAGGCCACAC-3’
5’-AAAGACCCGGTGCTCCTGTGGCCACTA-3’
5-GATCCGAATTCTTAGTCCGTGACAGCGTC-3
5-GCTTCCTCTCTCCACCCGAA-3
5-ATGGCTGGGACGAGTCTACTGC-3'
5-AACCAGACCAAGCACCTCCCAC-3
5-TGCCTCGGGTTCAAATGG-3'
5’-AAAGCGCTCTCGAGGCCACC-3’
5’-CGACGAATTCTTAGTCCGTGAC-3’

R&D Systems, Minneapolis (MN), USA
R&D Systems, Minneapolis (MN), USA
BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA
BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA
R&D Systems, Minneapolis (MN), USA
R&D Systems, Minneapolis (MN), USA

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA
Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA
Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA
Sigma Aldrich, St. Louis (MO), USA

BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA
BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA

BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ), USA



Roéntgenfilm 18 x 24 T-Mat 100 BI.
Sterican 0,90 x 70 mm
Steritop-GP, 0,22 um

96-Well Platte

2.1.9 Technische Ausrustung
AGFA Curix 60 Rontgenfilmentwickler
Axiovert 200 M

BIOFUGE fresco

Dark Reader DR89X Transilluminator

FACSAria

FACSCanto Il
Mastercycler epgradient S
Magafuge 16R

T3 Thermocycler

2400 UV-Stratalinker

2.1.10 Software

ApE- A plasmid Editor v2.0.46
FlowdJo v9.8.1

Gentle 1.9.4

iDraw

SPSS v21
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Kodak, Stuttgart, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Merck Millipore, Billerica (MA), USA

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Agfa, Mortsel, Belgien

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Clare Chemical Research, Dolores (CO),
USA

BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ),USA
BD Bioscience, Franklin Lakes (NJ),USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Biometra, Géttingen, Deutschland
Stratagene, La Jolla (CA), USA

Biologylabs, Salt Lake City (UT), USA
FlowdJo, LLC, Ashland (OR), USA
Gentle, Koln, Deutschland

Indeeo Inc. USA

IBM, Sindelfingen, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von RNA und DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode ist ein Verfahren zur Isolation von RNA,
DNA und Proteinen aus einer einzelnen Gewebeprobe (Chomczynski, 1993;
Chomczynski et al., 1987). Hierzu wurden 30-100 mg des Gewebes in 1 ml TRIzol Re-
agent (Ambion) homogenisiert und flr 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im An-
schluss wurden 200 pl Trichlormethan/Chloroform (Carl Roth) hinzugegeben, die Probe
durch Schutteln gut gemischt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
Zentrifugation bei 12.000 U/min in einer Tischzentrifuge uber 10 Minuten bei 4 °C wurde
eine Phasenauftrennung in eine obere wassrige Phase (RNA), eine mittlere weille Pha-

se (Proteine/DNA) und eine untere rote organische Phase (DNA) erreicht.

Um die RNA zu féllen, wurde die wassrige Phase vorsichtig abgenommen und mit
500 ul Isopropanol vermischt. Eine Zentrifugation bei 12.000 U/min in einer Tischzentri-
fuge Uber 10 Minuten und bei 4 °C erbrachte eine gelartige Sedimentierung der RNA.
Der Uberstand wurde abgenommen und die RNA 3 x in 70 % Ethanol (Carl Roth) ge-
waschen. Nach jedem Waschgang wurde die Probe bei 6.000 U/min in einer Tischzent-
rifuge fur 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Im Anschluss
wurde die RNA bei Raumtemperatur getrocknet und in RNase-freiem Wasser (Qiagen)

gelost.

Die DNA wurde, nach vollstandiger Entfernung der wassrigen Phase, durch die Zugabe
von 300 pl 100 % Ethanol (Carl Roth) gefallt. Durch Zentrifugation bei 6.000 U/min in
einer Tischzentrifuge fur 5 Minuten und bei 4 °C wurde die Sedimentierung der DNA
erreicht. Der Phenol-Ethanol-Uberstand wurde abgenommen. Die DNA wurde 3 x in
1 ml 0,1 M tri-Natriumcitrat Dihydrat (Carl Roth) mit 10 % Ethanol (Carl Roth) und im
Anschluss 3 x in 1 ml 70 % Ethanol (Carl Roth) gewaschen. Nach jedem Waschgang
wurde die Probe bei 6.000 U/min in einer Tischzentrifuge fur 5 Minuten bei 4 °C zentri-
fugiert und der Uberstand entfernt. Im Anschluss wurde die DNA 5 Minuten bei Raum-

temperatur getrocknet und in Nuklease-freiem Wasser (Qiagen) gelost.

2.2.2 Umschreibung von RNA in cDNA mittels reverser Transkriptase
Die RNA wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode isoliert (siehe Kapitel



39

2.2.1). Anschliefend wurden 3-5 pg der RNA zusammen mit 10 mM dNTP-Mix (jeweils
10 mM dATP, dTTP, dGTP und dCTP (Thermo Fischer)) und 1 x Hexanucleotide Mix
(Roche) bei 65 °C Uber 5 Minuten erhitzt und im Anschluss fur 1 Minute auf Eis gekuhlt.
Im Folgenden wurden die Proben mit 1 x First-Strand Buffer (Invitrogen), 0,005 M DTT
(Invitrogen) und 200 Einheiten SuperScriptTM Il RT (Invitrogen) versetzt und bei 55 °C
fur 60 Minuten inkubiert. Die Reaktionen wurden in einem T3 Thermocycler (Biometra)
durchgefuhrt.

2.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Es wurden 100-200 ng DNA, 0,2 yM dNTP-Mix (jeweils 10 mM dATP, dTTP, dGTP und
dCTP (Thermo Fischer)), 0,2 uM Vorwarts-Primer, 0,2 yM Ruckwarts-Primer, 1 x PCR
reaction buffer (Roche) und Nuklease-freies Wasser (Qiagen) bis zu einem Endvolumen
von 50 ul vermischt. Im Anschluss wurden 1,25 U Taq DNA Polymerase (Roche) hinzu-

geflgt. Die Reaktion wurde in einem T3 Thermocycler (Biometra) durchgefuhrt.

2.2.4 Quantitative real-time PCR

Es wurden 1 x SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 yM Vorwarts-
Primer, 0,2 yM Ruckwarts-Primer und Nuklease-freies Wasser (Qiagen) bis zu einem
Endvolumen von 25 ul vermischt und auf eine 96-Well Platte pipettiert. Die quantitative
real-time PCR wurde mit einem Mastercycler epgradient S (Eppendorf) durchgeflhrt.

Die Spezifitat der Amplifizierung wurde mit Hilfe der Schmelzkurve Gberpruft.

2.2.5 Transformation und Vervielfaltigung von Plasmiden

Es wurden 100 ul chemisch kompetent gemachte TOP10 uUber 15 Minuten auf Eis auf-
getaut. Jeweils 50-200 ng Plasmid wurden zu den Zellen gegeben und in einem 1,5 ml
Eppendorfgefall (Sarstedt) fur weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Um eine Aufnahme
der Plasmide in die permeablen Zellen zu erreichen, wurden diese fur 45 Sekunden bei
42° C in einem Wasserbad hitzegeschockt und im Anschluss fur 2 Minuten auf Eis ab-
gekuhlt. Zu den Zellen wurden 900 pl LB-Medium gegeben und die Zellsuspension in
einem Thermoblock (Heraeus) bei 37 °C und 350 U/min fur 1 Stunde inkubiert. Die Zel-
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len wurden bei 6.000 U/min flr 3 Minuten in einer Tischzentrifuge (Heraeus) abzentrifu-
giert und in 100 uyl LB-Medium resuspendiert. Mit dieser Suspension wurden mit LB-
Ampicillin-Agar (100 pg/ml) beschichtete Petrischalen beimpft und fur 16 Stunden bei
37 °C bebrutet. Mit einer 100 pl Pipettenspitze wurden auf den beimpften Platten ge-
wachsene Kolonien abgenommen, 5 ml LB-Ampicillin-Medium (100 pg/ml) fir eine Mi-
nipraparation beimpft und fir 12-16 Stunden bei 37 °C bei 100-200 U/min in einem
Schittler inkubiert. Die Minipraparation wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qi-

agen) nach Herstellerangaben durchgeflhrt.

2.2.6 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden humane aus induzierten pluripotenten Stammzellen erzeugte
Mikroglia (iPSdM), murine aus embryonalen Stammzellen erzeugte Mikroglia (ESdM,;
Beutner et al., 2010), Human Embryonic Kidney 293 t Zellen (HEK 293 t) und Human
Embryonic Kidney 293 ft Zellen (HEK 293 ft) verwendet. Die aus induzierten pluripoten-
ten Stammzellen erzeugte Mikroglia (iPSdM) wurde von Frau Dr. Kristin Roy und Frau
Mona Mathews (Institut fur Rekonstruktive Neurobiologie, Bonn) generiert und zur Ver-
fugung gestellt. Die Mikrogliazelllinien wurden in Zellkulturschalen von Sigma Aldrich
bei 37 °C und 5 % CO; in N2-Medium kultiviert. Die HEK 293 Zelllinien wurden in Zell-
kulturschalen von Sigma Aldrich bei 37 °C und 5 % CO; in MEF-Medium kultiviert. Die

Zellkultur war frei von Mycoplasmen.
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2.2.7 Genotypisierung von humanem Gewebe

2.2.7.1 Genetische Analyse

Zunachst wurde eine genaue Analyse des Genomabschnitts von Siglec-16, Siglec-P16
und wegen seiner Homologie und evolutionaren Verwandtschaft auch von Siglec-11
durchgefuhrt. Als Referenzen wurden die Datenbanken des National Center for Biotech-
nology Information (NCBI) herangezogen (National Center for Biotechnology Informati-
on, 2012 a). Hierbei wurden zwei Bereiche des Genoms herausgearbeitet, welche sich
aufgrund der hier auftretenden Polymorphismen besonders zur Analyse des Genotyps
eignen (Siglec-11: 455 und 610-617 (National Center for Biotechnology Information,
2012 b); Siglec-P16: 368 und 519-526 (National Center for Biotechnology Information,
2012 c); Siglec-16: 280 und 435-442 (National Center for Biotechnology Information,
2012 d).

Im ersten Bereich liegt ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) vor (Siglec-11: 455/Adenosin/A; Siglec-16: 280/Cytidin/C; Siglec-P16:
368/Adenosin/A). Das Siglec-16-Gen besitzt an dieser Stelle ein Cytidin anstelle eines

Adenosins bei Siglec-P16 und Siglec-11.

Im zweiten Bereich liegt die 4 Basenpaare (BP) groRe Region, deren Deletion bei
Siglec-P16 zum Funktionsverlust fuhrt (Siglec-11: 610-617/TTCTTTCT; Siglec-16: 435-
442/TTCTTTCT; Siglec-P16: 519-526/TTCT). Hierbei ist anzumerken, dass sich die Po-
lymorphismen in diesem Bereich nicht nur auf die 4 BP Deletion beschranken. Da sich
diese Unterschiede jedoch auf dem Intron befinden, haben sie keine weitere Auswirkung

auf die Genexpression.

2.2.7.2 Durchfuhrung

Die genomische DNA wurde aus den Gewebeproben mittels Phenol-Chloroform-
Extraktionsmethode isoliert (siehe Kapitel 2.2.1). Im Folgenden wurde mit 10-100 ng
genomischer DNA und den Primern Genotyping-Siglec-16-Forward (5-CTGAGCCTCT-
GCATCTCC-3') und Genotyping-Siglec-16-Reverse (5'-GGGTGGGGAATTCTTGTGC-
3’) eine PCR unter folgenden Bedingungen [1 x (94 °C - 3 Minuten); 35 x (94 °C >
45 Sekunden; 58 °C > 45 Sekunden; 72°C - 45 Sekunden); 1x (72°C -
10 Minuten); 4 °C - Pause] durchgefuhrt. Das PCR-Produkt wurde mit dem MinElute
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PCR Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt und im Anschluss
mit dem Primer Genotyping-Siglec-16-Reverse sequenziert. Die Sequenzierung wurde

von der Sequence Laboratories Gottingen GmbH durchgefuhrt.

2.2.7.3 Auswertung

Da die Sequenzierung mit dem Primer Genotyping-Siglec-16-Reverse durchgefihrt
wurde, zeigt das Sequenzierungsergebnis den Minusstrang in 5’-3’-Richtung. Zur Geno-
typenanalyse wurde deshalb der Plusstrang (,reverse complement’) herangezogen. Die

Auswertung der Sequenzierung erfolgte mit dem Programm Gentle 1.9.4.

Der Genomabschnitt, in welchem die 4 BP-Deletion im Siglec-P16-Gen liegt, befand
sich zwischen Basenpaar 90 und 110 der Sequenzierung. Der Genomabschnitt mit dem
Einzelnukleodit-Polymorphismus (SNP) zwischen Siglec-16 (Cytidin), Siglec-P16 (Ade-
nosin) und Siglec-11 (Adenosin) lag zwischen Basenpaar 250 und 270. Im Folgenden
werden die einzelnen Genotypen (homozygoter Siglec-16/Siglec-16-Genotyp; homozy-
goter Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp; heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp) mit

den entsprechenden Sequenzierungen dargestellt.
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I. Homozygoter Siglec-16/Siglec-16-Genotyp.

a) Basenpaar 90 bis 110: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-16 in diesem Genom-
abschnitt spezifische Sequenz TTCTTTCTAAAA. Im Hintergrund ist keine Sequenzie-
rung des Siglec-P16-Gens zu erkennen (siehe Abb. 14).

110 A4BP 100

Abb. 14: Siglec-16/Siglec-16-Genotyp. Sequenzierung Uber dem Genomabschnitt, in
dem die 4 BP-Deletetion liegt. Die fur Siglec-16 in diesem Genomabschnitt spezifische
Sequenz TTCTTTCTAAAA ist mit einer Linie markiert. Die Sequenz TTCT, deren Dele-
tetion bei Siglec-P16 zum Funktionsverlusst fuhrt, ist grau hinterlegt.

b) Basenpaar 250 bis 270: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz CAATGAGCA. Es ist kein um 4 Bassenpaare nach
rechts verschobenes Signal fir ein Adenosin (grin) des Siglec-P16-Gens zu erkennen
(siehe Abb. 15).

Abb. 15: Siglec-16/Siglec-16-Genotyp. Sequenzierung Uber dem Genomabschnitt, in
dem der Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) zwischen Siglec-16 (Cytidin (C, blau)),
Siglec-P16 (Adenosin (A, grin)) und Siglec-11 (Adenosin (A, grun) vorliegt. Die fur
Siglec-16 in diesem Genomabschnitt spezifische Sequenz CAATGAGC ist mit einer Li-
nie markiert. Pfeil 1 markiert das Cytidin von Siglec-16. Bei Pfeil 2 ist kein um vier Ba-
senpaare verschobenes Adenosin von Siglec-P16 vorhanden.
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Il. Homozygoter Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp

a) Basenpaar 90 bis 110: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-P16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz TTTGTTCTAAAA. Im Hintergrund ist eine Sequen-
zierung des Siglec-11-Gens zu erkennen (ein Cytidin (blau) und Thymidin (rot)) (siehe
Abb. 16).

100 A4BP

bl
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Abb. 16: Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp. Sequenzierung Uber dem Genomabschnitt,
in dem die 4 BP-Deletetion liegt (siehe Kasten). Die fur Siglec-P16 in diesem Genomab-
schnitt spezifische Sequenz TTTGTTCTAAAA ist mit einer Linie markiert. Pfeil 1 und
Pfeil 2 markieren das Cytidin (blau) und Thymidin (rot) des Siglec-11-Gens.

b) Basenpaar 250 bis 270: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-P16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz AAATGAAGC. Es ist das um 4 Basenpaare nach

links verschobene Adenosin (grin) des Siglec-11-Gens zu erkennen (siehe Abb.17).

Abb. 17: Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp. Sequenzierung Uber dem Genomabschnitt,
in dem der Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) zwischen Siglec-16 (Cytidin (C,
blau)), Siglec-P16 (Adenosin (A, grun)) und Siglec-11 (Adenosin (A, grun)) vorliegt. Die
fur Siglec-P16 in diesem Genomabschnitt spezifische Sequenz AAATGAAGC ist mit
einer Linie markiert. Das Adenosin von Siglec-P16 ist mit Pfeil 2 markiert. Pfeil 1 mar-
kiert das um vier Basenpaare nach links verschobene Adenosin von Siglec-11.
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lll.1 Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp: Sequenzierung von Siglec-16 im
Vordergrund

a) Basenpaar 90 bis 110: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-16 in diesem Genom-
abschnitt spezifische Sequenz TTCTTTCTAAAA. Im Hintergrund ist die Sequenzierung
des Siglec-P16-Gens zu erkennen. Nach dem Ort der 4 Basenpaare groRen Deletion
kommt es zu einer sichtbaren Uberlagerung der beiden Sequenzen von Siglec-16 und
Siglec-P16 (siehe Abb. 18).

A4BP o9 90

Abb. 18: Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp - Siglec-16-Sequenz im Vordergrund. Se-
quenzierung Uber dem Genomabschnitt, in dem die 4 BP-Deletetion liegt. Die fur Siglec-
16 in diesem Genomabschnitt spezifische Sequenz TTCTTTCTAAAA ist mit einer Linie
markiert. Es liegt eine Hintergrundsequenzierung von Siglec-P16 vor (siehe Pfeil 1
(Thymidin (T, rot)) und Pfeil 2 (Guanosin (G, schwarz)).

b) Basenpaar 250 bis 270: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz CAATGAAGC. Um 4 Basenpaare nach rechts ver-

schoben ist im Hintergrund das Adenosin (griin) des Siglec-P16-Gens zu erkennen. Ne-

ben dem Cytidin des Siglec-16 ist das Adenosin des Siglec-11 als Hintergrundsignal
sichtbar (siehe Abb. 19).

