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Abstract

In Drosophila melanogaster the Toll protein plays a key role in host defense and
developmental processes. The role of Toll-like receptors (TLRs) — the mammalian
orthologs of Toll — in mammalian brain development, function and structure remains
elusive so far. Myeloid differentiation primary response protein 88 (MyD88) is an essential
adaptor protein for downstream signaling of TLRs. This study systematically analyzes the

effects of MyD88-deficiency on murine brain structure, development, and behavior.

To this end, Myd88™- mice at the age of postnatal day 4 (P4, neonatal) and at 8-10 weeks
(adult) were compared to wild-type animals (WT). Performing immunohistochemistry on
brain sections, cortical cell populations including neurons and glia cells were quantified.
Neuronal arborization in the cerebral cortex was analyzed by Golgi staining. To investigate
the impact of MyD88 expression on a functional level, behavior tests focusing on cognition

and social behavior were performed.

In neonatal Myd88~- mice neocortical thickness was reduced, while the number of cortical
neurons was increased compared to WT mice. In contrast, numbers of microglia,
oligodendrocytes, astrocytes, and proliferating cells were unchanged. In adult Myd88™"
mice the neocortical thickness was unaltered, but the number of neurons was increased in
both neocortex and hippocampus compared to WT mice. Neuronal arborization was less
pronounced in adult Myd88~- mice. Furthermore, numbers of microglia and proliferating
cells were increased, and myelinization was enhanced in the adult neocortex. In contrast,
the number of both astrocytes and oligodendrocytes was unaltered in both genotypes. These
changes in cell numbers and structure were accompanied by specific behavioral traits:
Myd88”- mice showed decreased locomotor activity and increased anxiety-like behavior,
while day/light activity was normal. Also, these mice exhibited satisfactory learning, as

well as sufficient short- and long-term spatial memory.

Taken together, MyD88 deficiency results in structural changes of the mouse brain, as well
as in altered specific and natural behavioral traits. These findings indicate a
pathophysiological significance of MyD88 expression for mammalian brain structure,

development, and function.



Zusammenfassung

In der Taufliege Drosophila melanogaster spielt das Toll-Protein eine wichtige Rolle bei
der Immunantwort und bei Entwicklungsprozessen. Die Funktion der Toll-Orthologe Toll-
like-Rezeptoren (TLRs) bei der Hirnentwicklung und -struktur ist hingegen kaum
verstanden. Myeloid differentiation primary response protein 88 (MyD88) fungiert als
zentrales Adapterprotein der TLR-Signalkaskade. Um die Rolle von TLRs und deren
Signalkaskade bei der Hirnentwicklung und -struktur zu analysieren, wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit systematisch untersucht, ob die Expression von MyD88 die murine

Hirnstruktur wahrend der Entwicklung und das Verhalten von Méusen beeinflusst.

Es wurden MyD88-defiziente Mause im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (WT) sowohl im
neonatalen Alter (P4) als auch im adulten Alter von 8-10 Wochen untersucht. Mit Hilfe
von Immunhistochemie wurden Hirnschnitte hinsichtlich der unterschiedlichen Zelltypen
quantitativ analysiert. Im zerebralen Kortex wurden Neurone, Mikroglia, Astrozyten und
Oligodendrozyten quantifiziert. Anhand von Golgifarbungen erfolgte die Analyse der
Arborisierung kortikaler Neurone. Um zu untersuchen, ob die Expression von MyD88
einen Einfluss auf das murine Verhalten hat, wurden verschiedene Verhaltenstests mit

Fokus auf Kognition und soziales Verhalten durchgefthrt.

Neonatale MyD88-defiziente Mause wiesen im Vergleich zum WT eine Reduktion der
neokortikalen Dicke auf, die Anzahl der kortikalen Neurone war hingegen erhoht. Die Zahl
von Mikroglia, Astrozyten, Oligodendrozyten und proliferierenden Zellen war in MyD88-
defizienten Mausen im Vergleich zu WT-Tieren unverdndert. In adulten MyD88-
defizienten Méusen zeigte sich die neokortikale Dicke ebenfalls nicht signifikant verandert.
Die Anzahl kortikaler und hippocampaler Neurone adulter MyD88-defizienter Mause war
erhoht. Die Arborisierung kortikaler Neurone erwies sich im adulten MyD88-defizienten
Tier im Vergleich zum WT als reduziert. Es zeigte sich eine quantitative Zunahme von
Mikroglia und proliferierenden Zellen in adulten MyD88-defizienten Tieren. Diese wiesen
auch eine verstérkte Myelinisierung auf. Die Anzahl von Astrozyten und Oligodendrozyten
im adulten MyD88-defizienten Neokortex zeigte sich unverdndert. Diese strukturellen
Verénderungen waren mit spezifischen Verhaltensweisen assoziiert. So zeigten Open
Field, Barnes Maze, Home Cage Scan und Social Activity Monitoring Tests bei MyD88-
defizienten Mé&usen eine reduzierte Lokomotion und erhdhte Angstlevel bei normaler

Tag/Nacht-Aktivitat und suffizienter rdumlicher Lern- und Geddachtnisleistung.



Zusammenfassend resultiert MyD88-Defizienz in strukturellen Veranderungen des
murinen Gehirns sowie in veranderten nattrlichen und spezifischen Verhaltensweisen.
Damit weist die vorliegende Arbeit auf eine wichtige Rolle der MyD88-Expression fur die
Gehirnstruktur, Entwicklung und Funktion von S&ugetieren hin.
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1. Einleitung

Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sind membranstédndige Rezeptoren, die eine zentrale Rolle
im angeborenen Immunsystem einnehmen. Sie gehdren zu den sogenannten Muster-
erkennenden-Rezeptoren (PRRs), die sowohl Pathogen-assoziierte Muster (PAMPS),
als auch wirtseigene Gefahrensignale (DAMPs) wie Hitzeschockprotein 60 und
Fibrinogen erkennen koénnen (Leulier und Lemaitre, 2008; Lehmann et al., 2012a;
Lehmann et al., 2012b; Rosenberger et al. 2014). Aktuell sind 13 TLRs bekannt, wobei
die Anzahl je nach Spezies variiert. So sind 10 humane und 12 murine TLRs
beschrieben. Insbesondere TLRs 1-9 sind aber (ber verschiedene Spezies hinweg
verbreitet und weisen eine evolutiondr hoch konservierte Aminosequenz auf (Takeda
und Akira, 2015).

Nach Ligandenbindung kommt es zu einer Homo- oder Heterodimerisierung des
jeweiligen TLR, und durch die Interaktion der zytoplasmatischen Toll/IL-1-Rezeptor
(TIR)-Domane mit Adapterproteinen wird eine Signalkaskade initiiert. Ein zentrales
Adapterprotein der TLR-Signalkaskade ist das myeloid differentiation primary response
protein 88 (MyD88). Uber diverse Kinasen kommt es zuletzt zu einer Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells) (Kawai und Akira, 2006).

Im zentralen Nervensystem (ZNS) werden sowohl TLRs als auch MyD88 exprimiert
(Shmueli et al., 2018). Wahrend Mikroglia alle bekannten TLRs und MyD88
exprimieren, werden spezifische Subgruppen von TLRs auch von Astrozyten,
Oligodendrozyten und Neuronen exprimiert (Hanke und Kielian, 2014).

Das Toll-Protein in Drosophila melanogaster reguliert sowohl die Immunabwehr als
auch  embryonale  Entwicklungsprozesse.  Dabei  rekrutiert  Toll  einen
Adapterproteinkomplex aus dMyD88, Tube und Pelle. Die nachfolgende Signalkaskade
resultiert in einem Gradienten des nukledren Faktors Dorsal in der ventralen
Embryohalfte und determiniert so die Ausbildung des Neuroektoderm (Anderson et al.,
1985a; Sun et al., 2002; Sun et al., 2004). Ein komplementérer Gradient ermdglicht
schlielflich die Ausbildung des ZNS-Nervenstranges (Stathopoulos und Levine, 2002;
Sun et al., 2002).
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In Sdugetieren fungiert MyD88 als zentrales Adaptermolekil fir alle TLRs mit
Ausnahme von TLR3. Dieser induziert als einziger TLR ausschlieBlich eine MyD88-
unabhéngige Signalkaskade. TLR4 wiederum induziert als einziger TLR eine MyD88-
abhangige und unabhéngige Signalkaskade (Akira et al., 2004). MyD88 rekrutiert als
Orthologe zu Tube und Pelle die Kinasen IRAK4 und IRAKZ1. Dies flhrt letztendlich zu
einer nuklearen NF-xB-Translokation. Uber die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors
kommt es zu einer Expression unterschiedlicher Gene, welche insbesondere bei
immunologischen, aber auch in entwicklungsrelevanten Prozessen wichtig sind (Leulier
und Lemaitre, 2008). Fir einzelne TLRs und deren TLR-assoziierten Signalmolekile
wird zudem eine Rolle bei der ZNS-Entwicklung von S&ugetieren und neuronaler
Plastizitat vermutet (Barak et al., 2014). TLR3 inhibiert beispielsweise die Proliferation
neuronaler VVorlauferzellen im Telencephalon muriner Embryonen und reguliert axonales
Wachstum (Cameron et al., 2007; Lathia et al., 2008). Rolls et al. zeigten zudem den
Einfluss von TLR2 und TLR4 auf die Neurogenese im adulten Hippocampus (Rolls et
al., 2007). TLR8 hingegen beeinflusst dendritisches Wachstum bei der neuronalen
Entwicklung (Ma et al., 2006). Hung et al. untersuchten den Einfluss von TLR3, TLR7
und TLR8 auf neuronale Morphologie. So kommt es MyD88-abhangig zu einer
Eliminierung von Dendriten (Hung et al., 2018). Die oben beschriebenen Effekte von
TLR2 und TLR4 bei der Neurogenese im adulten Hippocampus sind ebenfalls MyD88-
abhangig (Rolls et al., 2007).

Bezlglich phénotypischer Besonderheiten sind sowohl fir TLRs als auch MyD88
pleiotrope Effekte auf das murine Verhalten beschrieben. So zeigten bisherige Arbeiten
unter anderem Veranderungen beziiglich motorischer Fahigkeiten, Angstlichkeit,
Hippocampus-abhéngiger Lern- und Gedéachtnisleistung sowie postoperative kognitive
Einschrankungen (Filali et al., 2012; Lim et al., 2011b; Lynch, 2002; Okun et al., 2011,
Terrando et al., 2010).

Insgesamt ist die funktionelle Rolle der TLR-Signalkaskade und des zentralen
Adapterproteins MyD88 in Bezug auf Hirnentwicklung und -struktur im Sdugetier,
insbesondere auch im physiologischen Kontext, d.h. abseits experimentell-induzierter
Pathologien, nur sparlich untersucht. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
der Einfluss der Expression von MyD88 auf die Hirnstruktur neonataler und adulter

Mause sowie auf spezifische spontane murine Verhaltensweisen analysiert.
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1.1. Die Funktion von Toll und dMyD88 bei der Taufliege Drosophila

melanogaster

Die Forschungen um das Toll-Gen in der Drosophila melanogaster wurden zweimal mit
dem Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie gewirdigt. Im Jahr 1995 erhielt Christiane
Nusslein-Volhard zusammen mit E.F. Wieschaus und E. B. Lewis den Preis fur ihre
Arbeiten und Erkenntnisse zur Rolle von Toll bei der korrekten Determinierung der
Korperachse und axonaler Polaritdt bei der frihen Embryonalentwicklung der
Drosophila®.

2011 wurden Beutler, Hoffmann und Steinman flr ihre Arbeiten zur Aktivierung des
angeborenen Immunsystems und zur Rolle dendritischer Zellen bei der erworbenen
Immunitit geehrt?. Der Grundstein fiir diese Arbeiten wurde bereits 1996 durch Lemaitre
et al. gelegt, die die Rolle von Toll bei der angeborenen Immunantwort von Drosophila
melanogaster identifiziert und beschrieben hatten. Deren Studien zeigten, das Defekte im
Toll-Signalweg zu einer erhdhten Vulnerabilitdt gegenuiber Pilzinfektionen fuhren
(Lemaitre et al., 1996).

Bereits in den 1980ern erkannte Nusslein-Volhard die Rolle von Toll und dessen
Adapterprotein dMyD88 fiir die Entwicklung der Drosophilalarve (Anderson et al.,
1985a; Anderson et al., 1985b). Im Rahmen der Fertilisation wird der Toll-Ligand Spatzle
freigesetzt. Dieser aktiviert Toll und fihrt damit zur Rekrutierung eines
Adapterkomplexes aus dMyD88 und Tube. Nachfolgend wird die Kinase Pelle rekrutiert
und dadurch der 1kB-like Inhibitor Cactus abgebaut. Cactus bindet normalerweise Dorsal
und blockiert so eine nukleare Translokation. Wird Cactus degradiert, kann das Protein
Dorsal wirken und einen nuklearen Gradienten ausbilden. Uber NF-«B-
Transkriptionsfaktoren bildet sich so die dorsoventrale Achse aus, ein entscheidender
Schritt bei der physiologischen Entwicklung des Drosophilaembryos (Sun et al., 2004;
Belvin et al., 1996; Wasserman, 2000; Drier und Steward, 1997).

AnschlieBende Studien zeigten weitere Funktionen der Toll-Signalkaskade bei
Entwicklungsprozessen der Drosophila auf: Neben der korrekten Kdrperausrichtung hat
Toll in der Drosophila beispielsweise eine wichtige Rolle fir die Funktion und
Ausbildung von Motoneuronen und Muskelzellen inne (Halfon et al., 1995; Halfon und

vgl. https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1995/summary/, abgerufen am 19.09.2020
2 vgl. https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2011/summary/, abgerufen am 19.09.2020
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Keshishian, 1998). Zudem sind Toll und seine neun Paraloge an Prozessen wie
Zelldifferenzierung und -determinierung, Zell-Zell-Interaktion und struktureller
Plastizitat des Nervensystems beteiligt (Anthoney et al., 2018).

Neben der oben beschriebenen Rolle bei Entwicklungsprozessen spielt Toll (Toll-1) eine
entscheidende Rolle in der angeborenen Immunabwehr adulter Drosophila melanogaster.
Lemaitre et al. zeigten 1996, dass die Expression des antimykotischen Peptids
Drosomycin ebenfalls tber den Toll-Signalweg kontrolliert wird und Mutationen
innerhalb des Signalweges zu einer erhéhten Vulnerabilitat gegendiber Pilzinfektionen
fihrt (Lemaitre et al., 1996). Dabei konnen Pathogene nicht direkt mit Toll interagieren.
Pathogene aktivieren zunéchst eine Reihe von Serinproteasen. Diese ermdglichen eine
Prozessierung von pro-Spatzle zu Spétzle. Spéatzle aktiviert als wirtseigener spezifischer
Ligand anschlielend den Toll-Signalweg, welcher zu einer Expression antimykotischer
Peptide fihrt (Roh et al., 2009).

1.2. TLR als Toll-Homologe im Saugetier

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind Toll-Homologe im Séugetier und wurden Ende der
1990er erstmals beschrieben. Medzhitov und Kollegen identifizierten im Jahr 1997 mit
hToll (spater TLR4 genannt) den ersten TLR in Sdugetieren (Medzhitov et al., 1997; Rock
et al., 1998). Spezienspezifisch ist eine unterschiedliche Anzahl von TLRs bekannt.
Prinzipiell handelt sich bei ihnen um Klasse 1-Transmembranrezeptoren, die auf der
Zelloberflache oder endosomal (TLR3, 7-9) lokalisiert sind. Die extrazellulare N-
terminale Bindungsdomane besteht aus Leucin-reichen Wiederholungen und Cystein-
reichen Domanen. Die intrazellulare C-terminale Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)
Domane ist evolutiondr hochkonserviert (Leulier und Lemaitre, 2008; Gay und Gangloff
2007). Charakteristisch fir TLRs ist eine hohe Zahl verschiedener Liganden, die
gebunden werden koénnen und Uber eine Homo- oder Heterodimerisierung zur
Aktivierung der nachfolgenden Signalkaskade fiihren. Uber Todesdoménen kommt es zur
Interaktion mit spezifischen Adapterproteinen, von denen bisher funf identifiziert
wurden: MyD88 (Myeloid differentiation primary response protein 88), Mal/TIRAP
(MyD88 adaptor-like/TIR domain-containing adaptor molecule), TRAM (TRIF-related
adaptor molecule), TRIF (TIR domain-containing adaptor protein inducing interferon-
beta) und SARM (Sterile alpha and armadillo motif) (Gay und Gangloff, 2007; O"Neill
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et al., 2005; Medzhitov et al., 1998; Yamamoto et al., 2003). Dabei ist MyD88 das
Homolog zu dMyD88. MyD88 besitzt eine C-terminale TIR-Doméne und eine N-
terminale Todesdomane. Uber Dimerisierung dieser Doménen kommt es zur Interaktion
mit verschiedenen Up- und Downstreamproteinen (Wesche et al., 1997; Burns et al.,
1998; Akira et al., 2004).

Alle TLRs mit Ausnahme von TLR3 signalisieren MyD88-abhéngig, wobei TLR5 und
TLR7-9 exklusiv MyD88 verwenden. TLR1, TLR2 und TLR6 bendtigen hingegen neben
MyD88 auch Mal/TIRAP. TLR4 kann sowohl einen MyD88-abhangigen (Mal/TIRAP
und MyD88) als auch einen MyD88-unabhéngigen Weg induzieren (TRAM und TRIF)
(Vogel et al., 2003; Fitzgerald et al., 2003; Akira et al., 2004; Lim et al., 2013; Kawai und
Akira, 2006; Kawai und Akira, 2010).

Downstream von TLRs und Adapterproteinen kommt es unter anderem ber
Phosphorylierung zur Aktivierung von IL-1-Rezeptor-assoziierten Kinasen (IRAK4,
IRAK1) sowie TRAF6 (Tumornekrosefaktorrezeptor-assoziierter Faktor 6) und
schlieBlich zur Aktivierung der IkB-Kinase (IKK), sodass NF-kB freigesetzt wird und in
den Nukleus translozieren kann (Takeda und Akira, 2015). Dies fuhrt unter anderem zur
Produktion inflammatorischer Chemo- und Zytokine, beispielsweise IL-1beta, IL-6, IL-
8, IL-12 und TNFa. Daneben gibt es im Rahmen einer antiviralen Abwehr einen zweiten
Signalweg. Dieser fuhrt Uber eine Dimerisierung von IRF-3 (Interferon responsivem
Faktor 3) und IRF-7 zur Produktion von Interferonen, Chemokinen und
antiinflammatorischen Zytokinen. Uber eine direkte Interaktion von MyD88 mit dem
Transkriptionsfaktor IRF-7 (Uber jeweilige Todesdomanen) kommt es zur vermehrten
Expression pro-inflammatorischer Zytokine (Gay und Gangloff, 2007; Kawai et al., 2010;
Limetal., 2013).