Abb. 19: Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp - Siglec-16-Sequenz im Vor-
dergrund Sequenzierung Uber dem Genomabschnitt, in welchem der Einzelnukleotid-
Polymorphismus (SNP) zwischen Siglec-16 (Cytidin (C, blau)), Siglec-P16 (Adenosin (A,
grun); siehe 2. Pfeil) und Siglec-11 (Adenosin (A, grun)) vorliegt. Die fur Siglec-16 in
diesem Genomabschnitt spezifische Sequenz CAATGAAGC ist mit einer Linie markiert.
Pfeil 1 markiert das Cytidin von Siglec-16 (ebenfalls ein Adenosin von Siglec-11 zu se-
hen). Pfeil 2 markiert das um 4 BP verschobene Adenosin von Siglec-P16.
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lll.2 Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp: Sequenzierung von Siglec-P16
im Vordergrund

a) Basenpaar 90 bis 110: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-P16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz TTTGTTCTAAAA. Im Hintergrund ist eine Sequen-
zierung des Siglec-16- und Siglec-11-Gens zu erkennen. Nach dem Ort der 4 Basen-
paare groRRen Deletion kommt es zu einer sichtbaren Uberlagerung der beiden Sequen-
zen (siehe Abb. 20).

A4BP

Abb. 20: Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp - Siglec-P16-Sequenz im
Vordergrund. Sequenzierung Uber dem Genomabschnitt, in dem die 4 BP-Deletetion
liegt. Die fur Siglec-P16 in diesem Genomabschnitt spezifische Sequenz TTTGTT-
CTAAAA ist mit einer Linie markiert. Der Kasten markiert den Ort der 4 BP-Deletion. Die
Pfeile markieren das Cytidin (blau, Pfeil 1) und Thymidin (rot, Pfeil 2) von Siglec-16 und
Siglec-11.

b) Basenpaar 250 bis 270: Die Sequenzierung zeigt die fur Siglec-P16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz AAATGAAGC. Im Hintergrund ist sind die um 4 Ba-
senpaare nach links verschobenen Sequenzen von Siglec-16 und Siglec-11 zu sehen
(siehe Abb. 21).

260 250

Abb. 21: Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp - Siglec-P16-Sequenz im
Vordergrund. Sequenzierung uber dem Genomabschnitt, in welchem ein Einzelnukleo-
tid-Polymorphismus (SNP) zwischen Siglec-16 (Cytidin (C, blau)), Siglec-P16 (Adenosin
(A, grun)) und Siglec-11 (Adenosin (A, grun)) liegt. Die fur Siglec-P16 in diesem Ge-
nomabschnitt spezifische Sequenz AAATGAAGC ist mit einer Linie markiert. Pfeil 2
markiert das Adenosin von Siglec-P16. Pfeil 1 markiert das um 4 BP verschobene Cyti-
din von Siglec-16 und Adenosin von Siglec-11.
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lI.3 Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp: Uberlagerung der Sequenzie-
rung von Siglec-16 und Siglec-P16

a) Basenpaar 90 bis 110: Die Sequenzierung zeigt die Sequenzen von Siglec-16 und
Siglec-P16 in gleich starker Intensitat. Nach dem Ort der 4 Basenpaare grof3en Deletion
kommt es zu einer sichtbaren Uberlagerung der beiden Sequenzen. Durch die Uberla-

gerung ist keine der beiden deutlich zu differenzieren (siehe Abb. 22).

A4BP LJAaBP
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Abb. 22: Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp - Uberlagerung der Sequen-
zen von Siglec-16 und Siglec-P16. Sequenzierung uber dem Genomabschnitt, in wel-
chem die 4 BP-Deletetion liegt. Nach der Deletion (siehe Kasten) kommt zu einer Uber-
lagerung der Sequenzen von Siglec-16, Siglec-P16 und Siglec-11 (siehe Pfeil 1 und 2).
Vor dem Polymorphismus (siehe Kasten) ist keine Uberlagerung zu sehen.

b) Basenpaar 250 bis 270: Wegen der Uberlagerung der Sequenzen kann die Sequen-
zierung nur Anhand der Fluoreszenzsignale ausgewertet werden. Es sind um 4 Basen-
paare versetzt die Sequenzen von Siglec-16, Siglec-11 und Siglec-P16 zu sehen (Abb.
23).

260 Siglec-P16
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Abb. 23: Heterozygoter Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp - Uberlagerung der Sequen-
zen von Siglec-16 und Siglec-P16. Sequenzierung uber dem Genomabschnitt, in wel-
chem der Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) zwischen Siglec-16 (Cytidin (C, blau)),
Siglec-P16 (Adenosin (A, grun)) und Siglec-11 (Adenosin (A, grun)) vorliegt. Bei Pfeil 1
ist das Cytidin von Siglec-16 und das Adenosin von Siglec-11 zu sehen. Bei Pfeil 2 ist
das um 4 BP nach rechts verschobene Adenosin von Siglec-P16 zu sehen.
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2.2.8 Nachweis von Siglec-16-Gentranskript in humanem Hirngewebe

Die RNA wurde aus humanem Hirngewebe mittels Phenol-Chloroform-Extraktions-
methode (siehe Kapitel 2.2.1) isoliert und mittels reverser Transkriptase in komplemen-
tare cDNA (siehe Kapitel 2.2.2) umgeschrieben. Im Anschluss wurde eine PCR (siehe
Kapitel 2.2.3) mit 200 ng cDNA und den Primern Siglec-16-RT-PCR-Forward-1 (5’-
GAAGATCCTGCTTCTCTGC-3’) und Siglec-16-RT-PCR-Reverse-1 (5’-TTAGTCCGTG-
ACAGCGTC-3’) oder Human-GAPDH-Forward (5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3)
und Human-GAPDH-Reverse (5-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3’) unter folgenden
Reaktionsbedingungen [1 x (94 °C - 3 Minuten); 36 x (94 °C - 45 Sekunden; 60 °C -
45 Sekunden; 72 °C - 45 Sekunden); 1 x (72 °C - 10 Minuten)] durchgefuhrt. Die Pro-
ben wurden auf ein 1 % Agarosegel (PeqGold Universal Agarose Peglab) mit Ethidium-
bromid (Carl Roth) 1:10.000 aufgetragen und mittels Elektrophorese der Gréf3e nach

aufgetrennt. Das Gel wurde unter UV-Licht fotografiert.

2.29 Nachweis von Siglec-16 auf humanen aus induzierten Stammzellen
generierten Mikroglia (iPSdM)

An Tag 1 wurden 100.000 Zellen/Well der iPSdM Linien 1, 2 und ALS auf einer 6 Well
Platte (Sigma Aldrich) in N2-Medium ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. An
Tag 2 wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellscrapers (Sigma Aldrich) von der Zellkultur-
schale gekratzt, 3 x in 1 ml DPBS (Gibco) gewaschen und mit dem direkt gekoppelten
Antikérper Anti-human Siglec-16-APC (R&D Systems) oder Mouse 1gG2B Isotype Con-
trol-APC (R&D Systems) markiert. Die Bindung wurde mittels Durchflusszytometrie mit
einem FACS Canto Il (BD Bioscience) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm FlowJo v9.8.1 (FlowJo, LLC).

2.2.10 Bestimmung des Einflusses von Immunstimulation auf die Genexpression
von Siglec-16 in humanen aus induzierten Stammzellen generierten Mikroglia
(iPSdM)

An Tag 1 wurden 100.000 Zellen/Well der iPSdM Linie 1 auf einer 6 Well Platte (Sigma
Aldrich) in N2-Medium ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. An Tag 2 erfolgte
die Stimulation mit LPS (Enzo), TNF-a (R&D), Interferon-y (R&D) und Interleukin-4
(Sigma Aldrich) Uber 24 Stunden bei 37 °C und 5 % COa. Als Kontrolle wurden nicht
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stimulierte Zellen verwendet. An Tag 3 wurde das Medium abgenommen und die Zellen
in 1 ml TRIzol Reagent (Ambion) lysiert. Die RNA wurde mittels Phenol-Chloroform-
Extraktionsmethode (siehe Kapitel 2.2.1) isoliert und mittels Reverser Transkriptase
(siehe Kapitel 2.2.2) in komplementare cDNA umgeschrieben. Die Expressionlevel von
Siglec-16 und GAPDH wurden mit Hilfe der quantitativen real-time PCR (siehe Kapitel
2.2.4) untersucht. Die relativen Expressionslevel von Siglec-16 wurden mit der 2*-AACT
Methode bestimmt. Als Referenzgen diente die Expression des Housekeepergens
GAPDH. Es wurden folgende Primerpaare verwendet: Siglec-16-RT-PCR-Forward-2 (5’-
CCGGTGACGGTCATCTGTG-3'), Siglec-16-RT-PCR-Reverse-2 (5°-AGTTGGAGGGA-
GGCCACAC-3’'), Human-GAPDH-Forward (5-CTGCACCACCAACTGCTTAG-3’) und
Human-GAPDH-Reverse (5-TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3’). Die Spezifitat der
Amplifizierung wurde mit Hilfe der Schmelzkurve bestatigt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe des Student’s T-Test.

2.2.11 Die Klonierung des pLenti-Siglec16-EF1a-IRES-GFP-Plasmids

Das Siglec-16 Gen wurde mit den Primern Siglec-16-EcoRlIlI-Forward (5-AAAGCGCTC-
TCGAGGCCACC-3’) und Siglec-16-EcoRI-Reverse (5-CGACGAATTCTTAGTCCGTG-
AC-3’) vom Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid (siehe Abb. 34) mittels PCR amplifiziert. Die
Primer enthielten endstandig die Sequenz fir die Endonucleasen Eco47Ill und EcoRl,
welche eine spezifische Integration in das pLenti-EF1a-IRES-GFP Plasmid ermdglich-
ten. Das PCR-Produkt wurde mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach Her-
stellerangaben aufgereinigt. Das Siglec-16-Gen und 5 ug pLenti-EF1a-IRES-GFP Plas-
mid wurden mit den Restriktionsenzymen Eco471ll (Roche) und EcoRI (Roche) in 1 x
SuRE/Cut Buffer H (Roche) bei 37 °C Uber 2 Stunden verdaut. Das Produkt wurde auf
ein 1 % Agarosegel (UltraPureTM Agarose, Invitrogen) mit GelStar (Lonza) 1:10.000 als
Fluoreszenzfarbstoff aufgetragen und mittels Gelelektrophorese der Grof3e nach aufge-
trennt. Im Anschluss wurden das Siglec-16-Gen und das pLenti-EF1a-IRES-GFP-
Plasmid unter Blaulicht auf dem Dark Reader Transilluminator (Clare Chemical Rese-
arch) ausgeschnitten. Die DNA-Fragmente wurden mittels QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben extrahiert. Das Siglec-16 Gen und das pLenti-EF1a-
IRES-GFP-Plasmid wurden mit der T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) verbunden
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und mittels Transformation (siehe Kapitel 2.2.5) und Minipraparation (QlAquick Spin Mi-
niprep Kit, Qiagen) vervielfaltigt. Um eine erfolgreiche Klonierung zu tberprifen wurde
das plLenti-Siglec16-EF1a-IRES-GFP-Plasmid mit den Primern Siglec-16-Sequencing-
Reverse-1 (5-GCTTCCTCTCTCCACCCGAA-3Y), Siglec-16-Sequencing-Forward-1 (5'-
ATGGCTGGGACGAGTCTACTGC-3), Siglec-16-Sequencing-Forward-2 (5-AACCAGA-
CCAAGCACCTCCCAC-3Y) und Siglec-16-Sequencing-Forward-3 (5-TGCCTCGGGTT-
CAAATGG-3') sequenziert. Die Sequenzierung wurde von der Sequence Laboratories
Gottingen GmbH durchgefuhrt. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte mit dem
Programm ApE- A plasmid Editor v2.0.46.

2.2.12 Uberexpression von Siglec-16 auf HEK 293 T Zellen

An Tag 1 wurden HEK 293 T Zellen in einer Dichte von 100.000 Zellen/Well auf einer 6
Well Platte (Sigma Aldrich) in MEF-Medium ausgesat und uber 24 Stunden bei 37 °C
und 5% CO; inkubiert. An Tag 2 wurden 10 pl Lipocetamine 2000 (Invitrogen) mit
150 pl Opti-MEM | (Gibco) und 5 ug des plLenti-Siglec16-EF1a-IRES-GFP-Plasmids
oder pLenti-EF1a-IRES-GFP-Plasmids mit 150 pyl Opti-MEM | (Gibco) pro Well ver-
mischt. Dies wurde im Verhaltnis 1:1 gemischt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die DNA-Lipid-Komplexe wurden zu den am Tag zuvor ausgesaten HEK 293
T Zellen gegeben und diese Uber 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO3 inkubiert. Die
EGFP-Expression wurde mit Hilfe eines Axiovert 200 M Inversmikroskop (Carl Zeiss)
uberpruft. Im Anschluss wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellscrapers (Sigma Aldrich)
vom Boden der Zellkulturschale geldst, 3 x in 1 ml DPBS (Gibco) gewaschen und mit
den direkt gekoppelten Antikorpern Anti-human Siglec-16-APC (R&D Systems) oder
Mouse 1gG2B Isotype Control-APC (R&D Systems) markiert. Die Antikérperbindung auf
den EGFP positiven Zellen wurde mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie mit einem
FACS Canto Il (BD Bioscience) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm
FlowJo v9.8.1 (FlowdJo, LLC).

2.2.13 Erzeugung von lentiviralen Partikeln
An Tag 1 wurden 6,5 Millionen HEK 293 FT Zellen auf einer 150 mm mit Poly-L-Lysin
(Sigma Aldrich) beschichteten Zellkulturschale (Sigma Aldrich) in MEF-Medium ausge-
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sat und Uber 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. An Tag 2 wurden 3,75 ml
Opti-MEM | (Gibco) mit 90 pl Lipofectamine 2000 (Invitrogen) und 3,75 ml Opti-MEM |
(Gibco) mit 10 ug von pMD2.G (Addgene, 2014 a), 5 ug von psPAX2 (Addgene, 2014
b) und 5 ug von plLenti-EF1a-IRES-GFP oder pLenti-Siglec16-EF1a-IRES-GFP ver-
mischt und bei Raumtemperatur fur 5 Minuten inkubiert. Im Folgenden wurde beides
miteinander vermischt und bei Raumtemperatur fur 20 Minuten inkubiert. In der Zwi-
schenzeit wurde das MEF-Medium von den Zellen entfernt und durch Opti-MEM |
(Gibco) mit 10 % FCS (Gibco) ersetzt. Die Lipofectamine 2000/Plasmid-Mischung wur-
de zu den Zellen gegeben und diese bei 37 °C und 5 % CO; fur 16 Stunden inkubiert.
An Tag 3 wurde das Medium durch 20 ml MEF-Medium ersetzt. An Tag 4 und 5 wurden
das virushaltige Medium abgenommen und mittels eines 45 ym Spritzenfilters (Sartori-
us) Zellrickstande entfernt. Drei Teile des aufgereinigten Mediums wurden mit einem
Teil von Lenti-X-Concentrator (Clontech) in einem 50 ml Falcon Conical Tube
(BDBiosciences) vermischt und bei 4 °C fur 24 Stunden inkubiert. Nach Zentrifugation
der Probe bei 1.500 x g und 4 °C fur 45 Minuten in einer Megafuge 16R (Heraeus) wur-
de der Uberstand abgenommen und das weiRe Pellet in 5 ml DMEM (Gibco) geldst
bei - 80 °C gelagert.

2.2.14 Lentivirale Transduktion der murinen aus embryonalen Stammzellen
generierten Mikroglia (ESdM)

An Tag 1 wurden 100.000 Zellen/Well der ESdM auf einer 6 Well Platte (Sigma Aldrich)
in N2-Medium ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. An Tag 2 wurde das Me-
dium abgenommen und 1 ml N-2 Medium zusammen mit 0,5 ml von in DMEM (Gibco)
geldsten lentiviralen Partikeln auf die Zellen gegeben. Die Platten wurden mit 800 x g
bei 32 °C fur 45 Minuten in einer Megafuge 16R (Heraeus) zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO, uUber 16 Stunden inkubiert. Die lentivirale
Transduktion wurde am nachsten Tag wiederholt. Nach 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt und die Zellen fur weitere 2 Tage inkubiert. Die EGFP-Expression wurde mit

Hilfe eines Axiovert 200 M Inversmikroskop (Carl Zeiss) Uberpruft.
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2.2.15 FACS-sorting

Die mit pLenti-Siglec16-EF1a-IRES-GFP-Plasmid oder pLenti-EF1a-IRES-GFP-Plasmid
lentiviral transfizierten ESAM wurden auf 150 mm Zellkulturschalen (Sigma Aldrich) in
N2-Medium ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Als Kontrolle wurden ESdM
ohne EGFP-Expression verwendet. Bei einer Zelldichte von 80-90 % wurden die Zellen
mit Hilfe eines Zellscrapers (Sigma Aldrich) vom Boden der Schale geldst und in 10 ml
N2-Medium auf Eis gelagert. Die Zellen wurden dann in der Flow Cytometry Core Facili-
ty Bonn mit Hilfe eines FACSAria sortiert. Das FACS-sorting wurde von Herrn Peter
Wurst durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die EGFP-positiven Zellen in 150 mm Zellkul-
turschalen (Sigma Aldrich) in N2-Medium ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO2 inku-
biert. Zur Prophylaxe vor einer Kontamination mit Mycoplasmen wurden die Zellen mit

Plasmocin (2,5 mg/ml) behandelt.