Neben diesem ,klassischen” Signalweg gibt es weitere Wege, beispielsweise die
Induktion von IFNa und IFN tber TLR4 und die endosomalen TLRs (3,7-9) oder sogar
direkte Zell-Zell-Interaktion nach Aktivierung von Toll/TLR (Ku, 2005). Dabei sind
mogliche Querverbindungen zwischen einzelnen Signalwegen noch nicht im Detail
verstanden bzw. identifiziert. Als wichtiges Grundprinzip wird davon ausgegangen, dass
die jeweils ablaufende Signalkaskade Zelltyp-, Zeit- und Kontext-abhéngig ist (Anthoney
etal., 2018).
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Wie oben beschrieben, wurde initial insbesondere die Rolle von TLR im S&ugetier bei
der angeborenen Immunabwehr untersucht. Es sind unterschiedlichste Liganden bekannt,
welche sowohl Pathogene (PAMPS) als auch wirtseigene Gefahrensignale (DAMPS) sein
konnen. DAMPs werden unter anderem von apoptotischen Zellen sowie bei Stress-
induziertem Zelltod und Gewebeschaden freigesetzt. Zu ihnen gehéren beispielsweise
MRNA, miRNA und DNA (Chen et al., 2019; Liu et al., 2015). Folgende weitere
Liganden wurden unter anderem identifiziert (Takeda und Akira, 2015; Satoh und Akira,
2016; Akira et al., 2006):

TLR1 erkennt Lipoproteine von Mykobakterien und Borrelia burgdorferi. TLR2 wird
durch Peptidoglykan und Lipoproteine (Bestandteile bakterieller Zellwéande),
Lipoteichonséure (kommt in Zellwédnden grampositiver Bakterien vor), Zymosan
(Bestandteil von Hefen), GPI-Anker und Phenol-lI6slichem Modulin aktiviert.
Doppelstrangige RNA (dsRNA), welche wéhrend der Replikation von RNA-Viren in der
Wirtszelle gebildet wird, kann TLR3 aktivieren. TLR4 erkennt Lipopolysaccharide (LPS,
duBere Zellwand gramnegativer Bakterien), Taxol, endogene Liganden wie
Hitzeschockproteine (HSP60, HSP70), Fibronektin und Hyaluronsaure. Diese endogenen
Liganden zéhlen zu den wirtseigenen Gefahrensignalen (DAMPS) (Takeda und Akira,
2015; Satoh und Akira, 2016). TLR5 und TLR11 erkennen Flagellin begeilelter
Bakterien. TLR6 wird durch diacetylierte Lipopeptide von Mykobakterien aktiviert. Die
endosomalen TLR7 und TLR8 erkennen ssRNA und Imidazoquinolin, TLR7 zudem auch
miRNAs. TLR9 wird aktiviert durch unmethylierte CpG-Motive von DNA. Fir TLR10
sind bisher keine Liganden bekannt. Profilin ist ein Ligand von TLR11 und TLR12.
Bakterielle 23S ribosomale RNA kann TLR13 aktivieren (Takeda und Akira, 2015).

Murine Knockout-Modelle einzelner TLRs, aber auch fur MyD88 als zentrales
Adapterprotein, wurden im Verlauf der immunologischen Forschung etabliert und zeigen
die Bedeutung des TLR-Signalweges bei der Immunabwehr (Adachi et al., 1998).
MyD88-defiziente Mause zeigen im Kontext experimenteller Infektionen eine erhdhte
Vulnerabilitat gegenilber den unterschiedlichen Pathogenen, darunter nicht nur Pilze wie
ursprunglich in der Drosophila beschrieben, sondern insbesondere Bakterien, aber auch
Viren und Protozoen (von Bernuth et al., 2012; Hanke und Kielian, 2014).
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1.3. Die Rolle von TLRs und MyD88 bei der zerebralen Entwicklung des

Gehirns

Mittlerweile ist bekannt, dass TLRs im ZNS exprimiert werden, wobei die Anzahl
unterschiedlicher TLRs und auch die jeweiligen Adapterproteine je nach Zelltyp variieren
(Bsibsi et al., 2002; Rosenberger et al., 2014).

Mikroglia sind Makrophagen-ahnliche ZNS-Zellen, die als primare Immunzellen des
Gehirns gelten. Murine und humane Mikroglia exprimieren mRNA der TLR1-9. Eine
Aktivierung von TLR2, 4, 7 und 9 flhrt Uber den klassischen MyD88-abhangigen
Signalweg zur Produktion inflammatorischer Molekile (Bsibsi et al., 2002; Olson et al.,
2004; Lehmann et al., 2012a; Lehmann et al., 2012b). In vitro konnten zudem fur eine
simultane Stimulation zweier TLRs (beispielsweise TLR4 und 9) sowohl synergistische als
auch supprimierende Effekte beziiglich einer inflammatorischen Reaktion gezeigt werden
(Rosenberger et al., 2014).

Astrozyten (murine) exprimieren vor allem TLR3, in geringerem Mafe auch TLR1-6 und
TLR9. TLR7 und TLR8 sind hingegen bisher nicht nachgewiesen (Jack et al., 2005;
Carpentier et al., 2005). Damit kommt Astrozyten ebenfalls eine direkte immunologische
Funktion Gber die Produktion proinflammatorischer Molekule wie IL-6 und TNFa zu.
Zudem erhohen diese Molekile die Permeabilitdt der Bluthirnschranke, was das
Einwandern peripherer Leukozyten in das ZNS ermdglicht (Carpentiert et al., 2005).

Das TLR-Repertoire von Oligodendrozyten ist im Vergleich zu Mikroglia und Astrozyten
deutlich reduziert. Oligodendrozyten exprimieren lediglich TLR2 und TLR3 (Bsibsi et al.,
2012; Hanke und Kielian, 2014). Die genaue Funktion von TLRs in Oligodendrozyten ist
unklar. Es wird angenommen, dass sie eine Rolle bei zerebralen Reparaturmechanismen
spielen. So weisen TLR2- und TLR4-defiziente Méuse nach Riickenmarksverletzungen in
Folge gestorter Regenerationsprozesse eine reduzierte Myelinisierung auf (Kigerl et al.,
2007).

Neurone exprimieren TLR2-4, sowie TLR7 und TLR9 (Hanke und Kielian, 2014; Dzamko
et al., 2017). Mittlerweile ist auf MRNA-Ebene die neuronale Expression von TLR1-9
nachgewiesen (Kumar, 2019). Eine TLR-Aktivierung in Neuronen scheint einen negativen
Effekt auf die neuronale Struktur zu haben. So zeigten Ma et al., dass TLR8 das
Aussprossen von Neuriten unterdriickt und neuronale Apoptose induzieren kann (Ma et al.,
2007). Des Weiteren fuhrt die Aktivierung von TLR7 in Neuronen zu deren Apoptose.
Diese Signale werden sowohl MyD88-abhdngig (Lehmann et al., 2012a; Lehmann et al.,
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2012b) als auch MyD88-unabhangig uber das Adaptermolekiil SARM1 vermittelt (Kim et
al., 2007; Dembny et al., 2020; Mukherjee et al., 2015).

Shmueli et al. analysierten im Kortex adulter Mause die mMRNA-Expression der fiinf TLR-
Adapterproteine. Sie konnten eine zellspezifische Expression der jeweiligen TLR-
Adapterproteine zeigen. Mikroglia exprimieren insbesondere MyD88, TRAM1 und
TICAM1. Astrozyten und Oligodendrozytenvorlduferzellen exprimieren hingegen
vornehmlich TRAML. In reifen (myelinisierten) Oligodendrozyten ist wiederum nur Mal
nachweisbar. Neurone exprimieren insbesondere SARML1, sowie zu einem geringen Mal3e
auch TRAM1 und MyD88 (Shmueli et al., 2018; Lehmann et al., 2012a; Lehmann et al.,
2012b).

Bisher wurden TLR und assoziierte Signalwege vor allem im Rahmen mikrobiologischer
Infektionen, aber auch im Kontext von Neuroinflammation, Schlaganfall,
neurodegenerativen Erkrankungen und Multipler Sklerose untersucht (Rosenberger et al.,
2015; Hanke und Kielian, 2014). Die Rolle des TLR-Signalweges bei physiologischen
Entwicklungsprozessen gelangte hingegen erst in den letzten Jahren zunehmend in den
Fokus TLR-bezogener Forschung.

Kaul et al. analysierten systematisch die Expression von TLR1-9 und der Adaptermolekiile
MyD88 und TRIF im sich entwickelnden murinen Gehirn. Insbesondere die
Expressionslevel von TLR7 und TLR9 auf mRNA-Ebene variieren stark im Zeitverlauf.
TLR7 und TLR9 werden vor allem von neokortikalen und hippocampalen Neuronen
exprimiert (Kaul et al., 2012).

Fir einzelne TLR konnten zudem spezifische Effekte im Rahmen von
Entwicklungsprozessen gezeigt werden. Die Aktivierung von TLR2 fihrt in murinen
Embryonen zu einer Hemmung der Proliferation von neuronalen Vorlauferzellen (NPC).
Dieser Effekt scheint MyD88-abhéngig zu sein, da MyD88-Defizienz zu einer verstarkten
Proliferation von NPC in der subgranuldren Zone des Hippocampus fihrt (Okun et al.,
2011; Okun et al., 2010b). TLR2-Aktivierung fuhrt zu einer verstarkten neuronalen
Differenzierung von NPC, wahrend TLR4 hingegen einen gegenteiligen Effekt vermittelt.
TLR2-defiziente Mé&use weisen eine reduzierte hippocampale Neurogenese in vivo auf.
TLR4-Defizienz fuhrt zu einer verstarkten neuronalen Differenzierung und Erneuerung
von NPC (Rolls et al., 2007).

Ahnlich wie TLR2 inhibiert TLR3 die NPC-Proliferation im Telencephalon muriner
Embryonen (Lathia et al., 2008) und reguliert axonales Wachstum (Cameron et al., 2007).

Bei TLR3-defizienten M&usen konnte zudem eine verstarkte hippocampale Neurogenese
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und vergroRerte Volumina der CA1-Region des Hippocampus gezeigt werden (Okun et al.,
2010a).

Die Aktivierung von TLR4 hat einen negativen regulatorischen Effekt auf retinale
Vorléauferzellen (Shechter et al., 2008).

TLR7 hat einen negativ-regulatorischen Effekt auf das Wachstum neuronaler Dendriten.
Dieser Effekt ist MyD88-vermittelt und I1L-6 abhangig (Liu et al., 2013). Auch endogene
Liganden wie miRNA kontrollieren TLR7-vermittelt neuronales Wachstum (Liu et al.,
2015).

Ma et al. zeigten zudem sowohl fir TLR3 als auch TLR8 einen negativ modulierenden
Effekt auf das Wachstum von Neuriten (Ma et al., 2006). Neure Studien weisen diesen
Effekt auch fur TLR7-Aktivierung nach (Hung et al., 2018; Chen et al., 2019).

Zusammengefasst spielen TLRs nicht nur eine Rolle bei immunologischen Prozessen,
sondern auch eine regulatorische Rolle bei der zentralnervisen Entwicklung, wobei die
Identifizierung einzelner Mechanismen und assoziierter Signalkaskaden weiter

Gegenstand der aktuellen Forschung sind.

1.4. Die Rolle von TLRs und MyD88 bei Inflammation, Immundefekten,

neurologischen Entwicklungsstérungen und neurodegenerativen Erkrankungen

Die Rolle von TLRs und MyD88-Defizienz bei Inflammation, Immundefekten,
neurologischen Entwicklungsstérungen und neurodegenerativen Erkrankungen und damit
ein klinischer Bezug lasst sich an zwei Arten von Studien bzw. Experimenten zeigen.

Zum einen gibt es diverse Kohortenstudien und Fallberichte von Menschen mit Mutationen
und Gendefekten im Bereich der TLR-Signalkaskade. Im Jahr 2005 berichteten Ku et al.
uber insgesamt zehn Patientinnen mit nachgewiesener IRAK4-Defizienz, sowie drei mit
vermuteter Mutation (Ku et al., 2005). Da IRAK4 eine der zentralen Downstream-Kinasen
im TLR/IL-1R-Signalweg ist (Akira et al., 2004), sind Blutzellen IRAK4-defizienter
Patientinnen nach Stimulation mit TLR-Agonisten nicht mehr in der Lage,
inflammatorische Zytokine wie IL-6, IL-12 oder TNFa zu produzieren. Klinisch besteht
eine hohe Vulnerabilitdt gegenlber pyogenen bakteriellen Infektionen, vor allem
gegentber Infektionen durch gram-positive Bakterien. Dies fihrt insbesondere in der

Kindheit zu lebensbedrohlichen schweren Infektionen (fiinf der dreizehn Patientinnen
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verstarben), die hinsichtlich Schwere und Frequenz mit zunehmendem Alter abnahmen. Es
wird eine Kompensation des Defektes im Bereich der angeborenen Immunantwort durch
das adaptive Immunsystem angenommen (Ku et al., 2005). Insgesamt ist IRAK4-Defizienz
eine seltene Erkrankung; allerdings werden fortlaufend weitere Mutationen mit zum Teil

fatalen klinischen Verlaufen beschrieben (von Bernuth et al., 2012; Graziolo et al., 2016).

MyD88-defiziente Patientinnen zeigen — dahnlich wie IRAKA4-defiziente — eine
Préadisposition beziglich schwerer invasiver bakterieller Infektionen, insbesondere
gegeniiber Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus und Pseudomonas
aeruginosa. Die Anfalligkeit nimmt nach dem Erreichen des Erwachsenenalters deutlich
ab, kann aber in der Kindheit hdufig zum Tode fuhren. Anders als im Tiermodell konnte
keine erhohte Anfalligkeit gegeniiber anderen Pathogenen nachgewiesen werden (von
Bernuth et al., 2008).

Zum anderen ist der Zusammenhang zwischen Inflammation in utero beziehungsweise
maternaler Immunaktivierung und dem gehduftem Auftreten neurologischer
Entwicklungsstérungen bei Nachkommen beschrieben. Diese Effekte sind unter anderem
IL-6- und IL-17a-vermittelt und kdnnen unter den Nachkommen zu einem gehduften
Auftreten von Autismus-Spektrum-Stérungen fuhren (Wu et al., 2017; Choi et al., 2016;
Smith et al., 2007).

Dariiber hinaus konnten diverse Studien eine Rolle des TLR-Signalweges bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Alzheimer (AD) zeigen.
AD gehort zu den klassischen neurodegenerativen Erkrankungen. Dabei kommt es zu einer
verstarkten Ablagerung des Proteins p-Amyloid (AB) im Gehirn. Dies gilt als urséchlich
fiir die progrediente Verschlechterung der kognitiven Funktion (Hardy und Selkoe, 2002;
Lim et al., 2011b). Im murinen Alzheimermodell konnte gezeigt werden, dass MyD88-
Defizienz zu einer reduzierten Akkumulation von AP fuhrt. Im Umkehrschluss weist dies
auf eine MyD88-abhangige Verstirkung der B-Amyloidose durch chronische Inflammation
hin (Lim et al., 2011a).

Auch flr die Pathogenese der Multiplen Sklerose kommt TLRs eine wichtige Rolle zu.
Multiple Sklerose z&hlt zu den chronisch-entziindlichen Erkrankungen des ZNS. Im
Rahmen einer perivaskuldren Infiltration wvon Immunzellen kommt es zur
Demyelinisierung, zu axonalem Schaden und neuronalem Zelltod. Bildgebend zeigen sich

typische herdférmige Lasionen im ZNS. Eine zentrale Rolle spielen die inflammatorischen
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Zytokine IFNy und IL-17, sowie die regulatorischen Zytokine IL-10 und Typ 1 IFN
(Miranda-Hernandez und Baxter, 2013). Dabei kommt TLRs eine regulierende Rolle bei
der Sekretion einzelner Zyto- und Chemokine zu (Fujiwara et al., 2018). So wird
beispielsweise TLR2- und TLR4-vermittelt IL-17 ausgeschittet. Via TLR3, TLR7 und
TLR9 kommt es Uber IFNB hingegen zu einer Unterdriickung der IL-17 Sekretion
(Miranda-Hernandez und Baxter, 2013).

1.5. TLR-Signalkaskade und phanotypische Veranderungen

Bis auf eine erhdhte Vulnerabilitat im Rahmen experimenteller Infektionen ist wenig tber
maogliche phanotypische Verdnderungen TLR- und / oder MyD88-defizienter Mause
bekannt. Generell zeigen MyD88-defiziente Tiere ein dem WT vergleichbares Verhalten
im Rahmen der Tierzucht und -haltung (Janssens und Beyaert, 2002).

Erste Studien konnten jedoch fiir einzelne murine TLR-defiziente-Linien phénotypische
Veranderungen nachweisen. Okun et al. zeigten, dass TLR3-defiziente M&use in Tests,
welche Hippocampus-abhéngige Arbeitsgedéchtnisleistung tberprifen, signifikant besser
abschnitten (Okun et al., 2010a). Andererseits wurden durch die gleiche Arbeitsgruppe flr
TLR3-defiziente Mause unter anderem kognitive Defizite bei raumlicher Wahrnehmung
beschrieben (Okun et al., 2010a). TLR7-defiziente Mause im Alter von 2 Wochen zeigten
beim Open Field Test ein reduziertes exploratives Verhalten (Liu et al., 2013).

Neben Untersuchungen an TLR-defizienten Mausen gibt es auch erste Studien zu TLR-
Adapterproteinen wie MyD88 bzw. mit MyD88-defizienten Mausen. Allerdings ist auch
hier die Studienlage bisher gering und heterogen. So konnte in 10 Monate alten Mause eine
verbesserte raumliche Lernleistung beobachtet werden (Lim et al., 2011b). Drouin-Ouellet
et al. zeigten hingegen eine reduzierte raumliche Lernfahigkeit bei Tieren im Alter von 2-
4 Monaten. Ob diese gegensétzlichen Ergebnisse nur dem unterschiedlichen Alter
geschuldet sind, bleibt unklar. Die Testkohorte von Drouin-Ouellet et al. schien mit einem
Alter von 2-4 Monaten und GruppengréfRen von n = 9-19 insgesamt sehr heterogen
(Drouin-Quellet et al., 2012). Inwiefern, beziehungsweise welche Rolle, MyD88 beli
Verhalten und kognitiven Fahigkeiten wie rdumlicher Lernféhigkeit spielt, ist weiterhin

Gegenstand der Forschung.
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1.6. Fragestellung/ Zielsetzung

Wie oben ausgefihrt, konzentrierte sich die bisherige Forschungsarbeit zunéchst auf die
Expression und Funktion von TLRs im ZNS, dabei vor allem auf immunologische Aspekte.
Neuere Arbeiten untersuchten zunehmend die Rolle von TLR bei Neuroinflammation und
ZNS-Erkrankungen wie Multiple Sklerose und Morbus Alzheimer. Des Weiteren riickte
die Identifizierung und Funktion wirtseigener Liganden fiir TLRs in den Vordergrund.
Wenig ist allerdings nach wie vor Uber die Bedeutung von TLRs fur Homoéostase und
physiologische Entwicklungsprozesse im ZNS, das heift in Abwesenheit von Krankheit
oder experimentell induzierten Verletzungen, im Sdugetier bekannt. Es stellt sich die Frage,
ob, in Analogie zu toll in der Taufliege, TLRs und assoziierte Signalkaskaden eine Rolle
bei der Entwicklung und Funktion des ZNS in Abwesenheit von Pathogenen
beziehungsweise unter physiologischen Bedingungen spielen.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde systematisch der Einfluss der Expression
von MyD88 auf die murine Hirnstruktur und das Verhalten analysiert. Es wurden sowohl
Gehirne von Méusen postnatalen Alters als auch adulten Alters analysiert. Dabei wurden
MyD88-defiziente Tiere mit Wildtyp-Tieren (WT) verglichen.

Konkret sollten im Mausmodell folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

(1) Gibt es quantitative und / oder strukturelle Unterschiede zwischen MyD88-defizienten
Méusen und WT Tieren im Neokortex und / oder Hippocampus? Hierzu wurden Tiere
beider Genotypen im Alter von postnatal Tag 4 (P4) und adulte Tiere im Alter von 8-10
Wochen untersucht.

(2) Gibt es einen MyD88-defizienten spezifischen Phanotypen in der Maus hinsichtlich ihres

Verhaltens?
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2. Materialien und Methoden

Fur die vorliegende Arbeit wurden ausschlieflich Chemikalien mit analytischem

Reinheitsgrad verwendet. Die Verhaltensstudien wurden unter standardisierten

Bedingungen in den Versuchsraumen der Animal Outcome Core Facility (AOCF) am

Charité Campus Mitte durchgefiihrt. Im Folgenden werden alle verwendeten Materialien

tabellarisch aufgelistet und die angewandten Methoden im Detail beschrieben.

2.1. Materialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialen sind nachfolgend tabellarisch

aufgelistet.