2.2.16 Einfluss von Siglec-16 auf die Expression von TNF-a, IL-18 und Iba1 in
murinen aus embryonalen Stammzellen generierten Mikroglia (ESdM)

An Tag 1 wurden 100.000 Zellen/Well der zuvor selektionierten mit pLenti-Siglec16-
EF1a-IRES-GFP-Plasmid oder pLenti-EF1a-IRES-GFP-Plasmid lentiviral transfizierten
ESdM auf einer 6 Well Platte (Sigma Aldrich) in N2-Medium ausgesat und bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert. An Tag 2 wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit
PSA-20 (1,5 uM) Uber 24 Stunden behandelt. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte
ESdM verwendet. An Tag 3 wurde die RNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktions-
methode (siehe 2.2.1) isoliert und mittels reverser Transkriptase (siehe 2.2.2) in kom-
plementare cDNA umgeschrieben. Die Expressionslevel von TNF-a, IL-1B3, Iba1 und
GAPDH wurden mittels quantitativer real-time PCR untersucht (siehe Kapitel 2.2.4). Die
relativen Expressionslevel wurden mit der 2*-AACT Methode bestimmt. Als Referenz-
gen diente die Expression des Housekeepergens GAPDH. Es wurden folgende Primer-
paare verwendet: Mouse-TNFa-Forward (5-CCGTCAGCCGATTTGCTATCT-3),
Mouse-TNFa-Reverse (5-ACGGCAGAGAGGAGGTTGACTT-3’), Mouse-IL-1B-Forward
(5-ACAACAAAAAAGCCTCGTGCTG-3’), Mouse-IL-1B3-Reverse (5’-CCATTGAGGTGG-
AGAGCTTTCA-3), Mouse-lba1-Forward (5-GAAGCGAATGCTGGAGAAAC-3),
Mouse-Iba1-Reverse (5-AAGATGGCAGATCTCTTGCC-3’), Mouse-GAPDH-Forward
(5-ACAACTTTGGCATTGTGGAA-3’) und Mouse-GAPDH-Reverse (5-GATGCAGGG-
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ATGATGTTCTG-3'). Die Spezifitat der Amplifizierung wurde mit Hilfe der Schmelzkurve

bestatigt. Die statistische Auswertung wurde mit dem Student’s T-Test durchgeflhrt.

2.2.17 Beads Phagozytose Assay

An Tag 1 wurden 100.000 Zellen/Well der zuvor selektionierten mit pLenti-Siglec16-
EF1a-IRES-GFP-Plasmid oder pLenti-EF1a-IRES-GFP-Plasmid lentiviral transfizierten
ESdM auf einer 6 Well Platte (Sigma Aldrich) in N2-Medium ausgesat und bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. An Tag 2 wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit PSA-20
(1,5 uM) Uber 24 Stunden behandelt. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte ESdM ver-
wendet. An Tag 3 wurden die Zellen mit Latex Beads (Alfa) in einer Konzentration von
1 ul Latex Beads/1 ml N-2 Medium Uber 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; behandelt.
Die Zellen wurden mit 1,5 ml 0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco) vom Boden der Zellkultur-
schale geldst und bei 6.000 U/min in einer Tischzentrifuge fir 3 Minuten zentrifugiert.
Die ESdAM wurden 3 x mit 1 ml DPBS (Gibco) gewaschen und anschlieend in 0,5 mi
DPBS (Gibco) suspensiert. Die Phagozytoserate wurde mittels Durchflusszytometrie auf
einem FACSCanto Il (BD Bioscience) gemessen. Die Auswertung wurde mit dem Pro-
gramm FlowJo v9.8.1 (FlowJo, LLC) durchgefuhrt.

2.2.18 Klonierung des Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmids

Fir die Erzeugung des Siglec-16-Transgens wurde der vollstandige Exonbereich des
Siglec-16-Gens im Austausch mit dem Exonbereich des Siglec-11-Gens in das PLL-
PGK-Neo-lba1-Siglec-11-WPRE-Plasmid (Wang, 2009) kloniert. Hierzu wurde zunachst
die PGK-NEO-Kassette mit den Restriktionsenzymen Xbal (New England Biolabs) und
Notl (New England Biolabs) herausgeschnitten um eine zusatzliche Restriktionsschnitt-
stelle des Restriktionsenzyms Agel zu entfernen. Das Produkt wurde auf ein 1 % Aga-
rosegel (UltraPureTM Agarose, Invitrogen) mit GelStar (Lonza) 1:10.000 als Fluores-
zenzfarbstoff aufgetragen und mittels Gelelektrophorese der GroRe nach aufgetrennt.
Im Anschluss wurde der PLL-Iba1-Siglec-11-WPRE-Hintergrund unter Blaulicht auf dem
Dark Reader Transilluminator (Clare Chemical Research) ausgeschnitten und mittels
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben extrahiert. Die entstande-

nen nicht komplementaren klebrigen Enden wurden mit dem Klenow Enzyme (New
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England Biolabs) in glatte Enden umgewandelt und mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (New
England Biolabs) wieder verbunden. Durch die Transfomation von chemisch kompetent
gemachten Bakterienzellen (siehe Kapitel 2.2.5) und folgender Miniprepararion
(QlAquick Spin Miniprep Kit, Qiagen) wurde das so entstandene Plasmid (PLL-lba1-
Siglec-11-WPRE Plasmid) vervielfaltigt. Um die korrekte Depletion der PGK-NEO-
Kassette zu bestatigen, wurde eine Sequenzierung mit den Primern PGK-Forward (5'-
TAGCACGTCTCACTAGTCTCG-3') und Neo-Reverse (5-TTTCTCGGCAGGAGCAAG-
GT-3°) durchgefuhrt. Die Sequenzierung wurde von der Sequence Laboratories Gottin-
gen GmbH ausgefuhrt. Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit dem Programm

Gentle 1.9.4 (http://gentle.magnusmanske.de) ausgewertet.

Der Exonbereich des Siglec-16-Gens wurde mittels Amplifzierung des Exonbereichs
des Siglec-16-Gens auf dem p3xFLAG-CMV9-Siglec16-Plasmid (Ajit Varki Laboratori-
es) erzeugt. Hierzu wurde eine PCR (siehe Kapitel 2.2.3) mit 100-200 ng p3xFLAG-
CMV9-Siglec16-Plasmid mit den Primern Siglec-16-Agel (5-AAAGACCGGTGCTCCT-
GTGGCCACTAAC-3'), Siglec-16-Ecorl (5-GATCCGAATTCTTAGTCCGTGACAGCGT-
CTG-3’) und der Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) unter folgen-
den Reaktionsbedingungen [1 x (94 °C - 3 Minuten); 36 x (94 °C -> 35 Sekunden;
61 °C > 40 Sekunden; 68 °C - 120 Sekunden); 1 x (68 °C - 10 Minuten)] durchge-
fuhrt.

Das PCR-Produkt und das PLL-Iba1-Siglec-11-WPRE-Plasmid wurden mit den Restrik-
tionsenzymen Agel (New England Biolabs) und EcoRI (New England Biolabs) verdaut.
Das Produkt wurde auf ein 1 % Agarosegel (UltraPureTM Agarose, Invitrogen) mit Gel-
Star (Lonza) 1:10.000 als Fluoreszenzfarbstoff aufgetragen und mittels Gelelektropho-
rese der Grofle nach aufgetrennt. Im Anschluss wurden das Siglec-16-Gen und der
PLL-Iba1-WPRE-Plasmid-Hintergrund unter Blaulicht auf dem Dark Reader Transillumi-
nator (Clare Chemical Research) ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben extrahiert. Die beiden Fragmente wurden mit der
T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) verbunden und mittels Transformation (siehe
Kapitel 2.2.5) und Minipraparation (QIAquick Spin Miniprep Kit, Qiagen) vervielfaltigt.
Um eine erfolgreiche Klonierung des Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmids zu Uberprifen,

wurde eine Sequenzierung mit folgenden Primern durchgefuhrt: Siglec-16-Sequencing-
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Reverse-1 (5'-GCTTCCTCTCTCCACCCGAA-3'), Siglec-16-Sequencing-Forward-1 (5'-
ATGGCTGGGACGAGTCTACTGC-3'), Siglec-16-Sequencing-Forward-2 (5-AACCAG-
ACCAAGCACCTCCCAC-3Y), Siglec-16-Sequencing-Forward-3 (5-TGCCTCGGGTTC-
AAATGG-3Y), Iba1-Sequencing-Forward-1 (5’-ATCGATTACTATAGGATGCATCGTG-3’),
Iba1-Sequencing-Forward-2 (5-GGGAGTTAGCAAGGGAATGAGT-3’), Iba1-Sequen-
cing-Forward-3 (5-CAAGGCTATCCCTGGTATGAG-3’), Iba1-Sequencing-Forward-4
(5-CTCCGGGAGCTGATCTAAGTCTTTC-3'), Iba1-Sequencing-Reverse-1 (5-CTCAT-
ACCAGGGATAGCCTT-3’), Iba1-Sequencing-Reverse-2 (5°-GTGTGGAAAGGCACCA-
GGAT-3’) und Iba1-Sequencing-Reverse-3 (5-CTGAACTTGTGGCCGTTTAC-3’). Die
Sequenzierung wurde von der Sequence Laboratories Goéttingen GmbH durchgeflhrt.
Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit dem Programm Gentle 1.9.4
(http://gentle.magnusmanske.de) ausgewertet. Mit dem NucleoBond Xtra Maxi EF Kit
(Macherey Nagel) wurde eine Maxipraparation zur Vervielfaltigung von Endotoxin-
freiem Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid durchgefluhrt.

2.2.19 Isolierung des Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgens

Das Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen wurde aus dem lIba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid
mit den Restriktionsenzymen Nsil, Ndel und BsiEl isoliert. Hierzu wurden 10 ug des
Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmids mit den Restriktionsenzymen Nsil (New England Bi-
olabs) und Ndel (New England Biolabs) bei 37 °C uUber 4 Stunden verdaut. Die erfolg-
reiche Restriktion wurde mittels Elektrophorese auf einem 1 % Agaraosegel mit
1:10.000 Ethidiumbromid (Carl Roth) tGberprift. Das Produkt wurde mit dem NucleoSpin
Plasmid Kit (Macherey Nagel) nach dem Plasmid DNA clean-up Protokoll aufgereinigt.
Im Anschluss folgte ein Verdau mit dem Restriktionsenzym BsiEl (New England Bi-
olabs) bei 60 °C Uber 4 Stunden. Das Produkt wurde auf ein 1 % Agarosegel (UltraPu-
reTM Agarose, Invitrogen) mit 1:10.000 Gelstar (Lonza) als Fluoreszenfarbstoff aufge-
tragen und mittels Elektrophorese der Gréf3e nach aufgetrennt. Im Anschluss wurde das
4.045 Basenpaare grol3e Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen unter Blaulicht auf dem Dark
Reader Transilluminator (Clare Chemical Research) ausgeschnitten und mittels
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben extrahiert. Mit dem Nu-

cleoSpin Plasmid Kit (Macherey Nagel) wurde das extrahierte Fragment nach Herstel-
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lerangaben aufgereinigt. Das Iba1-Siglec-16-WPRE Transgen wurde mit einer Konzent-

ration von 3-5 ng/ul in EmbryoMax Injection Buffer (Millipore) gelost.

2.2.20 Pronukleare Injektion des Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgens

Das isolierte und aufgereinigte Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen wurde mit einer Kon-
zentration von 3-5 ng/pl in EmbryoMax Injection Buffer (Millipore) mittels Mikroinjektion
in den Pronukleus von Mausembryonen eingebracht. Daraufhin erfolgte eine Weiterent-
wicklung der Embryonen in vitro und ein anschlieRender transzervikaler Transfer in

pseudotrachtige, zyklussynchronisierte Empfangertiere.

Die Mausembryonen entstammten aus einer Verpaarung von B6D2F1 Weibchen mit
C57BI/6 Mannchen. Da die Mauslinie B6D2F1 aus einer Kreuzung der Linien C57BI/6
mit DBA entstanden ist, betragt der Anteil des C57BI/6 Genoms bereits 75 % des Ge-

noms der ersten Generation F1.

Die Mikroinjektion und der Embryonentransfer wurden von Frau Charlotte Schick im

Haus fur Experimentelle Therapie Bonn durchgefuhrt.

2.2.21 Bestimmung des Genotyps der Siglec-16 transgenen Mause

Die Bestimmung des Genotyps der Iba1-Siglec-16-WPRE transgenen Mause erfolgte
mittels PCR von genomischer DNA, die aus Schwanzspitzen oder Ohrmuscheln ge-
wonnen wurde. Die Isolation der genomischen DNA und die PCR wurden mit dem RE-
DExtract-N-Amp Tissue PCR Kit (Sigma Aldrich) nach Herstellerangaben druchgefihrt.
Die PCR wurde mit den Primern, Siglec-16-rtPCR-Forward-1 (5-GAAGATCCTGCTTC-
TCTGC-3’), Siglec-16-rtPCR-Reverse-1 (5-TTAGTCCGTGACAGCGTC-3’) Siglec-16-
rntPCR-Forward-2 (5-CCGGTGACGGTCATCTGTG-3’) und Siglec-16-rtPCR-Reverse-2
(5-AGTTGGAGGGAGGCCACAC-3’) unter folgenden Reaktionsbedingungen [1 x
(94 °C -> 3 Minuten); 35x (94 °C—> 45 Sekunden; 58 °C > 45 Sekunden; 72 °C >
45 Sekunden); 1 x (72 °C - 10 Minuten)] durchgefuhrt. Die Proben wurden auf ein 1 %
Agarosegel (PeqGold Universal Agarose Peqlab) mit Ethidiumbromid (Carl Roth)
1:10.000 aufgetragen und mittels Elektrophorese der Grolde nach aufgetrennt. Das Gel

wurde unter UV-Licht fotografiert.
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2.2.22 Bestimmung der Anzahl der integrierten Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgene
Fir die Bestimmung der in das Genom integrierten Transgene wurde zunachst die ge-
nomische DNA mit Hilfe des GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma
Aldrich) aus Schwanzspitzen nach Herstellerangaben isoliert. Im Anschluss wurde eine
quantitative real-time PCR (siehe Kapitel 2.2.4) mit 1 yg genomischer DNA und den
Primern Siglec-16-rtPCR-Forward-2 (5-CCGGTGACGGTCATCTGTG-3’) und Siglec-
16-rtPCR-Reverse-2 (5’-AGTTGGAGGGAGGCCACAC-3’) durchgefuhrt. Als Standard
fur die jeweilige Menge an integrierten Transgenen wurden aquivalente Mengen des
Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgens verwendet (0,5 Genkopien: 0,335 pg; 5 Genkopien:
3,35 pg; 10 Genkopien: 6,7 pg). Fur die Berechnung der aquivalenten Mengen siehe
Abb. 36 c). Die Werte des Standards wurden graphisch aufgetragen und mit Hilfe der
Ausgleichsgerade die Formel zur Berechnung der Anzahl der in das Genom integrierten
Genkopien ermittelt (siehe Abb. 36 b)).

2.2.23 Southern Blot

Die genomische DNA wurde aus Schwanzspitzen und Lebergewebe mit dem GenElute
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) nach Herstellerangaben isoliert.
Im folgenden wurden 10 ug genomische DNA je Probe mit dem Restriktionenzym E-
coRI (New England Biolabs) verdaut und in einem 0,8 % Agarosegel (PeqGold Univer-
sal Agaraose, Peglab) mit Ethidiumbromid (Carl Roth) 1:10.000 mittels Elektrophorese
bei 50V uber 3,5 Stunden der Grolde nach aufgetrennt. Als Standard wurde I|ba1-
Siglec-16-WPRE-Transgen in entsprechenden Konzentrationen (1 Genkopie: 6,7 pg;
3 Genkopien: 20,1 pg; 5 Genkopien: 33,5 pg; 10 Genkopien: 67 pg; fur die Berechnung
der aquivalenten Mengen siehe Abb. 37 c)) zusammen mit 10 yg genomischer DNA
von Iba1-Siglec-16-WPRE-negativen Tieren geladen. Die Auftrennung wurde unter UV-
Licht kontrolliert und fotografiert. Um eine Bindung der spezifischen einzelstrangigen
DNA-Sonden an das Transgenfragment zu ermdglichen, mussten die DNA-
Doppelstrange in alkalischem Milieu zu Einzelstrangen denaturiert werden. Hierzu wur-
de das Agarose Gel zwei mal Uber 15 Minuten in zwei Gelvolumen Denaturierungspuf-
fer (NaCl: 1,5 mol/l; NaOH: 0,5 mol/l) und im Anschluss zwei mal tUber 15 Minuten in
zwei Gelvolumen Neutralisierungspuffer (NaCl: 1,5 mol/l; Tris-HCI (pH 7,2): 0,5 mol/l;
EDTA: 0,1 mmol/l) getrankt. Im Anschluss wurde die DNA mit Hilfe der Kapillarkraft von



58

dem Agarosegel auf eine positiv geladene Nylonmembran (Amersham Hybond-N+ Ny-
lon Membrane, GE Healthcare) flur 16-24 Stunden Ubertragen (geblottet). Als Transfer-
puffer wurde 20 x SSC-Puffer (tri-Natriumcitrat Dihydrat: 0,3 mol/l; NaCl: 3 mol/l) ver-
wendet. Anschlielfend wurde die genomische DNA mittels UV Licht (Wellenlange
254 nm) in einem UV-Crosslinker (2400 UV-Stratalinker, Stratagene) auf der Nylon-
membran fixiert. Im Folgenden wurde die Membran zunachst in Prahybridisierungslo-
sung (6 x SSC, 5 x Denhardt's Solution (100 x: 2 % BSA (Sigma-Aldrich), 2 % Ficoll
(Sigma-Aldrich), 2 % PVP (Sigma-Aldrich)), 50 % Formamid (Carl Roth), 0,5 % SDS)
mit 100 ug/ml einzelstrangiger DNA aus Lachshoden (Deoxyribonucleic acid, single
stranded from salmon testes, Sigma-Aldrich) fur 2 Stunden bei 42 °C und im Anschluss
in Prahybridisierungslésung mit 10 ng/ml mit Biotin markierten einzelstrangigen DNA-
Sonden 16-24 Stunden bei 42 °C bei 60 U/min inkubiert. Die mit Biotin markierten ein-
zelstrangigen DNA-Sonden wurden aus 500 ng Iba1-Siglec16-WER-Transgen mit dem
Biotin DecalLabel DNA Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben
und anschlieBender Erhitzung auf 99 °C fur 5 Minuten hergestellt. Nach erfolgter Hybri-
disierung wurde die Nylonmembran in Waschlésung A (2 x SSC, 0,1 % SDS) und
Waschlésung B (0,2 x SSC, 0,1 % SDS) gewaschen und mit dem Phototope-Star De-
tection Kit (New England Biolabs) nach Herstellerangaben behandelt. Im Folgenden
wurde mit der Nylonembran ein Rontgenfilm (Kodak) uber 10-20 Minuten in einer Dun-
kelkammer belichtet und dieser in einem AGFA Curix 60 Rontgenfilmentwickler (AGFA)

entwickelt.