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Beschreibung Hersteller

Deckgléser Medite GmbH

24x60 mm Glasdicke 0,13-0,16 mm Burgsdorf, Deutschland

# 45-9451-00

Filterpapier 240 mm Durchmesser Whatman plc, Buckinghamshire, UK
# 10311651

Immun-Blot® PVDF-Membran Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen,
#1620177 Deutschland

Mehrzweckbehélter mit Deckel Greiner bio-one, Kremsmiinster,

# 203170 Osterreich

Mikroobjekttrager Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
# 2406/1 & Co KG, Sondheim, Deutschland

Objekttrager fir Golgifarbung
# 2406/1

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
& Co KG, Sondheim, Deutschland

Peel-A-Way® Einwegeinbettform
# 18646A

Polysciences Inc., PA, USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrech, Deutschland

Reaktionsgefale: 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland
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Rotilabo® Einbettkassetten
#K114.1

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Superfrost® Plus Objekttrager
25xX75x1 mm
# 03-0060

R. Langenbrinck
Labor- u. Medizintechnik

Emmendingen, Deutschland

Tabelle 2: Chemikalien, Reagenzien und sonstiges

Bezeichnung

Hersteller

2-Methylbutan C5H12, #3926.2

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Ammoniak
NH3.H20, #6774.2

Carl Roth GmbH & Co0.KG,

Karlsruhe, Deutschland

DAPI (4°,6-Diamidin-
2 phenylindoldihydrochlorid)

Sigma-Aldrich, jetzt Merck,
Darmstadt, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat
Na2HPO4x7H20, #X987.3

Carl Roth GmbH & Co0.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Di-Natrium-Hydrogen-Phosphat wasserfrei
Na2HP04, #P030.2

Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Entellan® Neu, #107961

Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsdure C2H402, #4341.1

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Ethanol C2H60, #K928.4

Carl Roth GmbH & Co0.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Ethylenglykol
C2H602, #E-9129

Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

Eukitt® Quick-hardening mounting

medium for microscopy, #03989

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Gelatin from porcine skin (Type A),
#G2500

Sigma-Aldrich, Darmstadt,

Deutschland

Kaliumchromat, #HN33.2

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdichromat
K2 Cr2 O7, #1.04862

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland
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Ketamin-Actavis 50 mg/ml

Actavis, Hafnarfjordur, Island

Kresylviolett, #5042

Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

Low melting point Agarose, #2111

Promega, Madison WI, USA

Milchpulver fir Blockmilch, fettarm,
#T145.2

Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Natriumacetat NaCH3COO, #X891.1

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid NaCl, #9265.1

Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
NaH2PO4xH20, #K300.2

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natrium-Hydrogen-Phosphat-Monohydrat
NaH2P04 -H20, #T878.3

Carl Roth GmbH & Co0.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Natriumthiosulfat
Na2S5203.5H20, #2781895

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Normal goat Serum (NGS)
# VEC-1-1000

Vector Laboratories Inc., CA, USA

Paraformaldehyd (CH20O)n — Flp 70°,
#0335.3

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd (Ch20)n, #0335.3

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

PBS (Phosphate Buffered Saline, 10x),
#1835

Dulbecco, Biochrom GmbH, Berlin,

Deutschland

Pierce™ BCA™ Protein Assay Kit,
#23225

ThermoFisher Scientific, Waltham,

MA, USA

Pierce™ ECL Western Blotting Substrat,
#32106

ThermoFisher Scientific, Waltham,

MA, USA

Polyvinylpyrrolidon, PVP40

Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

Precision Plus Protein™ Standards Dual

Color, Cat # 161-0394

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen,

Deutschland
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Tabelle 3:

Quecksilberchlorid
HgCl2, #KK04.2

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Retrieval-Lésung (Antigen unmasking

solution), #H-3300

Vector Laboratories Inc., CA, USA

Rompun® 2%

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Saccharose C12H22011, #1.07687

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Shandon™ Immu-Mount™, #9990402

Thermo Scientific
Thermo Shandon Limited, Cheshire,
UK

Triton® X-100, 107K0065
#SL07502

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland,

Xylol C8H10, #9713.3

Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, Deutschland

Puffer, Medium und Ldsungen

Bezeichnung

Zusammensetzung / Herstellung

0,2 M Phosphatpuffer pH
7,4

43,42 g Na2HPO4x7H20, 5,24 g NaH2PO4xH20
ad 11H20

1% Kresylviolettlosung

1 g Kresylviolett in 100 ml Acetatpuffer

10x PBS, pH 7,4

2 g KCI, 2g KH2PO4, 80g NaCl, 14,4 g
Na2HPO4x2H20, ad 1 | H20

4% PFA 40 g Paraformaldehyd ad 500 ml H20O, 500 ml 0,2
M Phosphatpuffer, bei ca. 57°C l6sen, anschlieRend
filtern

Acetat Puffer 2 Teile Losung A + 3 Teile Losung B, pH 4,45

AK-Trégerlosung IHC in
Kryo

PBS + 2% NGS + 0,2% TritonX-100

APS (Ammoniumpersulfat)

10% APS in H20

Blockpuffer IHC Kryo

PBS + 5% NGS + 0,2% TritonX-100

Blockpuffer IHC Paraffin

500 ml Aqua dest + 2 g Gelatine + 500 ml PBS +
2,5 ml TritonX-100

Blockpuffer Western Blot

5% Milchpulver in TBST
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Elektrophoresepuffer 10x
Western Blot

0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1% SDS; pH 8,3

Ladepuffer 4x Western Blot

0,1 M Tris (pH 6,8), 10% Glycerin, 4% SDS 4%
beta-Mercaptoethanol, Bromphenolblau in Aqua
dest

Losung A (0,2 M Na-
Acetat-Ldsung)

16,41 g Na-Acetat ad 1 | Aqua bidest

Losung B (0,2 M

Essigséaure)

11,6 ml Essigsdure ad 1 | Aqua bidest

Narkoseldsung

Pro kg KG 100 mg Ketamin und 16 mg Xylazin in
0,9% NaCl

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS) pH 7,4

140 mM NaCl; 2,7 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4*7H?20, 1,8 mM KH2PO4

Sammelgelpuffer Western
Blot

0,5 M Tris in Aqua dest. (pH 6,8)

SDS-Lysepuffer

20 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2,5 mM Na4P207,
1 mM Na3VvO4, 1 ug/ml Leupeptin; 3 pg/ml
Aprotinin, 1 mM Glycerolphosphat, 1% SDS in
Aqua dest

Strippingpuffer Western
Blot

100 mM Natriumcitrat (tri-Natriumcitrat-dihydrat in
Aqua dest., pH 2,2)

Saccharoselosung

10%, 20% oder 30% D- Saccharose in 0,1 M PB

TBS (Tris buffered saline)
10x

0,5M Tris, 1,5 M NaCl2, pH 7,4

TBST

100 ml TBS 10x und 1 ml Tween 20 ad 900 ml
MilliQ-Wasser

Transferpuffer 10x Western
Blot (pH 9,2)

29,3 g Glycin und 58,1 g Tris ad 800 ml dddH20

Transferpuffer 1x Western
Blot

20 ml Transferpuffer 10x in 800 ml MilliQ-Wasser
+ 200 ml Methanol

Trenngelpuffer Western
Blot

1,5 M Tris in Aqua dest. (pH 8,8), dafiir:
118,2 g Tris-HCI ad 500 ml ddH20
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Tabelle 4: Antikdrper Immunhistochemie

Antikorper | Antigen / Zur Klon Hersteller Verdinnung
Quantifizierung von
Alexa Fluoreszenzmarkierter ThermoFisher | 1:500
Fluor® Zweitantikorper Scientific,
488; 568 Waltham,
MA, USA
Ms-anti- Oligodendrozyten OP80 Calbiochem® | 1:250
APC Merck
Millipore,
Darmstadt,
Deutschland
Ms-anti- Astrozyten MAB360 Chemicon®, | 1:400
GFAP Merck
Millipore,
Darmstadt,
Deutschland
Ms-anti- Neuronale Nuklei / MAB377 Merck 1:500
NeuN Neurone Millipore,
Darmstadt,
Deutschland
Rb-anti- Kortikale Neurone MBS822452 | MyBioSource, | 1:200
Cuxl Level 2-4 CA, USA (Paraffin)
(CDP)
Rb-anti- Mikroglia 019-19741 | Wako 1:500
Ibal Chemicals
GmbH,
Neuss,
Deutschland
Rb-anti- Proliferierende Zellen | RBK027 Zytomed 1:300
Ki67 systems
GmbH,
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Berlin,

Deutschland

Rb-anti- Neuronale Nuklei / ABN78 Merck 1:500
NeuN Neurone Millipore,
Darmstadt,

Deutschland

Rt-anti- Kortikale Neurone Ab28465 Abcam, 1:200
Ctip2 Level 5-6 Cambridge, (Paraffin)
Vereinigtes
Kdnigreich
Rt-anti- Myelinscheiden LV 1505487 | Merck 1:1000
MBP Millipore, (Kryo)
Darmstadt,

Deutschland

Tabelle 5: Antikdrper Western Blot

Antikorper | Zur Klon Hersteller Verdunnung | Erwartete
Quantifi- Banden-
zierung hoéhe
von

Ms-anti- Astrozyten | MAB360 | Chemicon®, | 1:1000 51 kDa

GFAP Merck

Millipore,
Darmstadt,

Deutschland

Rb-anti- Mikroglia | 019- Wako 1:1000 16 kDa
Ibal 19741 Chemicals

GmbH,

Neuss,

Deutschland

Rb-anti- Neuron ABN78 Merck 1:5000 42/48 kDA
NeuN Millipore,
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Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 6: Gerate und Software

Beschreibung

Hersteller

Analytische Waage CP225D

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

GraphPad PRISM 7

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Hamilton™ Spritze 50ul
80565

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Heizblock PHMT

Grant-bio, Cambridgeshire, England

HomeCageScan

CleverSys Inc., Reston, VA, USA

Horizontalschittler

Edmund Bihler GmbH, Bodelshausen,
Deutschland

Kryostat CM1900

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Microsoft Excel 2013

Microsoft, Redmond, USA

Mikroskop Olympus BX51,
Magnafire software

(Optronics)

Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Olympus BX60
mit Axiocam MRcZeiss
Kamera und Axiovision 4.8
Software (Zeiss, Gottingen,
Deutschland)

Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Olympus 1X81
mit F View Il (sw) Kamera
(Soft Imaging System
GmbH, Mdnster,
Deutschland)

Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland

Mikrotom RM2255

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Paraffineinbettungsmaschine

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Peristaltische Pumpe BVP
ISM444B

Ismatec® IDEX Health and Science GmbH,
Wertheim, Deutschland
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Photoshop CS6

Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin,
Ireland

RStudio v0.97

RStudio Inc., Boston, MA, USA

Sonifier Sonoplus GM70
with SH70G probe

Bandelin Electronic GmbH & Co0.KG, Berlin,
Deutschland

Thermomixer Comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Ultra-Turrax® T25 basic

Dispergiergerét

IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland

Vibratom HM650V

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Viewer

Biobserve GmbH, Bonn, Deutschland

Warmeschrank

Servoprax GmbH, Wesel, Deutschland

Woasserbad rund

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Zentrifuge 5415R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

ImageJ Version 1.46

Public domain, entwickelt durch Wayne Rasband

Milli-Q® 1Q 7003/05/10/15
Ultrapure & Pure Water

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Purification System

2.2. Mause

Myd88”7- Mause wurden groRziigigerweise durch Dr. S. Akira (Osaka University,
Department of Host Defense, Osaka, Japan) zur Verfligung gestellt (Adachi et al., 1998).
C57BL/6 (Wildtyp, WT) Mause wurden von der Forschungseinrichtung fur experimentelle
Medizin Berlin (FEM) der Charité bereitgestellt. Fir die Verhaltensstudien wurden zudem
Tiere von Charles River, Massachusetts, USA bezogen.

Nach Bereitstellung der Tiere durch die FEM beziehungsweise Charles River erfolgte die
Haltung der Tiere im Tierstall der FEM beziehungsweise in den Raumen der Animal
outcome core facility (AOCF) nach aktuellen Richtlinien und im Einverstandnis mit dem
Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin (LaGeSo). Dazu wurden die Tiere in
Gruppen von vier bis funf Tieren in angereicherter Umgebung gehalten, mit Zugang zu
Wasser und Futter ad libitum und einem 12h/12h-Hell-Dunkel-Zyklus. Alle Experimente
erfolgten gemaR interner Richtlinien und wurden durch das zustdndige LaGeSo genehmigt

T0298/12; Organentnahme-Nr. 00299/12; Tierantrags-Nr. AOCF
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G0222/14). Wenn nicht anders angegeben, handelte es sich bei den jeweiligen Mdusen um
adulte ménnliche Tiere im Alter von 8-10 Wochen beziehungsweise mannliche Jungtiere
im Alter P4 (postnataler Tag 4).

2.3. Methoden

Im Folgenden werden die einzelnen im Laufe dieser Arbeit verwendeten Methoden
erklart und im Detail beschrieben. Die verwendeten Materialien sind in Kapitel 2.1

aufgefunhrt.

2.3.1. Volumetrie von Kortex und Gesamthirn

Zur Volumenbestimmung von Kortex und Gesamthirn wurden ménnliche adulte Tiere im
Alter von 8-10 Wochen dekapitiert und die Hirne im Ganzen entnommen. AnschlieRend
wurden diese in Paraffin eingebettet und koronare Hirnschnitte in serieller
Aufnahmetechnik am Mikrotom hergestellt, wobei pro Objekttrager drei Schnitte
aufgenommen wurden.

Die eigentliche Volumenbestimmung erfolgte rechnerisch iber die Flachenausmessung
von Kortex beziehungsweise Gesamthirn. Dazu wurde jeder fiinfte Objekttréger pro Tier
nach Nissl gefarbt und anschlieBend jeder erste Hirnschnitt mikroskopisch fotografiert
und manuell mit Hilfe von Image J Uber die Fldchenausmessung von Kortex und

Gesamthirn das jeweilige Volumen berechnet.

2.3.1.1. Paraffineinbettung

Nach Dekapitation und Entnahme der Hirne in toto wurden diese Uber Nacht bei 4°C in
4% PFA fixiert. AnschlieRend erfolgte eine Entwasserung mittels in der Konzentration
aufsteigenden Alkoholreihe bei Raumtemperatur (50% EtOH 30 min; 70% EtOH Uber
Nacht bei 4°C; 80% EtOH 60 min; 90% EtOH 60 min; 95% EtOH 60 min; 95% EtOH 60
min; 100% EtOH 60 min; 100% EtOH 30 min). Nach Inkubation in Xylol als
Intermedidrmedium wurden die Hirne einzeln in heilles Paraffin transferiert. In drei
Schritten (Paraffin 1 60 min; Paraffin Il Gber Nacht und Paraffin 11l zur endgiltigen

Einbettung) erfolgte die finale Paraffineinbettung in Form von quadratischen
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Paraffinblocken. Nach 24 h bei 4°C waren die einzeln in Paraffinblécke eingebetteten

Hirne fur die Schnittherstellung bereit.

2.3.1.2. Paraffinschnittherstellung

Die einzeln in Paraffinblocke eingebetteten Hirne wurden folgendermalRen geschnitten:
Es erfolgte von rostral beginnend die serielle Aufnahme koronarer Schnitte mit einer
Schichtdicke von 10 um. Die Sicherstellung der richtigen Schnittebene erfolgte mit Hilfe
des Allen Brain Atlas® und ,,The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates* (Franklin und
Paxinos, 2008).

Zum Strecken wurden die einzelnen Schnitte in ein 37°C warmes Wasserbad transferiert
und anschlieend je drei Schnitte auf einen Superfrost Plus® Objekttrager aufgenommen.
Nach Fixierung bei 37°C im Inkubator tber Nacht kdnnen die Schnitte bis zur weiteren

Verwendung (Farbung) bei Raumtemperatur gelagert werden.

2.3.1.3. Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, durch welche insbesondere Nervengewebe
gut angefarbt wird. Als Farbstoff dient Kresylviolett (basisch = kationisch), dieser geht
mit Phosphatgruppen der Nucleinséduren eine lonenbeziehung ein, das heilit saure
Bestandteile von DNA und RNA werden angefarbt. Dabei entstehen zytoplasmatisch
geférbte Komplexe (Nissl-Schollen) (Kadér et al., 2009).
Reagenzien:
- Acetatpuffer (pH 4,45) aus 2 Teilen Lésung A und 3 Teilen Lésung B
- Losung A (0,2 M Na-Acetat-Ldsung), Molekulargewicht 82,04 g/mol, dafur 16,41 ¢
Na-Acetat (wasserfrei) in 1 | Aqua dest. I6sen.
- Losung B (0,2 M Acetatsdure), Molekulargewicht 60,05 g/mol, dafir 11,6 ml
Acetatsaure in 1 | Aqua dest. geben.
- 1% Kresylviolettlosung, daftir 1 g Kresylviolett in 100 ml Acetatpuffer 16sen, mittels

Filterpapier filtern und anschlieBend bei Raumtemperatur aufbewahren.

% http://mouse.brain-map.org/static/atlas, abgerufen am 25.06.2018.
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Zur Farbung der Paraffinschnitte ist zundchst eine sogenannte Entparaffinierung mittels
Xylol und absteigender Alkoholreihe notwendig, im Anschluss kann die eigentliche
Féarbung erfolgen.

A) Entparaffinierung:
1. 3x 15 min Xylol
2. 1x 5 min Xylol/EtOH (1:1)
3. 2x 2 min 100% EtOH
4. 2x 2 min 95% EtOH
5. 2x 2 min 70% EtOH
6. 2x 2 min ddH20
B) Farbung:
1. 5 min 1% Kresylviolettlosung (in Acetatpuffer)

Abschliefend wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckelt.

2.3.1.4. Analyse mittels ImageJ Software

Als Grundlage der quantitativen Analyse dienten Hellfeldaufnahmen am BX60-
Mikroskop mit 2er Objektiv. Mehrere sich Uberlappende Einzelaufnahmen wurden
anschlieend mit Hilfe von Photoshop CS6 (Adobe Systems Software Ireland Limited,
Ireland) zu einer Gesamtaufnahme pro Schnitt zusammengefiigt (Photomerge Funktion).
Anhand dieser Gesamtaufnahme wurden in Image J die Flachen von Kortexareal
beziehungsweise Gesamthirn ausgemessen. Dazu wurde per free hand tool Funktion das
jeweilige Areal markiert und die Flache bestimmt (Skalierung 2er Objektiv 309 Pixel =
1000 pm beziehungsweise 62 Pixel = 200 pm), wobei von nasal (rostral) beginnend jeder
erste Schnitt auf jedem fiinften Objekttrager analysiert und nachfolgend das Volumen
berechnet wurde. Die korrekte Auswahl des Kortex erfolgte mit Hilfe des Allen Brain

Atlas* und ,, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates* (Franklin und Paxinos, 2008).
2.3.2. Immunhistochemie und quantitative Analyse zerebraler Zellpopulationen

Alle Farbungen, Bildaufnahmen am Mikroskop und Quantifizierungen von Schnitten

erfolgten nach vorheriger Verblindung.

4 http://mouse.brain-map.org/static/atlas, abgerufen am 25.06.2018.
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2.3.2.1. Perfusion, Hirnentnahme und Kryokonservierung

8-10 Wochen alte Tiere wurden mittels intraperitonealer Applikation von Ketamin und
Xylazin anésthesiert und transkardial nach medianer Laparotomie und Eréffnung des
Thorax mit ca. 50 ml 0,9 % NaCl zum Auswaschen des Blutes und nachfolgend mit 50
ml 4% PFA (Fixation) perfundiert. Dazu wurde die Kanule (26G) des Perfusionssystems
in den linken Ventrikel eingebracht und der rechte Vorhof er6ffnet, um den Abfluss der
Perfusionsldsung zu gewahrleisten. Nach Dekapitation und Freipraparation konnten die
Gehirne im Ganzen entnommen, tiber Nacht in 4% PFA nachfixiert und anschlieBend in
einer aufsteigenden Reihe von 10%, 20% und 30% Saccharose fur je 24 h bei 4°C
kryoprotektiert werden. Nach Entfernung Uberschussiger Saccharose erfolgte das
Schockgefrieren der Hirne in 2-Methylbutan auf Trockeneis. Bis zur Schnittherstellung
wurden die Hirne bei -80°C gelagert.