2.2.24 Expression von Siglec-16 in verschiedenen Geweben der transgenen Maus

Die Mause wurden mit Tribromoethanol (Avertin; 250 mg/kgKG) intraperitoneal betaubt,
transkardial Blut entnommen und danach mit 4 °C kaltem DPBS (Gibco) perfundiert. Die
Organe Gehirn, Leber und Milz wurden entnommen und die RNA mit Hilfe des RNeasy
Lipid Tissue Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Die in den Proben enthaltene
DNA wurde mittels DNase fragmentiert. Die RNA wurde mittels reverser Transkriptase
(siehe Kapitel 2.2.2) in komplementare cDNA umgeschrieben. Zum Nachweis einer Ex-
pression von Siglec-16 wurde eine PCR (siehe Kapitel 2.2.3) mit den Primern Siglec-16-
rntPCR-Forward-2 (5-CCGGTGACGGTCATCTGTG-3’) und Siglec-16-rtPCR-Reverse-2
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(5-AG-TTGGAGGGAGGCCACAC-3’) unter folgenden Reaktionsbedingungen [1 X
(94 °C > 3 Minuten); 35 x (94 °C > 45 Sekunden; 58 °C - 45 Sekunden; 72 °C >
45 Sekunden); 1 x (72 °C > 10 Minuten)] durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde eine PCR
mit den Primern Mouse-GAPDH-Forward (5-ACAACTTTGGCATTGTGGAA-3’) und
Mouse-GAPDH-Reverse (5-GATGCAGGGATGATGTTCTG-3’) unter folgenden Reakti-
onsbedingungen [1 x (94 °C - 3 Minuten); 35x (94 °C -> 45 Sekunden; 60 °C >
45 Sekunden; 72 °C - 45 Sekunden); 1 x (72 °C - 10 Minuten)] durchgefihrt. Das
PCR Produkt wurde auf ein 1 % Agarosegel (PeqGold Universal Agarose Peqlab)mit
Ethidiumbromid (Carl Roth) 1:10.000 aufgetragen und mittels Elektrophorese der Grofie

nach aufgetrennt. Das Gel wurde unter UV-Licht fotografiert.

2.2.25 Isolation von Mikroglia aus murinem Hirngewebe

Zunachst wurden die Mause mit Tribromoethanol (Avertin; 250 mg/kgKG) intraperitoneal
betaubt, transkardial mit 4 °C kaltem HBSS (Gibco) perfundiert und das Gehirn ent-
nommen. Das Gehirn wurde im Anschluss mit dem Stempelende einer 10 ml Kunststoff-
spritze (BD) durch ein 70 um Micro-Sieb (Falcon) gedrickt und so die einzelnen Zellen
separiert. Die Zellen wurden in 10 ml HBSS (Gibco) gewaschen und bei 300 x g fur
7 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 5 ml
37 % Percoll-HBSS (Percoll-HBSS: 9 Teile Percoll (GE Healthcare), 1 Teil 10 x HBSS
(Gibco)) suspendiert. Im Anschluss wurde ein diskontinuierlicher Gradient mit 3 ml 70 %
Percoll-HBSS, 5 ml 37 % Percoll-HBSS-Zellsuspension, 4 ml 30 % Percoll-HBSS und
2 ml HBSS hergestellt. Dies wurde durch eine in umgekehrter Reihenfolge durchgeflhr-
te Schichtung mit Hilfe einer 10 ml Spritze (BD Plastipak Spritze) und einer
0,90 x 70 mm Kandule (Sterican) erreicht. Der Gradient wurde bei 18 °C und 200 x g fur
40 Minuten bei ausgeschalteter Bremsfunktion zentrifugiert. Bei erfolgreicher Gradien-
tenisolation war in der Interphase zwischen 70 % und 37 % Percoll ein weil3er Ring mit
den darin enthaltenen Mikrogliazellen zu sehen. Der Uberstand mit Zelltrtimmern wurde
mit einer 5 ml Einmalpipette (Falcon) abgenommen und die Interphase zwischen den
Schichten mit einer 1.000 pl Mikroliterpipette aufgenommen. Diese wurde mit mindes-
tens der dreifachen Menge an HBSS verdinnt und fur 7 Minuten bei 4 °C und 500 x g

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 7 ml HBSS (Gibco) gewaschen und erneut bei
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4 °C und 500 x g zentrifugiert. Mit den Antikorpern Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32
(BD Bioscience) wurde ein Fc Block durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die Zellen mit
den direktgekoppelten Antikérpern Anti-human Siglec-16-APC (R&D Systems) (Isoty-
penkontrolle: Mouse 1gG2B Isotype Control-APC, R&D Systems ), Anti-human Siglec-
11-Phycoerythrin (R&D Systems) (Isotypenkontrolle: Goat IgG PE-conjugated Antibody,
R&D Systems), Anti-mouse CD45 V450 (BD Bioscience), Anti-mouse CD11b APC-Cy7
(BD Bioscience) markiert und die Bindung mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie mit
einem FACS Canto Il (BD Bioscience) gemessen. Die Auswertung wurde mit dem Pro-
gramm FlowJo v9.8.1 (FlowJo, LLC) durchgefuhrt.

2.2.26 Einfluss von Siglec-16 auf die Expression von TNF-a und IL-1f im
transgenen Mausmodell

Es wurden 6-8 Wochen alte, mannliche Iba1-Siglec-16-WPRE transgene Mause der 6.
Generation verwendet. Als negative Kontrollen wurden negative Tiere der gleichen Ge-
neration verwendet. Den Mausen wurde an vier aufeinander folgenden Tagen LPS
(1 ng/kgKG, Sigma Aldrich) oder DPBS (100 ul/kgKG, Gibco) intraperitoneal injiziert. Am
funften Tag wurden die Mause mit Tribromoethanol (Avertin; 250 mg/kgKG) intraperi-
toneal betdubt und transkardial mit 4 °C kaltem DPBS (Gibco) perfundiert. Die Gehirne
wurden entnommen und die RNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode (siehe
Kapitel 2.2.1) isoliert. Die RNA wurde der reversen Transkriptase (siehe Kapitel 2.2.2) in
komplementare cDNA umgeschrieben. Die Expressionslevel von TNF-a, IL-18 und
GAPDH wurden mittels quantitativer real-time PCR untersucht (siehe Kapitel 2.2.4). Die
relativen Expressionslevel wurden mit der 2*-AACT-Methode bestimmt. Als Referenz-
gen diente die Expression des Housekeepergens GAPDH. Es wurden folgende Primer-
paare verwendet: Mouse-TNF-a-Forward (5-CCGTCAGCCGATTTGCTATCT-3),
Mouse-TNF-a-Reverse: (5-ACGGCAGAGAGGAGGTTGACTT-3’), Mouse-IL-1B3-For-
ward (5-ACAACAAAAAAGCCTCGTGCTG-3’), Mouse-IL-1B-Reverse (5’-CCATTGAG-
GTGGAGAGCTTTCA-3’), Mouse-GAPDH-Forward (5-ACAACTTTGGCATTGTGGAA-
3’), Mouse-GAPDH-Reverse (5-GATGCAGGGATGATGTTCTG-3’). Die Spezifitat der
Amplifizierung wurde mit Hilfe der Schmelzkurve bestatigt. Die statistische Auswertung

wurde mit dem Student’s T-Test durchgefuhrt.
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2.2.27 Statistische Analyse

Die in dieser Arbeit vorliegenden statistischen Daten wurden mit dem Standardfehler
des Mittelwertes als Fehlerbalken aus mindestens drei unabhangigen Experimenten ge-
zeigt. Die Datenanalyse erfolgte mit dem Student’s T-Test fur zwei Gruppen mit der

SPSS v21 Software. Die Signifikanzintervalle betragen:
***p <0,001
**p<0,01

*p < 0,05

2.2.28 Versuchsgenehmigungen
Die in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen an humanem Gewebe erfullen die

Bedingungen des Ethikvotums mit der Nummer 182/08.

Die in dieser Arbeit vorgenommenen gentechnischen Arbeiten erfullen die Bedingungen
der Gentechnik-Antrage Az. 64-K-1.17/05, Az. 53.02.01-K-1.43/10 und Az. 53.02.01-K-
1.23/15.

Die in dieser Arbeit vorgenommen Tierversuche erflllen die Bedingungen der Tierver-
suchsantrage ,,Generierung von transgenen und knock out Mauslinien zur biomedizini-
schen Grundlagenforschung® (Az. 84-02.04.2012.A146) und ,Die Bedeutung der syste-
mischen Inflammation fur die Neurodegeneration in Siglec-transgenen Mausen“ (Az
8.87-51.04.20.09.321).

2.2.29 Fremdabbildungen
Far die in dieser Arbeit verwendeten Fremdabbildungen liegen die jeweiligen Genehmi-

gungen zum Abdruck vor.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung von Siglec-16 in humanem Hirngewebe und in humanen
Mikroglia-Zelllinien

3.1.1 Bestimmung des Genotyps und Analyse der Allelfrequenz von Siglec-16 in
humanem Hirngewebe

Das potentiell funktionelle Siglec-16-Gen besitzt in der Allgemeinbevdlkerung eine Al-
lelfrequenz von etwa 0,08-0,3 (Wang et al., 2012). Um die Bedeutung des Rezeptors
untersuchen und Aussagen Uber den Einfluss von Homo- und Heterozygotie treffen zu

konnen, ist deshalb eine genaue Bestimmung des Genotyps notwendig.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit eine Methode beschrieben, mit der
durch eine Kombination von PCR und anschlieRender Sequenzierung eine Genotypisie-
rung von Gewebeproben mdglich ist (siehe Kapitel 2.2.7). Hiermit wurde die genomische
DNA von 27 humanen Hirngewebeproben untersucht. Diese wurden uns freundlicher-
weise von Herrn Prof. Dr. Bjorn Scheffler (Institut fir Rekonstruktive Neurobiologie,
Bonn, Stem Cell Pathologies Group) zur Verfugung gestellt. 22 der Proben entstammten
hierbei aus Operationen von Gliom-Patienten und 5 aus Operationen von Nicht-Gliom-

Patienten.

Die Analyse zeigte bei 2 der 27 (7,4 %) Proben einen homozygoten Siglec-16/Siglec-16-
Genotyp, bei 12 der 27 (44,4 %) Proben einen heterozygoten Siglec-16/Siglec-P16-
Genotyp und bei 11 der 27 (40,1 %) Proben einen homozygoten Siglec-P16/Siglec-P16-
Genotyp. 2 der 27 (7,4 %) Proben zeigten kein eindeutiges Ergebnis (siehe Tabelle 1).
In der Stichprobe lag somit eine Allelfrequenz von 0,32 fur das Siglec-16-Gen vor. Ins-
gesamt besalRen 51,9 % der Proben das funktionelle Siglec-16 Gen und damit das Po-

tential den Siglec-16-Rezeptor zu exprimieren.
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Genotyp Nicht-Gliom- Gliom-Gewebe nicht-Gliom-
Gewebe Gewebe/Gliom-
Gewebe
Siglec-16/ 0 2 2
Siglec-16 (0 %) (9,1 %) (7,4 %)
Siglec-16/ 2 10 12
Siglec-P16 (40 %) (45,5 %) (44,4 %)
Siglec-P16/ 3 8 11
Siglec-P16 (60 %) (36,3 %) (40,1 %)
Nicht Eindeutig 0 2 2
(0 %) (9,1 %) (7,4%)
Gesamt 5 22 27

Tabelle 1: Anzahl und Haufigkeiten der verschieden Siglec-16-Genotypen in Gliom- und
Nicht-Gliom-Gewebe.

3.1.2 Nachweis von Siglec-16-Gentranskript in humanem Hirngewebe

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression von Siglec-16 in humanem Hirnge-
webe mittels reverser Transkriptase untersucht. Hierzu wurden drei der zuvor genotypi-
sierten Proben aus Operationen von Gliom-Patienten verwendet (siehe Kapitel 3.1.1).
Es wurde jeweils eine Probe mit einem homozygoten Siglec-16/Siglec-16-Genotyp, ei-
nem homozygoten Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp und einem heterozygoten Siglec-

16/Siglec-P16-Geno-typ ausgewahlt.

Die RNA wurde aus dem Gewebe mittels Phenol-Chloroform-Extraktions-Methode iso-
liert und mit der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die Expression von
Siglec-16 wurde mit Hilfe der PCR untersucht. Das verwendete Primerpaar (Siglec-16-
RT-PCR-Forward-1 und Siglec-16-RT-PCR-Reverse-1) amplifiziert Uber einem 111 Ba-
senpaare grof3en Bereich der Siglec-16 cDNA (1335-1446 Basenpaare) und ist dabei

Exon-Exon-spannend.

Es zeigte sich ein positives Signal in der homozygoten Siglec-16/Siglec-16-Probe und
der heterozygoten Siglec-16/Siglec-P16-Probe. Die Bande war in der homozygoten Pro-

be war starker als in der heterozygoten Probe. Es wurde keine Quantifizierung vorge-
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nommen, um dies weiter zu untersuchen. In der homozygoten Siglec-P16/Siglec-P16-
Probe zeigte sich ebenfalls ein leicht positives Signal. Dies ist am ehesten mit einer
leichten Restexpression des Pseudogens Siglec-P16 zu erklaren. Das Signal der muri-
nen Probe ist wegen seiner Dicke und Morphologie am ehesten als unspezifisch zu be-
werten (siehe Abb. 24).

Iba1-

Siglec-16/ SiglecP-16/ Siglec-16/ Siglec-16-
Siglec-16 SiglecP-16 SiglecP-16 WPRE-
(+/4) () (+-) Maus H20 Plasmid

Siglec-16

GAPDH

Abb. 24: Reverse Transkriptase PCR von humanen Hirnproben zum Nachweis einer
Expression von Siglec-16. Untersucht wurden Proben mit einem homozygoten Siglec-
16/Siglec-16-Genotyp, einem homozygotem Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp und einem
heterozygoten Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp. Als Kontrollen dienten murine cDNA,
Wasser, das Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid und humanes GAPDH. Zu sehen ist eine
Positive Bande von Siglec-16 in der homozygoten Siglec-16/Siglec-16-Probe und der
heterozygoten Siglec-16/Siglec-P16-Probe.
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3.1.3 Nachweis von Siglec-16 auf humanen aus induzierten Stammzellen
generierten Mikroglia (iPSdM)

Um die Proteinexpression von Siglec-16 auf der Oberflache von humanen Mikroglia
nachzuweisen, wurden drei Zelllinien von humanen aus induzierten Stammzellen gene-
rierten Mikroglia mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die aus induzierten pluripoten-
ten Stammzellen erzeugten Mikroglia (iPSdM) wurden von Frau Dr. Kristin Roy und Frau

Mona Mathews generiert und zur Verfugung gestellt.

Die vorherige Genotypisierung der Zelllinien zeigte einen heterozygoten Siglec-
16/Siglec-P16-Genotyp fur Zelllinie 1 (iPSdM-1) und einen homozygoten Siglec-
16/Siglec-16-Genotyp fur Zelllinie 2 (iPSdM-2) und Zelllinie 3 (iPSdM-ALS). Eine Zelllinie
mit homozygotem Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp stand zur Untersuchung leider nicht
zur Verfugung. Die Zellen wurden mit dem Siglec-16-spezifischen Antikdrper gefarbt und

mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Es zeigte sich eine Expression von Siglec-16 auf allen drei Zelllinien, wobei sich das
Expressionsprofil der einzelnen Mikroglialinien voneinander unterschied. Bei Zelllinie 1
(Siglec-16/Siglec-P16) zeigten 57,5 %, bei Zelllinie 2 (Siglec-16/Siglec-16) 70,9 % und
bei Zelllinie 3 (Siglec-16/Siglec-16) 78,5 % der Zellen eine Expression von Siglec-16
(siehe Abb. 25).
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Abb. 25: Expression von Siglec-16 auf humanen aus induzierten Stammzellen generier-
ten Mikroglia (iPSdM). a) Zelllinie 1 (Siglec-16/Siglec-P16): 57,5 % der Zellen zeigen
eine Expression von Siglec-16. b) Zelllinie 2 (Siglec-16/Siglec-16): 70,9 % der Zellen
zeigen eine Expression von Siglec-16. c) Zelllinie 3 (Siglec-16/Siglec-16): 78,5 % der
Zellen zeigen eine Expression von Siglec-16.
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3.1.4 Einfluss von Immunstimulation auf die Genexpression von Siglec-16 in
humanen aus induzierten Stammzellen generierten Mikroglia (iPSdM)

Um den Einfluss von verschiedenen Immunstimulatoren auf die Expression von Siglec-
16 in Mikroglia zu untersuchen, wurden humane aus induzierten pluripotenten Stamm-
zellen erzeugte Mikroglia (iPSdM-1) in Zellkultur mit LPS, IFN-y, TNF-a und IL-4 stimu-
liert. Die RNA wurde aus den Zellen mittels Phenol-Chloroform-Extraktions-Methode
isoliert, mit der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und die relative Expres-

sion von Siglec-16 mit Hilfe der quantitativen real-time PCR untersucht.