Neonatale Tiere im Alter P4 (postnataler Tag 4) wurden dekapitiert, die Gehirne
freiprapariert und tber Nacht in 4% PFA fixiert. Kryoprotektion und Schockfrieren

erfolgte analog zum Vorgehen bei adulten Tieren (siehe oben).

2.3.2.2. Gefrierschnittherstellung

Zur Schnittherstellung erfolgte eine Einbettung der tiefgefrorenen Gehirne in Tissue
Freezing Medium®. Anschliefend wurden die tiefgefrorenen Hirne am Kryostaten bei -
20°C in koronarer Ausrichtung mit einer Schnittdicke von 14 um geschnitten. Dabei
wurden jeweils finf definierte Ebenen (Level 1-5, Level 1: interaural 6,60 mm; Level 2:
5,34 mm; Level 3: 3,94 mm; Level 4: 1,86 mm; level 5: -0,08 mm) auf SuperFrost® Plus
Objekttrager aufgenommen (Vgl. Rosenberger et al., 2014). Bis zur weiteren
Verwendung im Sinne immunhistochemischer Farbungen wurden die Kryoschnitte bei

-80°C gelagert.

2.3.2.3.  Immunhistochemie und quantitative Analyse

Fur die weitere immunhistochemische Farbung wurden die Gefrierschnitte initial bei
Raumtemperatur fir 15 min mit 4% PFA fixiert, anschlieend in einer Kivette mit PBS
3 x 5 min gewaschen und 1 h mit Blockpuffer prdinkubiert. Daraufhin folgte die

Inkubation mit Erstantikdrper Gber Nacht bei 4°C. Am Folgetag wurde erneut mit PBS 3
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x 5 min gewaschen und fir 1 h mit fluoreszenzmarkiertem Zweitantikdrper inkubiert. Die
jeweiligen Verdlnnungen der Erst- und Zweitantikorper sind in Tabelle 4 angegeben. Ab
Zugabe des Zweitantikorpers war ein sorgfaltiges, lichtgeschitztes Arbeiten indiziert.
Nuklei wurden durch Inkubation mit DAPI fiir 1 min bei Raumtemperatur (RT) gefarbt.
Nach erneutem Waschen mit PBS (3 x 5 min) wurden die Objekttrager mit ImmoMount
eingedeckelt und bei 4°C gelagert.

Paraffinschnitte wurde zunéchst nach dem gleichen Entparaffinierung-Protokoll wie im
Rahmen der Nissl-Féarbung vorbereitet (siehe Kapitel 2.3.1.3). AnschlieBend erfolgte zur
Antigendemaskierung eine Behandlung mit Retrieval-Losung unter Hitzeanwendung
(Mikrowelle, 3 min bei Siedetemperatur). Nach Abkuhlen auf 50°C erfolgte ein erneutes
Erhitzen fir 3 min. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur und Waschen der Objekttrager

mit PBS fiir 2 x 2 min wurde folgendes Immunfluoreszenzfarbeprotokoll durchgefunhrt:

1. Waschen in PBS fir 10 min
2. Waschen in Blockpuffer fiir 2 x 10 min

3. Prainkubation mit 20 pl Normales Ziegenserum + 10 ul Blockpuffer je
Objekttréger fur 1 h in Feuchtekammer bei Raumtemperatur

4. Inkubation mit Erstantikorper tiber Nacht in Feuchtekammer

5. Wachsen mit PBS fiir 2 x 10 min

6. Waschen mit Blockpuffer 1 x 10 min

7. Inkubation mit Zweitantikdrper fir 2 h in Feuchtekammer bei Raumtemperatur

8. Waschen mit PBS 3 x 10 min

9. Eindeckeln mit Entellan.

Die quantitative Analyse der jeweils angefarbten Strukturen erfolgte mittels
Fluoreszenzmikroskopie und manueller Auszahlung am Mikroskop (BX51, Magnafire™
software) beziehungsweise mit Photoshop CS6 Software anhand von Schnittaufnahmen
(BX51, Magnafire™ software).

Folgende Zielstrukturen wurden angeféarbt: Neurone mittels anti-NeuN (ABN78, Merk
Millipore, Deutschland), Mikroglia mittels anti-lbal (Wako Chemicals GmbH, Neuss,
Deutschland), Astrozyten mittels anti-GFAP (MAB360, Chemicon®, Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland), Oligodendrozyten mittels anti-APC (OP80, Calbiochem®,
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland), Myelin mittels anti-MBP (LV 1505487,

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) und proliferierende Zellen mittels anti-ki67
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Antikorper (RBKO027, Zytomed systems GmbH, Berlin, Deutschland), sowie Nuklei mit
DAPI (4°,6-Diaminidin-2 phenylindoldihydrochlorid, Sigma-Aldrich, jetzt Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland).

Die Quantifizierung von Neuronen, Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten erfolgte
im neonatalen Neokortex in einem représentativem Sichtfeld je Hemisphére in Ebene 4.
Dafiir wurden mittels BX51 Mikroskop (MagnaFire™ Kamera und Software, Olympus,
USA) Aufnahmen reprasentativer neokortikaler Felder im Bereich von primédrem
motorischem und sensorischem Kortex in 40x VergroRerung gemacht und angefarbte
Zielstrukturen manuell mit Photoshop CS6 Software ausgezahlt. Der Mittelwert pro Tier
beziehungsweise Genotyp wurde nachfolgend berechnet.

Im adulten Tier wurden Neuronen, Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten im
Neokortex in einem reprasentativem Feld im Bereich des priméaren sensorischen und
motorischen Kortexes (Uber die gesamte Kortexhohe) je Hemisphédre in Ebene 4
quantifiziert. Als Referenz bezliglich Ebene und exakten Areals diente der Bildatlas von
Franklin und Paxinos (Franklin und Paxinos, 2008). Mittels BX51 Mikroskop
(MagnaFire™ Kamera und Software, Olympus, USA) wurden mehrere sich tiberlappende
Aufnahmen in 20x VergrofRerung angefertigt, diese anschlieend mit Adobe Photoshop
C6 (Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin, Irland) mittels Photomerge-
Funktion zu einem Bild zusammengefiigt und angefarbte Zielstrukturen manuell
ausgezahlt. Der Mittelwert pro Tier beziehungsweise Genotyp wurde nachfolgend
berechnet.

Im Hippocampus (CA1-Region) adulter Tiere wurden NeuN" und DAPI* Zellen pro
reprasentativem Feld je Hemisphare in Ebene 4 anhand von Aufnahmen in 100x

VergroRerung mittels BX51 Mikroskop quantifiziert.

Myelinhaltige Strukturen wurden mittels MBP angefarbt und je Hemisphére ein
reprasentatives Sichtfeld im Bereich des Neokortex in 60x VergréRerung mittels BX51
Mikroskop fotografiert. Unter Verwendung von ImageJ Software (Version 1.410, Java
1.6.0_10, Wayen Rasband, US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA;
http://rsh.info.nih.gov/ij/download.html) wurde die MBP* Flache berechnet und die
Mittelwerte je Genotyp miteinander verglichen.
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Proliferierende Zellen wurden mit ki67-Antikorper angefarbt und im adulten Tier im
Bereich bekannter Stammzellnischen, das heiflt der subventrikuldren Zone sowie der
subgranuldren Zone (Hippocampus), je Hemisphéare ki67*-Zellen direkt am Mikroskop
manuell mittels Zellzahler quantifiziert.

Als Layermarker dienten Cuxl (Layer II-IV) und Ctip2 (Layer V-VI). Die
Quantifizierung im Neokortex adulter Tiere erfolgte analog zum Vorgehen der

Quantifizierung von Neuronen.

2.3.3. Golgifarbung und morphologische Analyse kortikaler Neurone

Eine Golgifarbung ermdglicht die Analyse neuronaler Morphologie in vivo. Da nur ein
Bruchteil der Neurone (ca. 1-3%) angefarbt wird (Spacek et al., 1989), ist eine detaillierte
Analyse axonaler und dendritischer Arborisierung moglich.

Die Urspriinge dieser Farbemethode reichen bis in das 19. Jahrhundert zuriick, als der
italienische Naturwissenschaftler Camillo Golgi die nach ihm benannte Golgi-Methode
auf Basis von Kaliumdichromat und Silbernitrat entwickelte. AnschlieBend kam es zu
einer entscheidenden Modifizierung durch den spanischen Neuroanatomen Ramon y
Cajal unter dem Namen Rapid Golgi Method (Ramén y Cajal, 1972). Die Reichweite
dieser Farbemethode wird deutlich, als im Jahr 1906 die beiden genannten den Nobelpreis
fir Medizin oder Physiologie firr ihre Arbeit und Erkenntnisse Uber die Funktion
neuronaler Netzwerke erhielten. Bis heute ist die Farbemethode ein wichtiges Werkzeug
bei der Analyse neuronaler Morphologie, obwohl es sich um eine zeitaufwendige,
komplexe und fehleranfallige Farbemethode handelt. Daher streben neuere Protokolle
eine Vereinfachung und Verkirzung der Methode an. Bereits seit 2002 sind kommerzielle
Kits (FD Rapid GolgiStain™ Kit, FD Neuro-Technologies, Columbia, USA) auf dem
Markt. Prinzipiell werden drei Klassen der Golgi-Methode unterschieden, Rapid Golgi,
Golgi-Kopsch und Golgi-Cox (Koyama, 2013). Allen gemeinsam ist die Verwendung
von Dichromséure. Jede der drei Variationen hat spezifische Vor- und Nachteile, sodass
die Wahl der Methoden insbesondere vom Alter der zu untersuchenden Hirne und den zu
untersuchenden Strukturen abhangig ist. Rapid Golgi eignet sich insbesondere fir altere
Tiere und ist daher bei embryonalen Hirnen oder postnatalen Tieren nicht Mittel der
Wahl. Golgi-Kopsch hingegen eignet sich unabhangig von Alter und Hirnregion. Golgi-

Cox wiederum zeichnet sich durch eine besonders hintergrundarme Farbung aus und ist
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insbesondere fiir die Analyse des dendritischen Baumes kortikaler Neurone am besten
geeignet (Koyama, 2013).