Es zeigte sich eine signifikante Erhdhung der Expression von Siglec-16 nach Stimulation
mit LPS um den Faktor 2,55 £ 0,48 (p=0,036). Die Stimulation mit IFN-y, TNF-a und IL-4
erbrachte keinen signifikanten Unterschied in den Expressionsniveaus (IFN-y : p=0,113;
TNF-a: p=0,159; IL-4: p=0,249).

700
n=3

n.s

600 1

n.s

500 1

n.s.

400 1

+237%

Relative Expression von Siglec-16 in %

o
M

n.s. LPS IFN-y TNF-a IL-4
Abb. 26: Die relative Expression von Siglec-16 in aus induzierten pluripotenten Stamm-
zellen erzeugten Mikroglia nach Stimulation mit LPS, IFN-y, TNF-a und IL-4 (n=3).
Nach LPS-Stimulation zeigt sich eine signifikante Erhéhung der Expression von Siglec-
16 um den Faktor 2,55 + 0,48 (p=0,036). Die Expression von Siglec-16 nach Stimulation
mit IFN-y, TNF-a und IL-4 zeigt keinen signifikanten Unterschied (p=0,113; p=0,159;
p=0,249).
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3.2 Untersuchung von Siglec-16 auf murinen aus embryonalen Stammzellen
generierten Mikroglia (ESdM)

Um den Einfluss von Siglec-16 auf Mikroglia untersuchen zu kénnen, war die Etablie-
rung eines Zellkulturmodells notwendig. Hierzu wurde Siglec-16 mittels lentiviraler
Transfektion in murinen aus embryonalen Stammzellen generierten Mikroglia (ESdM,;
Beutner et al., 2010) Uberexprimiert. Die gleichzeitige Expression von EGFP ermdglichte
die Selektion der transfizierten Zellen durch FACS-Sorting. Im Folgenden wurde der Ein-
fluss von Siglec-16 auf die Freisetzung von Entzindungsmediatoren sowie auf die Pha-

gozytoserate untersucht.

3.2.1 Das pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-GFP-Plasmid

FUr die Erzeugung von lentiviralen Partikeln wurde das pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-
EGFP-Plasmid kloniert. Hierzu wurde das gesamte Siglec-16-Gen des |ba1-Siglec-16-
Plasmids mittels PCR amplifiziert und an den Schnittstellen Eco4711l und EcoRI in das
pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Plasmid integriert. Die korrekte Klonierung wurde mittels Se-

quenzierung bestatigt.

Die Expression von Siglec-16 und EGFP steht unter der Kontrolle des EF1a-Promotors
(Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 alpha) (Qin et al., 2010). Die gleichzeitige
Expression von Siglec-16 und EGFP wird durch die IRES-Sequenz (Internal Ribosomal
Entry Site) ermoglicht (Thompson, 2012). Als Kontrolle diente das pLenti-EF1a-IRES-
EGFP-Plasmid, welches eine selektive Expression von EGFP bewirkt (siehe Abb. 27).
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a) pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Plasmid
LacO 9665..9687
ColE1 origin 8643..9325\

pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Pasmid
9773 BP
F1 ori 7119..7425

LacZ alpha 7032..7100

3327 Eco47I1l (1)
3345 EcoRl (1)
IRES2 3351..3936

b) pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-EGFP-Plasmid
LacO 11111..11133
ColE1 origin 10089..10771\ |

F1 ori 8565..8871

o 8546\" pLenti-EF 1a-Siglec-16-IRES-EGFP-
¥ i e Pasmid

11219 BP

3327 Ecod7Ill (1)

4791 EcoRl (1)

IRES2 4797..5382
Abb. 27: a) Das 9.773 Basenpaare grofe pLenti-EF1a-IRES-GFP-Plasmid ermoglicht
eine Expression von EGFP auf murinen Mikrogliazellen. Die Expression steht unter der
Kontrolle des EF1a-Promotors (Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 alpha). b)
Das 11.219 Basenpaare grol’e pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-GFP-Plasmid ermdglicht
eine simultane Expression von Siglec-16 und EGFP auf murinen Mikrogliazellen. Die
Expression steht unter der Kontrolle des EF1a-Promotors. Die Gleichzeitige Expression
von Siglec-16 und EGFP wird durch die IRES-Sequenz (Internal Ribosomal Entry Site)
bewirkt.
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3.2.2 Uberexpression von Siglec-16 auf HEK 293 T Zellen

Um die korrekte Funktion des plLenti-Siglec16-EF1a-IRES-EGFP-Plasmids zu zeigen,
wurde das Plasmid durch Lipofektion in HEK 293 T Zellen (Human Embryonic Kidney
293T cells) eingeschleust und die Genexpression von Siglec-16 mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert. Hierbei wurde die Expression von Siglec-16 nur auf EGFP-positven
Zellen gemessen. Als Kontrolle diente das pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Plasmid.

37,0 % der mit dem pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Plasmid und 44,4 % der mit dem pLenti-
EF1a-Siglec16-IRES-EGFP-Plasmid transfizierten Zellen zeigten ein positives Signal fur
EGFP. In der EGFP-postiven Zellpopulation zeigte sich eine Expression von Siglec-16
auf den mit pLenti-Siglec-16-EF1a-IRES-EGFP-Plasmid transfizierten Zellen im Ver-
gleich zur pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Kontrolle (siehe Abb. 28).
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Abb. 28: Uberexpression von Siglec-16 auf HEK 293 T Zellen. Untersuchung mittels
Durchflusszytometrie. a) 37 % der transfizierten Zellen zeigen ein positives Signal fur
EGFP. b) Farbung mit dem Siglec-16-spezifischen Antikdrper. Es zeigt sich eine Ex-
pression von Siglec-16 auf den mit pLenti-Siglec16-EF1a-IRES-EGFP transfizierten Zel-
len (rot) im Vergleich zur pLenti-EF1a-IRES-EGFP Kontrolle (grin) in der EGFP-
positiven Zellpopulation.
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3.2.3 Uberexpression von Siglec-16 auf murinen aus embryonalen Stammzellen
generierten Mikroglia (ESdM)

Mit den Plasmiden pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-EGFP und pLenti-EF1a-IRES-EGFP
wurden in HEK 293FT Zellen lentivirale Partikel hergestellt. Mit diesen erfolgte eine len-
tivirale Transduktion von murinen aus embryonalen Stammzellen generierten Mikroglia
(ESdM). Die Expression von EGFP wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie (40-fache

Vergrof3erung) untersucht.

Es zeigte sich eine Expression von EGFP, sowohl in den mit dem pLenti-EF1a-Siglec-
16-IRES-EGFP-Virus, als auch in den mit dem pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Virus trans-
fizierten Mikroglia. Die Transfektionseffizienz lag zwischen 60 % und 80 % (siehe Abb.
29).

nativ

EGFP merge

EGFP unbehandelt

EGFP+Siglec-16

Abb. 29: Uberexpressmn von Siglec-16 und EGFP auf murinen aus embryonalen
Stammzellen generierten Mikroglia (ESdM) mittels lentiviraler Transfektion mit pLenti-
EF1a-Siglec-16-IRES-EGFP und pLenti-EF1a-IRES-EGFP. Nach Transfektion zeigt sich
eine Expression von EGFP in 60-80 % der Zellen. 40-fache VergroRerung. Malstab
50 um.



72

3.2.4 Isolierung der EGFP-positiven Mikroglia (ESdM) mittels FACS-Sorting

Die Markierung mit EGFP ermdglichte die Selektion der transfizierten Mikroglia mittels
FACS-Sorting. Hierzu wurden die zuvor mit pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-EGFP und
pLenti-EF1a-IRES-EGFP transfizierten ESdAM in Zellkultur vermehrt und die EGFP-
positiven Mikroglia mit Hilfe eines FACSAria in der Flow Cytometry Core Facility des
Instituts fur Molekulare Medizin der Universitat Bonn isoliert. Das FACS-sorting wurde

von Herrn Peter Wurst durchgefihrt.

Die Messung ergab fur das pLenti-EF1a-Siglec-16-IRES-GFP-Plasmid eine Transfekti-
onseffizienz von 69 % und fir die pLenti-EF1a-IRES-GFP-Plasmid von 88 %. In den
nicht transfizierten Zellen war keine Expression von EGFP nachzuweisen (siehe Abb.
30).
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Abb. 30: Isolierung der EGFP exprimierenden murinen aus embryonalen Stammzellen
generierten Mikroglia (ESdM) mittel FACS-Sorting. a) Nicht transfizierte Mikroglia. Es ist
keine Expression von EGFP festzustellen. b) Mit pLenti-EF1a-IRES-GFP transfizierte
Mikroglia. Etwa 88 % der Zellen zeigen eine Expression von EGFP. c) Mit pLenti-EF1a-
Siglec-16-IRES-GFP transfizierte Zellen. Etwa 69 % der Zellen zeigen eine Expression
von EGFP.
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3.2.5 Einfluss von Siglec-16 auf die Expression von TNF-qa, IL-18 und Iba1

Der Einfluss eines Immunrezeptors auf die Bildung von Entziindungsmediatoren ist von
groRem Interesse, um seine Funktionsweise zu verstehen. In dieser Arbeit wurde der
Einfluss von Siglec-16 auf die Expression von TNF-a, IL-18 und dem Aktivierungsmar-
ker Iba1 in murinen Mikroglia (ESdM) untersucht. Zusatzlich wurde ein Teil der Zellen
mit der aus ca. 20 Sialinsduremonomeren bestehenden Polysialinsaure PSA-20 stimu-

liert. Dieser ist ein potentieller Ligand des Siglec-16-Rezeptors.

Hierzu wurden die zuvor selektionierten ESdM (siehe Kapitel 3.2.4) ausgesat und ent-
weder mit PSA-20 behandelt oder ohne Stimulation inkubiert. Im Anschluss wurde die
RNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode isoliert, mit der reversen Transkrip-
tase in cDNA umgeschrieben und die relative Expression von TNF-a, IL-1 und Iba1 mit

Hilfe der quantitativen real-time PCR untersucht.

Die Messung ergab eine signifikante Reduktion der Expression von TNF-a um 51,2 %
(ohne Stimulation) (p<0,001) und um 48,7 % (mit PSA-20 Stimulation) (p<0,001) in den
Siglec-16 exprimierenden Mikroglia im Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Die mit PSA-20
stimulierten Zellen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Expression von TNF-

a im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen (siehe Abb. 31 a)).

Die Expression von IL-1B zeigte eine signifikante Reduktion um 25,4 % (ohne Stimulati-
on) (p<0,01) und um 19,5 % (mit PSA-20 Stimulation) (p<0,001) in den Siglec-16 expri-
mierenden Mikroglia im Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Die mit PSA-20 stimulierten Zel-
len zeigten eine signifikante Erhdhung in der Expression von TNF-a im Vergleich zu den
nicht stimulierten Zellen (p<0,05) (siehe Abb. 31 b)).

Die Expression von Iba1 zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Siglec-
16 exprimierenden Mikroglia und der EGFP-Kontrolle. Auch die Stimulation mit PSA-20

erbrachte keinen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 31 c)).
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Abb. 31: Expression von TNF-a, IL-1B und Iba1 in Siglec-16 exprimierenden Mikroglia
(ESdM) (n=6). a) TNF-a: Signifikante Reduktion der Expression in den Siglec-16 expri-
mierenden Mikroglia. Die Stimulation mit PSA-20 erbrachte keinen signifikanten Unter-
schied. b) IL-1B: Signifikante Reduktion in den Siglec-16 exprimierenden Mikroglia. Die
Stimulation mit PSA-20 bewirkte eine signifikante Erhdhung der Expression des Zyto-
kins. c) Iba1: Keine signifikanten Unterschiede in der Expression von Iba1.
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3.2.6 Einfluss von Siglec-16 auf die Phagozytoserate von Mikroglia

Der Einfluss von Siglec-16 auf die Phagozytose wurde mittels PE-markierten Latex Be-
ads in murinen Mikroglia (ESdM) untersucht. Hierzu wurden die zuvor selektionierten
ESdM (siehe Kapitel 3.2.4) ausgesat und entweder mit PSA-20 behandelt oder ohne
Stimulation inkubiert. Im Anschluss wurde die Aufnahme von PE-markierten Latex Be-

ads mittels Durchflusszytometrie untersucht. Gezahlt wurde die Phagozytoserate ab
dem zweiten Peak (siehe Abb. 32).
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Abb. 32: Beispiele fur den Latex Beads Phagozytose Assay. Nach Inkubation mit den
PE-markierten Latex Beads wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Die Phagozytoserate wurde ab dem zweiten Peak gezahlt. a) EGFP exprimierende
Mikroglia ohne und mit Stimulation mit PSA-20. b) Siglec-16 und EGFP exprimierende
Mikroglia ohne und mit Stimulation mit PSA-20.
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Die EGFP exprimierenden Mikroglia (n=5) zeigten eine mittlere Phagozytoserate von
19,23 + 0,88 % bei den nicht stimulierten Zellen und 19,62 + 1,32 % bei den mit PSA-20
stimulierten Zellen. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Phagozytoserate zwi-
schen den beiden Gruppen festgestellt werden. Die Gruppe der Siglec-16 exprimieren-
den ESdM (n=5) zeigte eine Phagozytoserate von 21,42 + 1,92 % bei den nicht stimu-
lierten Zellen und 25,14 £ 2,25 % bei den mit PSA-20 stimulierten Zellen. Es zeigte sich
eine signifikante Erhdhung der Phagozytose der Siglec-16 exprimierenden Zellen im
Vergleich zur EGFP-Kontrollgruppe um 9,1 % (p<0,05). Die Stimulation mit PSA-20 er-
brachte eine signifikante Erhdhung der Phagozytose der Siglec-16 exprimierenden
Mikroglia um 28,1 % im Vergleich zu den EGFP exprimierenden Mikroglia (p<0,001) und
eine signifikante Erhdhung um 17,4 % im Vergleich zu den nicht stimulierten Siglec-16
exprimierenden ESdM (p<0,01) (siehe Abb. 33).
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Abb. 33: Phagozytoseraten von mit PE markierten Latex Beads in Siglec-16 exprimie-
renden Mikroglia (ESDM) (n=5). Die Siglec-16 exprimierenden Mikroglia zeigen eine
signifikante Erhohung der Phagozytoserate im Vergleich zur EGFP-Kontrollgruppe
(p<0,05). Die Stimulation mit PSA-20 zeigt eine signifikante Erhdhung der Phagozytose-
rate der Siglec-16 exprimierenden Mikroglia im Vergleich zu den EGFP exprimierenden
Mikroglia (p<0,001) und eine signifikante Erhéhung im Vergleich zu den nicht stimulier-
ten Siglec-16 exprimierenden ESdM (p<0,05).
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3.3 Generierung eines Siglec-16 transgenen Mausmodells

Um den Einfluss von Siglec-16 auf die Immunreaktion von Mikroglia auch im lebenden
Organismus untersuchen zu konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Siglec-16
transgenes Mausmodell erzeugt. Hierzu wurde ein Genkonstrukt mit dem mikrogliaspe-
zifischen Iba1-Promotor und dem Exonbereich des Siglec-16-Gens mittels pronuklearer
Injektion in das murine Genom eingebracht. Die Integration und die Anzahl der integrier-
ten Transgene wurden mittels PCR, quantitativer real-time PCR und Southern Blot be-
stimmt. Die selektive Genexpression von Siglec-16 auf Mikroglia wurde mit Hilfe der re-
versen Transkriptase PCR und der Mehrfarbendurchflusszytometrie untersucht. Daruber

hinaus wurde der Einfluss des Rezeptors auf die Zytokinproduktion analysiert.

3.3.1 Das Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid

Das Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid wurde aus dem PLL-PGK-Neo-lba1-Siglec-11-
Plasmid (Wang, 2009) durch die Entfernung der PGK-NEO-Kassette und durch den Er-
satz des Siglec-11-Gens durch das Siglec-16-Gen erzeugt. Das Siglec-16-Gen steht
unter der Kontrolle des Iba-1-Promoters, welcher eine selektive Expression von Siglec-
16 auf Mikroglia ermdglicht (Hirasawa et al., 2005). Das WPR-Element (Woodchuck He-
patitis Virus Post-Transcriptional Regulatory Element) erhdht die Stabilitat der mRNA
und verstarkt so die Genexpression (Loeb et al., 1999). Eine Ampicillin-Resistenz er-

moglicht die Transformation und Vervielfaltigung in Bakterienzellen (siehe Abb. 34).

3.3.2 Das Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen

Das Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen wurde aus dem |ba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid
isoliert. Hierzu wurde das Plasmid mit den Restriktionsenzymen Nsil, Ndel und BsiEl
verdaut und mittels Gelelektrophorese der GrofRe nach aufgetrennt. Das 4.045 Basen-
paare grol3e Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen wurde aus dem Gel ausgeschnitten, mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit und anschlieBend mit dem NucleoSpin Plasmid Kit
nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit einer Konzentration von 3-5 ng/ul in Injek-

tionspuffer gelost.
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8782 BsiEl (6)

8633 BsiEl (6) 486 Ndel (1)

pUC 7351..8113 1525 BsiEl (6)

7710 BsiEl (6) 1529 BsiEl (6)

Iba1-Siglec-16-WPRE
9186 BP

6681 BsiEl (6) [
2636 Nsil (1)

WPRE 6077..6664

5967 EcoRl (1)

Iba1-Promotor 3724..4469

Abb. 34: Das |Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid. Das Siglec-16-Gen steht unter der Kon-
trolle des Iba-1-Promoters. Dieser ermdglicht eine selektive Expression von Siglec-16
auf Mikroglia. Das WPR-Element erhoht die Stabilitat der mRNA und verstarkt so die
Genexpression. Eine Ampicillin-Resistenz ermdglicht die Transformation und Vervielfal-
tigung in Bakterienzellen.

3.3.3 Generierung der Iba1-Siglec-16-WPRE transgenen Maus und Genotypi-
sierung der ersten Generation

Das isolierte und aufgereinigte Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgen wurde mittels Mikroin-
jektion in den Pronukleus von Mausembryonen eingebracht. Im Weiteren erfolgte eine
Entwicklung der Embryonen in vitro und ein anschlieBender transzervikaler Transfer in

pseudotrachtige, zyklussynchronisierte Empfangertiere.

Die Mausembryonen entstammten aus einer Verpaarung von B6D2F1 Weibchen mit
C57BI/6 Mannchen. Da die Mauslinie B6D2F1 aus einer Kreuzung der Linien C57BI/6
mit DBA entstanden ist, betrug der Anteil des C57BI/6 Genoms bereits 75 % des Ge-
noms der ersten Generation FO. Die Mikroinjektion und der Embryonentransfer wurden

von Frau Charlotte Schick im Haus fur Experimentelle Therapie Bonn durchgefuhrt.
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Nach Mikroinjektion und Embryonentransfer wurden 103 Mause der ersten Generation
geboren. Um die Integration des Transgens in das murine Genom zu Uberprufen wurde
genomische DNA aus Schwanzspitzen oder Ohrmuscheln isoliert und mittels PCR geno-
typisiert. Das Produkt wurde auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und mit der Gelektro-
phorese der Grofde nach aufgetrennt. Das Gelbild wurde unter UV-Beleuchtung fotogra-
fiert (siehe Abb. 35).

Positive Proben zeigten zwei Banden mit einer Gréfke von 111 und 251 Basenpaaren.
Bei 23 von 103 Mausen konnte eine Integration des Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgens in
das murine Genom festgestellt werden. Maus 6, 21, 35 und 75 wurden ausgewahlt und
weiterverpaart. Die Mause 6, 35 und 75 konnten Nachkommen zeugen. Die einzelnen

Linien wurden nach dem jeweiligen Ursprungstier benannt.

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Iba1-
Siglec-16-
21 22 23 24 25 WPRE

Abb. 35: Genotypisierung der Mause 1-25 der ersten Generation FO nach Mikroinjektion
und Embryonentransfer. Positive Proben zeigen zwei Banden mit einer Grolde von 111
und 251 Basenpaaren (siehe Maus 2, 6, 11, 12, 15, 19, 21). Als positive Kontrolle diente
das Iba1-Siglec-16-WPRE Plasmid.
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3.3.4 Bestimmung der Anzahl der in das Genom der Maus integrierten Siglec-16-
Transgene

Um die Anzahl der in das Genom integrierten Siglec-16-Transgene zu bestimmen, wur-
de eine quantitative real-time PCR von genomischer DNA der Mauslinien 6, 25 und 75
durchgefuhrt. Als Standard wurden aquivalente Mengen des Iba1-Siglec-16-WPRE-
Transgens fur 0,5, 5 und 10 Genkopien verwendet (zur Berechnung siehe Abb. 36). Die
CT-Werte (cycle treshhold) des Standards wurden graphisch aufgetragen und die Funk-
tion der Ausgleichsgeraden bestimmt (siehe Abb. 36). Hiermit konnte die Formel zur
Berechnung der Anzahl der in das Genom integrierten Siglec-16-Transgene bestimmt
werden (x [Anzahl der Genkopien] = (y [CT-Wert] - 18,59) / (- 0,4323)).

a) 25

20 - : y = -0,4312x +18,59

15+ i 4

CT-Wert

10 =

0 1 é 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12
Anzahl der Iba1-Siglec-16-WPRE Transgene

b) Masse dertransgenen DNA _ 4045 BP des Transgens

1 ug der genomischen DNA 3x10° BP der genomischen DNA

Abb. 36: Bestimmung der Anzahl der in das Genom der transgenen Mause integrierten
Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgene mittels quantitativer real-time PCR. a) Standard fur die
Anzahl der Iba1-Siglec-16-WPRE Genkopien. Es wurde die Anzahl der Transgene (0,5,
5, 10) gegen deren CT-Werte aufgetragen. Mit Hilfe einer Ausgleichsgeraden wurde die
Formel zur Berechnung der integrierten Transgene anhand des CT-Werts bestimmt. b)
Formel zur Berechnung des Standards der aquivalenten Mengen des Iba1-Siglec-16-
WPRE-Transgens fur eine entsprechende Anzahl an Genkopien (Partners Healthcare,
2014).
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Mit Hilfe der ermittelten CT-Werte wurde die Anzahl der integrierten Transgene berech-
net. Es ergaben sich fur Mauslinie 6 6,20 + 1,30 Genkopien, fur Mauslinie 35 8,34 + 2,23
Genkopien und fur Mauslinie 75 3,84 + 1,42 Genkopien (siehe Abb. 37).

14

n=2
124

8,34+2,23

6,20%1,30

Anzahl der integrierten Transgene

6 35 75
Siglec-16 transgene Mauslinien

Abb. 37: Anzahl der in das Genom integrierten Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgene (n=2).
Bestimmung mittels quantitativer real-time PCR.

3.3.5 Nachweis einer Integration des Siglec-16-Transgens in das Genom der Maus
mit Hilfe des Southern Blots

Die Integration des Siglec-16-Transgens in das Genom der Maus fand in dieser Arbeit
frei und ungezielt statt. Hierbei integrieren in der Regel ein oder mehrere Transgene hin-
tereinander in den gleichen Genomabschnitt (siehe Abb. 38 b)). Mit Hilfe des Southern
Blots ist ein Nachweis der Integration der Transgene mdglich. Zusatzlich kann die An-

zahl der in das Genom integrierten Transgene bestimmt werden.

Hierflr wurde aus Schwanzspitzen und Lebergewebe isolierte genomische DNA mit
dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut, mittels Gelelektrophorese der Grofde nach Auf-
getrennt und mittels Kapillarkraft vom Gel auf eine Nylonmembran Ubertragen. Die
transgenen DNA-Fragmente wurden mit spezifischen mit Biotin gelabelten DNA-Sonden
markiert und die Bindung mit HRP-gekoppelten anti-Biotin-Antikdrpern sichtbar ge-
macht. Als Standard wurde das l|ba1-Siglec-16-WPRE-Transgen in entsprechenden
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Konzentrationen fur 1, 3, 5 und 10 Genkopien zusammen mit genomischer DNA einer

Siglec-16 negativen Maus verwendet (Berechnung des Standards siehe Abb. 38 c)).

In allen drei Mauslinien gelang der Nachweis einer Integration des Iba1-Siglec-16-
WPRE-Transgens in das murine Genom. Die Anzahl der in das Genom integrierten
Siglec-16-Transgene wurde durch den Vergleich der Intensitadten mit dem Standard er-
mittelt. Es ergaben sich 5-6 Genkopien fur Mauslinie 6, 9-10 Genkopien fur Mauslinie 35
und 3-4 Genkopien fur Mauslinie 75 (siehe Abb. 38 a)).

a) Southern Blot
Mauslinie Genkopien

Ladder 6 35 75 0 1 3 5 10

b) Schema der Integration des Transgens

5'-Fragment 4045 Basenpaare 4045 Basenpaare 4045 Basenpaare 3'-Fragment
A A A A A

[ T Y I |l 1

EcoR | EcoR | EcoR | EcoR | EcoR | EcoR |

‘ Iba1-Siglec-1 ‘-WPR! Iba1-Siglec-1 4-WPR! Iba1-Siglec-1 J-WPRg Iba1-Siglec-1 J-WPRg

c) Berechnung der Masse der transgenen Standard-DNA

Masse der transgenen DNA _ 4045 BP des Transgens
10 pg der genomischen DNA 3x10°BP der genomischen DNA

Abb. 38: a) Southern Blot zur Bestimmung der Anzahl der in das Genom der transge-
nen Mause integrierten Iba1-Siglec-16-WPRE Transgene. Dargestellt sind die Mausli-
nien 6, 35 und 75 sowie ein Standard der entsprechenden Genkopien. Beim Vergleich
mit dem Standard ergeben sich folgende Werte fur die in das Genom integrierten Trans-
gene: Linie 6: 5-6; Linie 35: 9-10; Linie 75: 3-4. b) Schematische Darstellung der Integra-
tion der in das Genom integrierten Transgene. Es sind die Restriktionsschnittstellen des
Restriktionsenzyms EcoR | eingezeichnet. Bei einem Verdau entstehen so n-1 des
4.045 Basenpaare grolden Fragments sowie zwei Fragmente unterschiedlicher Grolle
des 5’- und 3’-Teils der genomischen DNA. c) Formel zur Berechnung des Standards
der aquivalenten Mengen des Iba1-Siglec-16-WPRE-Transgens flr eine entsprechende
Anzahl an Genkopien (Partners Healthcare, 2014).



3.3.6 Untersuchung der Expression von Siglec-16 in den verschiedenen Geweben
der transgenen Mauslinie 75

Zum Nachweis einer Expression von Siglec-16 in den verschiedenen Geweben der
Mauslinie 75 wurde die RNA aus Gehirn, Leber, Milz und Blut extrahiert und mit der re-
versen Transkriptase PCR in cDNA umgeschrieben. Die Untersuchung der Expression
von Siglec-16 erfolgte mittels PCR (Primer: Siglec-16-RT-PCR-Forward-2, Siglec-16-
RT-PCR-Reverse-2).

Es zeigte sich eine deutliche Expression von Siglec-16 im Hirngewebe der Siglec-16-
transgenen Maus. Es zeigte sich keine Expression in Lebergewebe und Blut und eine

schwache Expression im Milzgewebe (siehe Abb. 39).

Iba1-

a) Linie 75 Siglec-16-

Hirn Leber Milz Blut H20 WPRE
i =
GAPDH

' Iba1-

b) C57BL/6 _ . Siglec-16-

Hirn Leber Milz Blut H20 WPRE

Siglec-16

Abb. 39: a) Expression von Siglec-16 in den verschiedenen Geweben der transgenen
Mauslinie 75. Es zeigt sich eine Expression von Siglec-16 im Gehirn der Siglec-16-
transgenen Maus. Als Kontrolle diente eine C57BL/6 Maus (siehe b)), das Houskeeping
Gen GAPDH und das Iba1-Siglec-16-WPRE-Plasmid.

GAPDH
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3.3.7 Nachweis einer Expression von Siglec-16 auf isolierten Mikroglia der
transgenen Mauslinie 75

Mit Hilfe eines diskontinuierlichen Percoll-Gradienten ist es mdglich Mikrogliazellen und
Leukozyten aus murinem Hirngewebe zu isolieren (Cardona et al., 2006). Die Markie-
rung mit den flr Mikrogliazellen spezifischen Antikérpern Anti-CD45 und Anti-CD11b

macht eine Analyse mit Hilfe der Mehrfarbendurchflusszytometrie moglich.

In dieser Arbeit wurden die Mause mit Avertin intraperitoneal betaubt und transkardial
mit HBSS perfundiert. Den Mausen wurden die Gehirne entnommen und die Mikroglia-
zellen und Leukozyten mit Hilfe eines diskontinuierlichen Percoll-Gradienten isoliert. Die
Zellen wurden mit direkt gekoppelten Antikérpern gegen CD45, CD11b, Siglec-11 und
Siglec-16 markiert. Der Antikorper gegen Siglec-11 bindet wegen der Homologie der
extrazellularen Domane sowohl an Siglec-11 als auch an Siglec-16. Die markierten Zel-
len wurden mittels Mehrfarbendurchflusszytometrie analysiert. Es erfolgte eine Auswahl
der CD11b positiven und der CD45 niedrig positiven Zellen, welche die Mikrogliapopula-
tion darstellten. Innerhalb dieser Subpopulation wurde eine Analyse der Siglec-16 Ex-
pression durchgeflihrt. Hierbei wurden zwei Siglec-16 transgene Mause der Mauslinie

75 mit einer negativen Maus des gleichen Wurfes verglichen (siehe Abb. 40).

Es zeigte sich eine verstarkte Expression von Siglec-16 in der transgenen Maus, sowohl
nach Farbung mit dem Antikorper gegen Siglec-16, als auch mit dem Antikdrper gegen
Siglec-11. Anzumerken ist der nur geringe Unterschied der Fluoreszenzsignale der
Mauslinie 75 im Vergleich zur negativen Maus. Eine Erklarung kénnte eine unspezifi-
sche Bindung der Antikorper in der Maus sein. Diese unspezifische Bindung wird beim

Vergleich mit der Isotypenkontrolle sichtbar (siehe Abb. 40).
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Abb. 40: Mehrfarbendurchflusszytometrie von mittels Percoll Gradienten aus Mausge-
hirnen isolierter Mikroglia. a) Farbung mit Antikérpern gegen CD45, CD11b und Siglec-
16. Die Mikrogliapopulation (CD45+(low)/CD11b+) ist von der Blutleukozytenpopulation
(CD45+(high)/CD11b+) abzugrenzen. Die Farbung mit dem anti-Siglec-16-Antikdrper
zeigt bei Mauslinie 75 (blau) eine starkere Fluoreszenzintensitat als bei der nicht trans-
genen Kontrolle (rot). Die Isotypenkontrolle ist in grin dargestellt. b) Farbung mit Anti-
korpern gegen CD45, CD11b und Siglec-11/16. Die Mikrogliapopulation (CD45+(low)/
CD11b+) ist von der Blutleukozytenpopulation (CD45+(high)/CD11b+) abzugrenzen. Die
Farbung mit dem anti-Siglec-11/16-Antikorper zeigt bei Mauslinie 75 (blau) eine starkere
PE-Fluoreszenzintensitat als bei der nicht transgenen Kontrolle (rot). Die Isotypenkon-
trolle ist in grin dargestellit.
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3.3.8 Untersuchung des Einflusses von Siglec-16 auf die Expression von TNF-a
und IL-1B im Siglec-16 transgenen Mausmodell

Um den Einfluss von Siglec-16 auf die inflammatorischen Prozesse im Mausmodell zu
untersuchen, wurden transgene und nicht transgene Mause der Mauslinie 75 intraperi-
toneal entweder mit PBS oder mit LPS behandelt und im Anschluss mit Hilfe der quanti-
tativen real-time PCR die relative Genexpression von TNF-a und IL1-B im Gehirn unter-

sucht.

Die Messung ergab fur eine PBS-Injektion eine signifikante Reduktion der Expression
von TNF-a um 53,3 % in der Siglec-16 transgenen Maus im Vergleich zur Kontrollmaus
(p<0,01; n=3). Nach intraperitonealer LPS-Injektion zeigte die Siglec-16 transgene Maus
eine um 83,7 % niedrigere Expression von TNF-a im Vergleich zur Kontrolimaus (n=>5).

Diese Reduktion war statistisch allerdings nicht signifikant (p=0,075) (siehe Abb. 41 a)).

Far die Expression von IL1-B zeigte sich nach PBS-Injektion eine statistisch nicht signifi-
kante Reduktion (p=0,066) von 39,2 % in der transgenen Maus im Vergleich zur Kon-
trollmaus (n=3). Nach intraperitonealer LPS-Injektion zeigte die Siglec-16 transgene
Maus eine um 84,7 % niedrigere Expression von IL1-3 im Vergleich zur Kontrollmaus
(n=5). Der Unterschied war hierbei signifikant (p<0,05) (siehe Abb. 41 b)).

Im Siglec-16 transgenen Mausmodell zeigte sich eine starkere relative Reduktion der
Genexpression von TNF-a und IL-18 nach Stimulation mit LPS im Vergleich zu der PBS-
Kontrolle. Fir TNF-a betrug hierbei die relative Reduktion der Expression 25,1 %
(p=0,062) und flr IL1-B 45,5 % (p<0,05) (siehe Abb. 41 c)).
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Abb. 41: Expression von TNF-a und IL-1B im transgenen Mausmodell. Untersuchung
mittels Quantitativer Real-Time PCR. a) Expression von TNF-a nach intraperitonealer
Injektion von PBS oder LPS. b) Expression von IL-18 nach intraperitonealer Injektion
von PBS oder LPS. c) Relative Reduktion der Expression von TNF-a und IL-1B8 nach
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4. Diskussion

4.1 Bestimmung von Genotyp und Allelfrequenz des Siglec-16-Gens

In ersten genomweiten Analysen wurde das Siglec-16-Gen aufgrund einer 4 Basenpaa-
re groRen Deletion, durch die eine Verschiebung des Leserasters entsteht, als nicht
funktionelles Pseudogen Siglec-P16 klassifiziert (Grimwood et al., 2004; Hayakawa et
al., 2005). Jedoch konnten Cao et al. zeigen, dass neben Siglec-P16 auch ein funktio-
nelles Siglec-16-Gen in einer Subpopulation der menschlichen Bevolkerung vorliegt. Die
von Cao et al. beschriebene auf PCR-basierende Methode zur Bestimmung des Geno-
typs liel aber keine genaue Differenzierung der verschiedenen Genotypen zu. Die Be-
stimmung einer Siglec-16/Siglec-P16-Heterozygotie war ebenso wie der direkte Nach-

weis des funktionellen Siglec-16-Gens nicht moglich (Cao et al., 2008).

Um genaue Aussagen zu Allelfrequenz und Genotyp des Siglec-16-Gens treffen zu
kdnnen, war deshalb die Entwicklung eines neuen Verfahrens notwendig. Dazu wurde in
der vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt, die die PCR-Amplifizierung von geno-
mischer DNA mit einer anschlieRenden Sequenzierung kombiniert (siehe Kapitel 2.2.7).
Hierdurch sind eine genaue Bestimmung des Genotyps und eine Differenzierung zwi-
schen Siglec-16 und Siglec-P16 moglich. Daruber hinaus erlaubt die Kombination von
PCR und Sequenzierung im Gegensatz zur alleinigen PCR noch weitere Einblicke in
den untersuchten Genomabschnitt. Ein Problem dieser Methode ist die Uberlagerung
der DNA-Sequenzen, zu der es bei einer Siglec-16/Siglec-P16-Heterozygotie wegen der
Verschiebung um 4 Basenpaare im Siglec-P16-Gen kommt. Mit einer genauen Kenntnis

des Genomabschnitts ist aber eine exakte Bestimmung des Genotyps maoglich.

Das funktionelle Siglec-16-Gen zeigte in der aktuellsten und umfangreichsten Untersu-
chung von Wang et al. eine Allelfrequenz zwischen 0,08 und 0,3 (Mittelwert 0,18). Hier-
nach besitzen ca. 30-50 % der menschlichen Population das Potential den Rezeptor
Siglec-16 zu bilden. In dieser Studie wurden Daten aus PCR-Analysen und Einzelnukle-
otid-Polymorphismus-Analysen (SNP; Single Nucleotide Polymorphism) zusammenge-
fasst (Wang et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 27 Proben un-
tersucht (siehe Kapitel 3.1.1). Es zeigte sich eine Allelfrequenz von 0,32 des funktionel-

len Siglec-16-Gens. In 51,9 % der Proben war somit eine Expression von Siglec-16
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mdglich. Die Allelfrequenz war in dieser Population damit grof3er als in der von Wang et
al. untersuchten. Es ist jedoch anzumerken, dass die Stichprobe von Wang et al. mit
1.400 Probanden deutlich grof3er war. Zudem wurden weltweit Daten zusammengetra-
gen, sodass populationsbezogene Verteilungsunterschiede mit in das Ergebnis einge-
flossen sein kdonnten. Ein weiterer Unterschied liegt in der Verwendung von Proben von
Gliom-Patienten in der vorliegenden Arbeit (5 Proben von Nicht-Gliom-Gewebe; 22 Pro-
ben von Gliom-Gewebe). Aufgrund der Auswahl dieses Kollektivs ist eine Aussage Uber

die Allelfrequenz in der Gesamtpopulation schwierig.

Inwiefern das funktionelle Siglec-16-Gen mit der Pathogenese von Gliomen assoziiert
ist, konnte in dieser Arbeit aufgrund der geringen Stichprobe nicht geklart werden. In
friheren Arbeiten konnte jedoch gezeigt werden, dass die vermehrte Expression von
Polysialinsdauren mit der Tumorprogression und -ausbreitung, unter anderem auch bei
Gliomen, assoziiert ist (Hildebrandt et al., 1998; Scheidegger et al., 1994; Smith et al.,
1996; Suzuki et al., 2005; Tanaka et al., 2000). Im Anbetracht dieser Erkenntnisse
scheint eine Beteiligung von Siglec-16 an der Pathogenese von Gliomen maglich und

bedarf weiterer Untersuchungen.

4.2 Nachweis von Siglec-16 in humanem Gewebe

4.2.1 Nachweis von Siglec-16 in humanem Hirngewebe

Cao et al. haben eine Expression einer cDNA von Siglec-16 in fetalem Hirngewebe be-
schrieben. Dies liel3 vermuten, dass Siglec-16 ebenso wie Siglec-11 auf humanen
Mikroglia gebildet wird und diese beiden Rezeptoren ein aktivierendes/inhibierendes
Rezeptorpaar bilden (Cao et al., 2008). Um diese These zu untersuchen, war es des-
halb notwendig den Nachweis einer Expression von Siglec-16 auch in adultem humanen

Hirngewebe zu erbringen.

In dieser Arbeit wurde dazu die Genexpression von Siglec-16 mittels reverser Transkrip-
tase PCR in 3 Hirnproben von Gliom-Patienten untersucht (siehe Kapitel 3.1.2). Hierbei
war jeweils eine Probe eines homozygoten Siglec-16/Siglec-16-Genotyps, eines ho-
mozygoten Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyps und eines heterozygoten Siglec-16/Siglec-

P16-Genotyps vorhanden. In den beiden Proben mit dem funktionellen Siglec-16-Gen
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(Siglec-16/Siglec-16-Genotyp und Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp) konnte eine eindeuti-
ge Expression von Siglec-16 nachgewiesen werden. Die Expression war in der homozy-
goten Probe (Siglec-16/Siglec-16-Genotyp) starker ausgepragt als in der heterozygoten
Probe (Siglec-16/SiglecP-16-Genotyp) (siehe Abb. 24). Es wurde keine Quantifizierung

vorgenommen, um dies weiter zu untersuchen.

Interessanterweise konnte auch in der Probe mit Siglec-P16/Siglec-P16-Genotyp eine
leichte Expression von Siglec-P16 gezeigt werden (siehe Abb. 24). Dies lasst vermuten,
dass auch die mRNA des nicht funktionellen Siglec-P16-Pseudogens in geringem Malde
gebildet wird. Folglich stellt sich die Frage, ob diese Expression lediglich als eine Rest-
expression in einem aktiven Bereich des Genoms zu deuten ist, da die Siglec-11- und
Siglec-16-Expression Uberdies durch eng verwandte GATA-1 Bindungsstellen reguliert
werden (Wang et al., 2012). Es ware aber auch denkbar, dass dem Pseudogen Siglec-

P16 an sich eine regulatorische Funktion zukommt.

Die Funktion von Pseudogenen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Da sie nicht
fur Proteine kodieren, werden sie oft als "junk DNA® bezeichnet (Pink et al., 2011). Hau-
fig werden sie auch als Protogene angesehen, da sie, wie im Falle von Siglec-11 vermu-
tet, an der Entstehung neuer Gene beteiligt sein kdnnen (siehe Abb. 11) (Wang et al.,
2012). 2-20% der humanen Pseudogene werden jedoch in mRNA transkribiert (Harrison
et al., 2005; Pink et al., 2011; Yano et al., 2004; Zheng et al., 2005; Zheng et al., 2007).
Dartber hinaus ist diese Transkription gewebsspezifisch und kann durch bestimmte
Faktoren ausgelost werden. Ob diese mRNA-Sequenzen tatsachlich regulatorische
Funktionen Ubernehmen, ist bisher ungeklart (Pink et al., 2011). Im Anbetracht der evo-
lutionaren Konservierung des Siglec-P16-Gens scheint eine regulatorische Funktion in

Bezug auf die Expression von Siglec-11 aber durchaus maoglich.

Die Ergebnisse der reversen Transkriptase PCR zeigen eine eindeutige Expression von
Siglec-16 auf mMRNA-Ebene in humanem Hirngewebe. Dies macht eine Expression des
Rezeptors auf Mikroglia wahrscheinlich, da Siglecs hauptsachlich auf Zellen des ange-
borenen Immunsystems gebildet werden. Die Expression des eng mit Siglec-16 ver-
wandten Siglec-11 mikrogliaspezifisch und wird dartber hinaus durch eine ahnliche GA-

TA-1 Bindungsstelle reguliert (Crocker et al., 2007). Uberdies besitzt gerade Gliom-
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Gewebe eine hohe Dichte an Mikroglia, so dass von einem Vorkommen von Mikroglia in

dem untersuchten Material auszugehen ist (Wei et al., 2013).

Eine Expression von Siglec-16 auf einem anderen Zelltyp im untersuchten neuronalen
Gewebe, wie beispielsweise auf Gliom-Zellen, ist jedoch mdglich. Denn es lassen sich
auch auf Gliom-Zellen Oberflachenrezeptoren nachweisen, die einen Einfluss auf Zelldif-
ferenzierung und Proliferationsraten haben konnen (Li und Hall, 2011). Darum ware ins-
besondere im Falle eines aggressiv proliferativ wachsenden Tumors die Expression ei-
nes aktivierenden Rezeptors, wie Siglec-16, denkbar. Weitere Untersuchungen kénnten

hier die Expression und den Einfluss von Siglec-16 klaren.

4.2.2 Nachweis von Siglec-16 auf humaner Mikroglia

Um eine Expression von Siglec-16 auf Mikroglia zu zeigen, wurden in dieser Arbeit hu-
mane aus induzierten Stammzellen generierte Mikroglia (iPSdM) mittels Durchflusszy-
tometrie untersucht (siehe Kapitel 3.1.3). Hierbei wurden eine Zelllinie mit heterozygo-
tem Siglec-16/Siglec-P16-Genotyp und zwei Zelllinien mit homozygotem Siglec-
16/Siglec-16-Genotyp analysiert. Es konnte eine Expression von Siglec-16 auf allen drei
Mikrogliazelllinien nachgewiesen werden (siehe Abb. 25). Somit wurde in dieser Arbeit
der erste Nachweis einer Expression von Siglec-16 auf der Zelloberflache von humanen

Mikroglia auf Proteinebene erbracht.

Far die Anfarbung der Zellen wurde der zur Zeit einzige kommerziell erhaltliche Antikor-
per (Anti-Siglec-16, R&D Systems), welcher selektiv an das Siglec-16-Protein im huma-
nen System bindet und kein Bindungsverhalten gegen Siglec-11 zeigt, verwendet. Damit
kann ein falsch positives Signal wegen der Bindung an Siglec-11 ausgeschlossen wer-

den.

Die Erzeugung von Zelllinien aus humanen induzierten Stammzellen ist ein noch sehr
junges Verfahren. Es liegen bisher nur wenige Daten Uber Reproduzierbarkeit und Sta-
bilitdt der hiermit generierten Daten vor (Yamanaka, 2012). Daruber hinaus handelt es
sich bei einem Zellkultursystem um einen artifiziellen Versuchsaufbau. Auf Grund des-
sen sind die so erzeugten Daten nur in begrenztem Male auf den lebenden Organis-
mus Ubertragbar (Stanslay et al., 2012). Farbungen in humanem Gewebe kdnnten in

Zukunft weitere Hinweise auf die Expression von Siglec-16 liefern. Leider ist der bisher
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einzige fur Siglec-16 erhaltliche Antikorper fur die Anfarbung von fixierten Gewebs-
schnitten nicht verwendbar, so dass erst die Entwicklung neuer Antikdrper eine ab-
schlieRende Beurteilung ermdglichen kann. In Zusammenschau der in dieser Arbeit dar-
gestellten Ergebnisse ist aber eine Expression des Rezeptors Siglec-16 auf humanen

Mikroglia wahrscheinlich.

4.3 Expression von Siglec-16 im murinen Modellorganismus

Um die Wirkungsweise des humanspezifischen Rezeptors Siglec-16 in einem lebenden
Organismus analysieren zu konnen, wurde in dieser Arbeit ein Siglec-16 transgenes
Mausmodell erzeugt. Ferner wurde der Rezeptor auf murinen aus embryonalen Stamm-

zellen generierten Mikroglia in Zellkultur untersucht.

4.3.1 Expression von Siglec-16 auf murinen Mikroglia in Zellkultur

Siglec-16 wurde zusammen mit dem fluoreszierenden Protein EGFP auf murinen aus
embryonalen Stammzellen generierten Mikroglia (ESdM) in Zellkultur durch lentivirale
Transduktion Uberexprimiert (siehe Kapitel 3.2.3). Eine anschlieRende Selektion der
EGFP positiven Zellen mittels FACS-Sorting ermoglichte eine vergleichbare Expression

in den verschiedenen Zellkulturen (siehe Kapitel 3.2.4).

Als Promotor wurde der EF1a-Promotor (Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 al-
pha) verwendet. Dieser wird zur Uberexpression von Genen haufig verwendet, da er
eine stabile Expression des gewinschten Gens in verschiedensten Zellpopulationen
erlaubt und unabhangig von Umgebungssituationen ist (Qin et al., 2010). Das Siglec-16-
Gen wurde durch eine IRES-Sequenz vom EGFP-Gen getrennt. Dies ermdglicht eine
gleichzeitige Expression der beiden Gene (Thompson, 2012). Durch die Lage des
Siglec-16-Gens vor dem EGFP-Gen kann deshalb bei nachgewiesener Expression von

EGFP von einer Siglec-16-Expression ausgegangen werden (siehe Kapitel 3.2.1).

Die aus embryonalen Stammzellen generierten Mikroglia (ESdM) zeichnen sich durch
ein mit primarer Mikroglia vergleichbares Oberflachenrezeptor- und Genexpressionspro-
fil, die Fahigkeit der chemokininduzierten Migration und Phagozytose, sowie durch eine

stabile Proliferationsrate aus (Beutner et al., 2010). Auf Grund dessen ist diese Zelllinie
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ein gutes Modell, um die Auswirkung eines Rezeptors auf Mikroglia in vitro zu untersu-

chen.

Ein Nachteil des murinen Systems beziiglich einer Uberexpression von Siglec-16 ist der
schwierige Nachweis des Rezeptors auf Proteinebene. Die bisher zur Verfugung ste-
henden Antikorper gegen Siglec-16 zeigen an murine Mikroglia ein starkes unspezifi-
sches Bindungsverhalten im Vergleich zur Isotypen-Kontrolle (vergleiche auch Kapitel
3.3.8). Auf Grund dieses unspezifischen Bindungsverhaltens in der Maus ist eine Diffe-
renzierung zwischen Siglec-16 Uberexprimierenden Mikroglia und der EGFP-Kontrolle
nicht mdglich. Jedoch konnte in dieser Arbeit eine Expression von Siglec-16 mit dem
verwendeten pLenti-EF 1a-Siglec-16-IRES-EGFP-Plasmid auf HEK-Zellen (human emb-
ryonal kidney cells) im Vergleich zur pLenti-EF1a-IRES-EGFP-Kontrolle gezeigt werden
(siehe Kapitel 3.2.2). Dies beweist die Funktionalitdt des verwendeten Vektorsystems
und die Fahigkeit zur Expression von Siglec-16. Folglich ist bei dem Nachweis einer

EGFP-Expression auch von einer Siglec-16-Expression auszugehen.

4.3.2 Expression von Siglec-16 auf murinen Mikroglia im transgenen Mausmodell

Hirasawa et al. konnten mit Hilfe des mikrogliaspezifischen Iba1-Promotors ein transge-
nes Mausmodell mit einer selektiven Expression von EGFP in Mikroglia erzeugen (Hira-
sawa et al., 2005). Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit
ein Siglec-16 transgenes Mausmodell generiert. In dem dabei verwendeten Genkon-
strukt wurde im Vergleich zu Hirasawa et al. das EGFP-Gen durch das Siglec-16-Gen

ersetzt und so eine selektive Expression des Rezeptors auf Mikroglia ermoglicht.

Die Integration des Konstrukts in das Genom konnte mittels PCR, quantitativer Real-
Time PCR und Southern Blot gezeigt werden (siehe Kapitel 3.3.4, 3.3.5, 3.3.6). Der
Nachweis einer Genexpression von Siglec-16 im Gehirn konnte mit Hilfe der reversen
Transkriptase PCR erbracht werden (siehe Kapitel 3.3.7). Aulder dieser war bis auf eine
schwache Expression in der Milz keine weitere Expression in Leber oder Blut nachzu-
weisen. Da der Iba1-Promotor nur im ZNS in Mikroglia aktiv ist (Hirasawa et al., 2005)
und in anderen Organen keine nennenswerte Expression von Siglec-16 gezeigt werden
konnte, kann davon ausgegangen werden, dass das Gentranskript von Siglec-16 aus-

schlieflich in Mikroglia gebildet wird.
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In dieser Arbeit wurde kein fluoreszierendes Marker-Protein in das Transgen mit einge-
fugt, welches die Detektion einer selektiven Expression von Siglec-16 in Mikroglia er-
leichtert hatte. Hierfur sind zwei Grinde zu nennen: Zum einen geschieht die Integration
des Transgens bei der verwendeten Methode frei und ungerichtet. Weder der Ort der
Integration noch die Anzahl der in das Genom integrierten Transgene ist steuerbar. Dem
zu Folge sind alle hieraus entstandenen Mauslinien trotz gleichem Transgen einzigartig
und nur in begrenztem Malde untereinander vergleichbar. Eine zur Auswertung der ge-
wonnen Daten notwendige Kontrollmauslinie misste in optimaler Weise eine Integration
des EGFP-Kontrollkonstrukts an gleicher Stelle und in gleicher Anzahl vorweisen. Dies
ist rein statistisch sehr unwahrscheinlich. Zum anderen ist die Unschadlichkeit von fluo-
reszierenden Marker-Proteinen bis zum heutigen Zeitpunkt zwar gut untersucht (Re-
mington, 2011), aber ein Einfluss auf Genexpression und Zellaktivierung kann nicht
ausgeschlossen werden. Vor allem bei der Untersuchung von sehr empfindlichen Pro-
zessen, wie der Immunregulation, sollte deshalb weitestgehend auf interagierende Sti-

muli verzichtet werden.

Der Nachweis von Siglec-16 auf der Zelloberflache der Mikroglia im transgenen Maus-
modell war auf Grund der bereits besprochenen unspezifischen Bindung des Siglec-16
spezifischen Antikorpers nur begrenzt moglich (siehe hierzu auch Kapitel 4.3.1). Mit Hil-
fe eines diskontinuierlichen Percoll-Gradienten konnten zwar Mikroglia aus dem Gehirn
der transgenen Mause isoliert werden und eine Expression von Siglec-16 mittels Durch-
flusszytometrie gezeigt werden (siehe Kapitel 3.3.8). Jedoch war das positive Signal im
Vergleich zur negativen Kontrolle wegen der unspezifischen Bindung des Antikdrpers
auf muriner Mikroglia nur sehr schwach. Es stehen bis zum jetzigen Zeitpunkt keine im
Mausmodell spezifischeren Antikorper zur Verfigung, so dass erst Untersuchungen mit

neu entwickelten Antikorpern diese Problematik I6sen kdnnen.

4.3.3 Die Expression von Siglec-16 zeigt in vitro und in vivo vergleichbare
Ergebnisse

Die Analyse eines durch pronuklarere Injektion und ungerichtete Integration erzeugten
transgenen Mausmodells ist auf Grund der fehlenden Kontrollierbarkeit der Integrations-
stelle erschwert. Um eine Funktionalitat des Modells zu bestatigen, sind deshalb weitere

davon unabhangig durchgefuhrte Versuche von besonderem Interesse.
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In dieser Arbeit konnte sowohl im Siglec-16 transgenen Mausmodell als auch in Zellkul-
turexperimenten mit ESdM eine Senkung der Expression von TNF-a und IL-1p3 bei Ex-
pression von Siglec-16 gezeigt werden. Darliber hinaus waren die beiden zur Uberex-
pression verwendeten Vektorsysteme (Iba1- und EF1a-Promotor) ebenso verschieden
wie die verwendeten Methoden zur Integration des Transgens in das Genom (lentivirale
Transduktion und pronukleare Injektion). Diese unabhangigen Methoden und deren ver-
gleichbare Ergebnisse bestatigen, dass sowohl das erzeugte transgene Mausmodell als
auch das Zellkultursystem mit muriner Mikroglia valide Daten liefert. Fur weitere Unter-
suchungen von Siglec-16 kénnen Mausmodell und Zellkultursystem somit herangezo-

gen werden kann.

4.4 Regulation, Funktion und Wirkung von Siglec-16

4.4.1 Siglec-16 steigert die Phagozytoserate von Mikroglia

Mikroglia sind die ortsstandigen Makrophagen des zentralen Nervensystems (Biber et
al., 2007). Der Einfluss eines Rezeptors auf die Phagozytoserate von Mikroglia ist des-
halb von besonderem Interesse. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Uber-
expression von Siglec-16 auf muriner Mikroglia zu einer signifikanten Steigerung der
Phagozytoserate fuhrt. Die Phagozytoserate konnte hierbei durch eine Stimulation mit
PSA-20, einem madglichen Liganden des Siglec-16-Rezeptors, zusatzlich gesteigert

werden.

Fir die Untersuchung der Phagozytoserate wurde ein Versuchsaufbau mit Latex Beads
gewahlt. Dieser eignet sich gut, um den grundsatzlichen Einfluss auf die Phagozyto-
seeigenschaften von Zellen zu untersuchen. Es lassen sich hierbei jedoch keine Aussa-
gen daruber treffen, welche Bestandteile bevorzugtes Ziel der Phagozytose sind. Hierzu
mussten weitere Versuche mit apoptotischem neuronalen Material und neuronalen Ko-

Kulturen durchgefihrt werden.

Als ortsstandige Makrophagen sind Mikroglia fir das Abraumen von Pathogenen, Zell-
trammern und Zellbestandteilen verantwortlich (Sierra et al., 2013). Gerade eine Steige-
rung der Phagozytose ohne Entziindungsreaktion ist im empfindlichen neuronalen Ge-
webe von besonderer Bedeutung. Diese Eigenschaft konnte fur den auf Mikroglia ex-

primierten Rezeptor Trem-2 gezeigt werden (Takahashi et al., 2005). Trem-2 ist ebenso
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wie Siglec-16 mit dem Transmembranadaptermolekul DAP12 assoziiert (Colonna,
2003). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Siglec-16 die Expression der proin-
flammatorischen Entzindungsmediatoren senken kann (siehe Kapitel 3.2.5 und 3.3.8).
In Zusammenschau der Daten ist es also durchaus maoglich, dass es sich bei Siglec-16,
ebenso wie bei Trem-2, um einen DAP12-assoziierten Rezeptor handelt, welcher eine

Phagozytose ohne begleitende Entziindungsreaktion vermittelt.

Die Steigerung der Phagozytoserate durch Siglec-16 ist insbesondere im Hinblick auf
den Rezeptor Siglec-11 interessant. Siglec-16 bindet aufgrund der groen Ahnlichkeit in
der Sialinsaurebindungsregion der beiden Rezeptoren mit grolRer Wahrscheinlichkeit an
den gleichen Liganden wie Siglec-11 (Cao et al., 2008). Fir Siglec-11 konnte aber eine
Senkung der Phagozytoserate in Mikroglia nachgewiesen werden (Wang und Neumann,
2010). Dies lasst vermuten, dass durch das Zusammenspiel der beiden Rezeptoren ein

Gleichgewicht in der Phagozytose erzeugt werden kann.

4.4.2 Siglec-16 senkt die Expression von TNF-a und IL-1B in vitro und in vivo
TNF-a und IL-18 sind zwei zentrale Mediatoren der Immunantwort im murinen und hu-
manen Organismus. Sie werden hauptsachlich von Zellen des angeborenen Immunsys-
tems gebildet (Aggrawal et al., 2012; Sims und Smith, 2010). Im Gehirn werden beide
Botenstoffe vor allem von Mikroglia ausgeschuttet (Gudagno et al., 2013; Sims und
Smith, 2010). Eine Erhéhung der Expression von TNF-a im Gehirn fuhrt neben einer
Aktivierung von Mikroglia zu einer Vermehrung von Astrozyten und zu einer Demyelini-
sierung von Nervenfasern (Probert et al., 1995; Wajant et al., 2003). IL-18 ist als einer
der zentralen Regulatoren von Entzindungreaktionen im Gehirn (Basu et al. 2004;
Kaushik et al., 2013; Saper und Breder 1992) an neurodegenerativen Erkrankungen wie
Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson, sowie an akuten Ereignissen wie Trauma und
Schlaganfall beteiligt (Halle et al. 2008; Meda et al. 1999; Rothwell und Luheshi 2000).

Wegen dieser zentralen Aufgaben von TNF-a und IL-13 wurde in der vorliegenden Ar-
beit der Einfluss des Immunrezeptors Siglec-16 auf die Expression der beiden Entzun-
dungsmediatoren in muriner Mikroglia sowohl in Zellkultur als auch im transgenen

Mausmodell untersucht. Hierbei zeigte sich unter dem Einfluss von Siglec-16 sowohl in
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vitro (siehe Kapitel 3.2.5) als auch in vivo (siehe Kapitel 3.3.9) eine Reduktion der Ex-

pression von TNF-a und IL-1p.

Der hemmende Effekt von Siglec-16 auf die Bildung von TNF-a und IL-13 konnte somit
in zwei voneinander unabhangigen Versuchssystemen gezeigt werden. Dies erlaubt die
Annahme, dass Siglec-16 trotz seiner Assoziation mit dem aktivierenden ITAM tragen-
den DAP12 unter bestimmten Umstanden eine inhibierende Wirkung auf die Immunant-
wort haben kann. Unter welchen Bedingungen dies geschieht, bedarf jedoch weiterer

Untersuchungen.

4.4.3 LPS erhoht die Expression von Siglec-16 auf humaner Mikroglia

Um die Funktions- und Wirkungsweise eines Immunrezeptors besser verstehen zu kon-
nen, ist es wichtig die Regulation seiner Genexpression zu kennen. In dieser Arbeit wur-
den hierzu humane aus induzierten Stammzellen generierte Mikroglia in Zellkultur mit
den Immunstimulatoren LPS, TNF-a, IFN-y und IL-4 behandelt. Hierbei konnte eine sig-
nifikante Erhéhung der Expression von Siglec-16 nach Stimulation mit LPS gezeigt wer-
den (siehe Kapitel 3.1.4).

LPS ist ein komplexes Glykolipid, welches Bestandteil der duleren Zellwand von gram-
negativen Bakterien ist (Bryant et al., 2010). Als Endotoxin ist es eines der am starksten
fieberauslosenden Molekule und ist am Zustandekommen der Akuten Phase Reaktion
sowie an dem klinischen Krankheitsbild der Sepsis beteiligt (Rivest et al., 2000). (Die
Sepsis ist definiert als das Zusammentreffen von einer Bakteridmie im Blut mit einer sys-
temischen Entzindungsreaktion des Korpers mit Hypo- oder Hyperthermie, Tachykardi-
e, Tachypnoe und Leukozytose oder -penie (AWMF, 2010).) Uber eine Bindung an den
Rezeptorkomplex aus CD14, TLR4 und MD2 bewirkt LPS eine intrazellulare Aktivierung
des NFkB-, MAP3-Kinase- und IRF3-Signalweges (Bryant et al., 2010). In Folge dessen
kommt es zu einer Freisetzung von TNF-q, IL-1B und IL-6. Diese Zytokine bewirken
dann eine massive Immunreaktion, welche die Bekampfung des eingedrungenen Pa-
thogens zum Ziel hat (Rivest et al., 2000). Ohne gegenregulatorische MaRnahmen aber
kann es zu einer Uberschielfenden Immunantwort kommen und so eine Sepsis mit ho-
her Letalitat und Morbiditat induziert werden (Schulte et al., 2013).
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Fir die Hochregulierung von Siglec-16 nach LPS-Stimulation kdénnen verschiedene
Grunde in Betracht gezogen werden. Zum einen konnte die Wirkung von Siglec-16 tUber
das ITAM-Motiv eine Verstarkung der durch LPS hervorgerufenen Immunreaktion bewir-
ken, um die Bekampfung des Pathogens zu unterstitzen (Cao et al., 2008). Daruber
hinaus wirde eine Erhéhung der Phagozytoserate die Aufnahme von Bakterienbestand-
teilen, welche haufig Sialinsauren in ihrer Zellmembran enthalten, verstarken (Pillai et
al., 2012). Zum anderen konnte der Rezeptor aber auch Uber DAP12 eine Abschwa-
chung der Immunreaktion bewirken. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass mit
ITAMs assoziierte Rezeptoren eine Hemmung der von Toll-like-Rezeptor-4 induzierten
Aktivierung herbeifuhren kdnnen (Huyn et al., 2012). So fuhrt eine Aktivierung des muri-
nen mit DAP12 assoziierten Siglec-H-Rezeptors zu einer Hemmung des Signalweges
von Toll-like-Rezeptoren auf dendritischen Zellen (Blasius und Colonna, 2006; Zhang et
al., 2006). Siglec-H konnte nach Stimulation mit LPS und IFN-y auch auf muriner
Mikroglia nachgewiesen werden (Kopatz et al., 2013). Eine ahnliche Wirkungsweise von
Siglec-16 mit Hemmung der Toll-like-Rezeptor vermittelten Zellaktivierung bei durch
LPS induzierter Inflammation scheint deshalb madglich. Dies ware gerade bei einer sys-
temischen Entzindungsreaktion wichtig, um das Gehirn lokal vor irreversiblen Schadi-
gungen einer Uberschiefenden Immunantwort zu schitzen. Im Gegensatz dazu kdnnte
Siglec-16 durch eine Bindung an Bakterienbestandteile bei einer lokalen Infektion des
ZNS eine aktivierende Wirkung entfalten und so die Bekampfung der Pathogene unter-

stutzen.

444 Siglec-16 bewirkt eine Abschwachung der durch LPS induzierten
Entziindungsreaktion

Um den Einfluss von Siglec-16 auf die durch LPS induzierte Entzindungsreaktion zu
klaren, wurde in der vorliegenden Arbeit im Siglec-16 transgenen Mausmodell mittels
intraperitonelaler LPS-Injektion eine systemische Inflammation ausgelést und im An-

schluss die Expression von TNF-a und IL-18 im Gehirn untersucht (siehe Kapitel 3.3.8).

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Siglec-16 auf Mikroglia im transge-
nen Mausmodell zu einer deutlichen Reduktion der Bildung von TNF-a (83,7 %,
p=0,075) und IL-1B (84,7 %, p<0,05) nach Stimulation mit LPS flhrt. Dartber hinaus
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zeigte sich nach LPS-Injektion im Vergleich zur PBS-Kontrolle eine starkere relative Ab-

schwachung der Expression der beiden Entzindungsmediatoren (siehe Kapitel 3.3.8).

IL-18 und TNF-a sind zentrale Mediatoren fur die Uber LPS vermittelte Immunreaktion
(Rivest et al., 2000). Bei einer systemischen, durch LPS induzierten Entziindungsreakti-
on, kommt es im Gehirn zu einer Aktivierung von Mikroglia mit einer verstarkten Bildung
der beiden Zytokine und der Freisetzung von Sauerstoffradikalen (Sonneville et al.,
2013). Dies fuhrt bei einer Uberschieffenden Immunanwort zu neurologischen Stérun-
gen, wie beispielsweise dem Krankheitsbild einer Sepsis-assoziierten Enzephalopathie.
Welche Faktoren fir das UberschieRen der Immunantwort und der damit einhergehen-
den neuralen Schadigung verantwortlich sind, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
abschlie3end geklart (Eidelman et al., 1996; Sonneville et al., 2013).

In Zusammenschau der in dieser Arbeit gezeigten Daten scheint Siglec-16 bei der durch
LPS induzierten Entzindungsreaktion im ZNS eine Rolle zu spielen. Es kdnnte nach
einer systemischen Freisetzung von LPS aus den Zellwanden gramnegativer Bakterien
zu einer Hochregulierung von Siglec-16 kommen. Durch den hemmenden Effekt des
Siglec-16-Rezeptors auf die Immunantwort konnte so eine massive Reaktion der
Mikroglia und eine damit einhergehende Schadigung des empfindlichen neuronalen
Gewebes verhindert werden. Gerade im Hinblick auf die genetische Verteilung des funk-
tionellen Siglec-16-Gens in der Gesamtpopulation konnte hier eine Erklarung fur die Va-
rianz im klinischen Erscheinungsbild von durch LPS induzierte Krankheitsbilder zu fin-

den sein.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals der Nachweis einer Expression von Siglec-16 auf
Mikroglia erbracht werden. Dartber hinaus konnten grundlegende Mechanismen der
Regulation und Funktionsweise des Rezeptors gezeigt werden. Zusatzlich wurden mit
der Generierung eines Siglec-16 transgenen Mausmodells, eines Zellkulturmodells mit
Expression von Siglec-16 auf Mikroglia und eines Verfahrens zur genauen Bestimmung
des Siglec-16-Genotyps Methoden etabliert, mit welchen weitere Fragestellungen zu

beantworten sein kdnnen.
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In zukUnftigen Arbeiten sollte ein Schwerpunkt auf der besseren Detektierbarkeit von
Siglec-16 in humanem Hirngewebe liegen. Die Entwicklung neuer Antikdrper kénnte da-
zu beitragen den Rezeptornachweis zu verbessern. Uberdies wére eine Bestimmung
der an Siglec-16 bindenden Liganden, beispielsweise mit Hilfe eines Siglec-16-

Fusionsproteins, flr ein besseres Verstandnis des Rezeptors von Interesse.

Weitere Untersuchungen kénnten klaren unter welchen Bedingungen Siglec-16, trotz
seiner Assoziation mit dem ITAM tragenden DAP12, eine inhibierende Wirkung auf die
Immunreaktion hat und welche Stimuli nétig sind, sein aktivierendes Potential hervorzu-
rufen. Hier waren insbesondere humane Zellkultursysteme mit Ko-Kultur von Mikroglia

und Neuronen und eine Kombination verschiedener Mausmodelle von Interesse.

Eine Klarung des Einflusses von Siglec-16 auf die durch LPS induzierte Entzindungsre-
aktion im ZNS koénnte weitere Hinweise auf die Funktion des Rezeptors im menschli-
chen Organismus geben. Hierbei ware eine genauere Analyse der freigesetzten Moleku-
le in vitro und in vivo, sowie eine Untersuchung des Einflusses von Siglec-16 auf die mit
der Inflammation einhergehende Neurodegeneration im transgenen Tiermodell interes-

sant.

Daruber hinaus konnten weitere Analysen des Siglec-16-Genotyps eine Beteiligung von
Siglec-16 an neurologischen Krankheitszustanden, wie neurodegenerativen Erkrankun-

gen oder malignen Hirntumoren, klaren.
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5. Zusammenfassung

Mikroglia sind die ortsstandigen Immunzellen des zentralen Nervensystems und somit
wesentlich an der Uberwachung und Erhaltung der Homdostase im empfindlichen neu-
ralen Gewebe beteiligt. Sie treten als Teil des angeborenen Immunsystems Uber ihre
Oberflachenrezeptoren mit ihrer Umgebung in Kontakt. Ein potentieller Rezeptor auf
Mikroglia ist der erst kurzlich entdeckte humanspezifische Siglec-16-Rezeptor, der auf-

grund einer Mutation nur in einer Subpopulation der Bevolkerung gebildet wird.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Vorkommen, Funktion und Wirkung von
Siglec-16 auf Mikroglia. Dazu dienten humane Gewebeanalysen, Zellkulturmodelle von
humaner und muriner Mikroglia und die Erzeugung eines Siglec-16 transgenen Maus-

modells.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der Nachweis einer Expression von Siglec-16
in adultem Hirngewebe sowie auf humanen aus induzierten pluripotenten Stammzellen
generierten Mikroglia erbracht werden. Um eine bessere Aussage uber den Genotyp
und die Allelfrequenz von Siglec-16 treffen zu kénnen, wurde ein auf PCR und Sequen-
zierung basierende Methode entwickelt, welche eine valide Genotypisierung ermdglicht.
Die Etablierung einer Expression von Siglec-16 auf murinen aus embryonalen Stamm-
zellen generierten Mikroglia war ebenso erfolgreich, wie die Erzeugung eines Siglec-16
transgenen Mausmodells mit einer selektiven Expression von Siglec-16 auf Mikroglia. Im
murinen System konnte sowohl in Zellkultur als auch im Tiermodell ein hemmender Ein-
fluss von Siglec-16 auf die Genexpression der Entzindungsmediatoren TNF-a und IL-13
gezeigt werden. In Funktionsanalysen von humanen Mikroglia in Zellkultur konnte eine
durch LPS induzierte Steigerung der Siglec-16-Expression gezeigt werden. Interessan-
terweise zeigte sich ein abschwachender Effekt von Siglec-16 auf die durch LPS vermit-
telte Entzindungsreaktion im Siglec-16 transgenen Mausmodell. Im Weiteren zeigte

sich ein positiver Einfluss von Siglec-16 auf die Phagozytoserate von Mikroglia.

Weitere Untersuchungen koénnten die Bedingungen analysieren, unter welchen Siglec-
16 trotz seiner Assoziation mit dem ITAM tragenden DAP12 eine inhibierende Wirkung
auf die Immunreaktion hat und welche Stimuli nétig sind sein aktivierendes Potential
hervorzurufen. Daruber hinaus kdnnten weitere Analysen eine mogliche Beteiligung von

Siglec-16 an pathologischen Zustanden des ZNS klaren.
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