Da im Rahmen der morphologischen Analyse kortikaler Neurone der Fokus auf deren
Arborisierung gelegt wurde, kam eine Methode nach Golgi-Cox zur Anwendung. Gefarbt
wurde jeweils die rechte Hemisphdre acht Wochen alter adulter Tiere. Dabei kam
folgendes Protokoll, welches durch Mitarbeiter der kooperierenden Arbeitsgruppe
Kaindl, namentlich Sami Zaqout, etabliert und vertffentlich wurde (Zagout und Kaindl,

2016), zur Anwendung.

Zunachst wurden vorbereitend die notwendigen Losungen (drei Basislésungen, Golgi-

Cox-Lo6sung, Gewebeprotektionsldsung und Entwicklungslésung) hergestelit.

Drei Basislosungen (werden im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert):
1. 15 g Kaliumdichromat in 300 ml dd-H20
2. 15 g Quecksilberchlorid in 300 ml dd-H.O
3. 15 g Kaliumchromat in 300 ml dd-H20

AnschlieRende Herstellung der Golgi-Cox-L6sung mittels der drei Basislosungen:
1. 50 ml Kaliumdichromatlésung mit 50 ml Quecksilberchloridlésung mischen
2. 40 ml Kaliumchromatlésung hinzufligen
3. 100 ml dd-H20 hinzugeben
Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln und fiir mindestens 48 h vor

der weiteren Verwendung, damit es zur Fallung kommen kann.

Gewebeprotektionslosung:

1. 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) herstellen durch Lésen von 1,59 g Natrium-
Hydrogen-Phosphat-Monohydrat, 5,47 g Di-Natrium-Hydrogen-Phosphat
wasserfrei und 9,0 g Natriumchlorid in 500 ml dd-H20

2. Zu 500 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) 300 g Saccharose, 10 g
Polyvinylpyrrolidon und 300 ml Ethylenglykol hinzugeben und auf 1000 ml
ddH20 auffillen.

Lagerung bis zur weiteren Verwendung bei 4°C im Dunkeln. Die
Gewebeprotektionslésung wurde zudem auch zum Befillen der Schneidekammer am

Vibratom im Rahmen der spéateren Schnittherstellung verwendet.
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Entwicklungslésungen (Lagerung bei Raumtemperatur):

1. 50, 70, 95, und 100% Ethanolreihe

2. Xylol

3. 3:1 Ammoniak : dd-H20O

4. 5% Natriumthiosulfat (15 g Natriumthiosulfat in 300 ml dd-H20), anschlieRend

Lagerung im Dunkeln
Herstellung von Gelatine-beschichteten Objekttragern:

Die Objekttrager wurden zunéchst mit dd-H.O gewaschen und bei Raumtemperatur
staubfrei getrocknet. Anschlielend erfolgte die Beschichtung der Objekttréger in einem
Objekttragerhalter mit 3%-iger Gelatine (Eintauchen fur 10 min) und staubfreies

Trocknen Uber Nacht bei Raumtemperatur.
Imprégnierung:

Adulte Méuse im Alter von 8-10 Wochen wurden mittels Genickbruch getdtet und das
Gehirn herausprapariert. Anschliefend wurde das Gehirn sagittal halbiert und die rechte
Hemisphare jeweils mit 10 ml Golgi-Cox-L6sung impragniert. Dabei ist ein vorsichtiges
Pipettieren der Ldsung notwendig, um die am Boden entstandenen Prézipitate nicht zu
transferieren. Nach 24 h Lagerung im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde die Golgi-
Cox-Losung erneuert und die Hemispharen fur weitere 7-10 Tage im Dunkeln bei

Raumtemperatur impragniert.
Gewebeprotektion:

Nach Abschluss der Impragnierung wurde jede Hemisphare mit dd-H>O gewaschen, in
10 ml Gewebeprotektionsldsung gegeben und lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert. Nach 24 h
wurde die Lésung erneuert und die Gewebeprobe fir weitere mindestens 72 h (bis max.

eine Woche) belassen.
Schneiden von Gehirngewebe am Vibratom:

Zunachst wurden die Gewebeproben mittels 4% Agarose (2 g low melting point agarose
in 50 ml dd-H20 bei 47°C volistandig l6sen) in Blocke eingebettet (disposable plastic
embedding molds (18646A, Polysciences Inc., PA, USA)) und bei 4°C ausgehértet. Am
Vibratom (Microm; HM_650V, Thermo Fisher Scientific Inc., Darmstadt, Deutschland)
wurden sagittale Schnitte von 200 pm Dicke hergestellt (Frequenz 60 Hz,

Geschwindigkeit 15 mm/s), von vorbereiteten Gelatine-beschichteten Objekttragern
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aufgenommen und im Dunkeln fiir 2-3 Tage bei Raumtemperatur getrocknet. Im Rahmen
des Entwicklungsprozesses wurden die Objekttradger zundchst 2 x 5 min in Aqua dest.
gewaschen und anschlielend 5 min in 50% Ethanol gestellt. Nach Transfer in 3:1
Ammoniaklésung und Inkubation hierin fir 8 min erfolgte erneutes Waschen mit Aqua
dest. fur 2 x 5 min. Ab der Inkubation in 5% Natriumthiosulfat fir 10 min war ein
lichtgeschutztes Vorgehen notwendig. Vor dem Eindeckeln mit Eukitt erfolgte
nochmaliges Waschen der Objekttrager mit Aqua dest. fiir 2 x 1 min, der Transfer in eine
aufsteigende Alkoholreiche von 70, 95 und 100% Ethanol fir je 6 min und zum Schluss
6 min in Xylol. Nach dem blasenfreien Eindeckeln wurden die Rander der Deckglaschen
mit konventionellem Nagellack versiegelt und die Objekttrager bei Raumtemperatur im
Dunkeln gelagert.

Morphologische Analyse der Arborisierung kortikaler Neurone:

Ziel der morphologischen Analyse war die Quantifizierung der Arborisierung kortikaler
Neurone. Diese erfolgte verblindet anhand von Z-Stack-Aufnahmen, aufgenommen am
Olympus 1X81 Mikroskop mit 1 um Abstéanden (Hellfeld, 10x, F View Il (sw) Kamera
(Soft Imaging System GmbH, Munster, Deutschland)) mittels Adobe Photoshop CS6
Software und ImageJ Software (inkl. Concentric Circles Plug-In). Im Sinne einer
modifizierten Sholl-Analyse (Sholl, 1953) wurden um die Somata kortikaler Neurone 30
konzentrische Kreise gelegt (Abstand jeweils 10 pm) und manuell anhand der 3D-
Rekonstruktion dieser Neurone Kreuzungsstellen von Dendriten und Kreisen
quantifiziert. Als Parameter wurden die absolute Zahl von Kreuzungsstellen, sowie die

Anzahl der Kreuzungsstellen in Abhéngigkeit zur Distanz vom Soma ausgewertet.

2.3.4. Proteinanalyse mittels Western Blot

Fir die Proteinbestimmung mittels Western Blot wurden Zelllysate aus den
rechtshemispharischen Kortizes von Tieren im Alter von 8-10 Wochen hergestellt. Dazu
wurden die Tiere per Genickbruch getotet, das Gehirn enthommen und sagittal in linke
und rechte Hemisphdre geteilt. AnschlieBend wurde der rechtshemispharische Kortex
mikroskopisch prapariert, in 500 pl Lysepuffer (PMSF/SDS-Lysepuffer 1:10) gegeben
und nach folgendem Protokoll Proteinlysate hergestellt.

Protokoll Lysatherstellung:
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Gewebe 5-10 sec mittels Ultra-Turrax® dispergieren (Stufe 4, 17500 rpm)
3-5 sec sonifizieren (Gerateeinstellung 70)

30 min auf Eis kihlen

20 min bei 4° C und 12000 rpm zentrifugieren

o & w0 N e

Uberstand (Lysat) abnehmen und in neuem EppendorfgefaR bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung lagern

Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Zelllysat erfolgte mittels BCA Protein
Assay Reagent Kit. Der BCA-Assay (Bicinchoninsdure) basiert auf der Reduktion von
Cu?* zu Cu*; letzteres bildet mit BCA Farbkomplexe aus. Diese konnen fotometrisch bei
einer Wellenlange von 562 nm gemessen und dadurch die Proteinkonzentration berechnet
werden (Smith et al., 1985; Olsen und Markwell, 2007). Die Lysate wurden als Duplikate

in einer Verdlnnung von 1:10 quantifiziert.

Die  Probenauftrennung  erfolgte  mittels  Gelelektrophorese  (SDS-PAGE,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese), wobei eine Kombination aus
Sammel- und Trenngel verwendet wurde. Als Trenngele wurden je nach ProteingréiRe
solche mit 10% bzw. 12% Acrylamid verwendet. Jede Geltasche wurde mittels
Hamiltonspritze mit 10 pg Protein beladen (20 pl des folgenden Ansatzes: 19 pl
Probenvolumen in Aqua dest mit 6 ul Ladepuffer; dieser Ansatz wurde zuvor 5 min bei
95°C erhitzt und das Kondensat herrunterzentrifugiert), sowie separat 5-8 pl des Markers
aufgetragen. Fur die Elektrophorese wurde im Sammelgel eine Spannung von 70 mV
angelegt, im Trenngel ca. 140 mV. Damit ergab sich eine Laufzeit von ca. 1 h.

Tabelle 7: Protokoll Sammel- und Trenngel fir Western Blot

Sammelgel Trenngel

10% 12%
H20 4,5 ml 7,7 ml 6,9 ml
Trenngelpuffer 4,1 ml 4,0 ml
Sammelgelpuffer 1,9 ml
40% Acrylamid 810 pl 4,0ml 4,8 ml
10% SDS 75 pl 160 pl 160 pl
APS 57 pl 80 pl 80 pl
TEMED 19 pl 324l 324l
> 2x 3,9 ml/Gel | 2x 3,9 ml/Gel
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AnschlieBend wurde im Semi-dry-Verfahren geblottet und die aufgetrennten Proteine auf
eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid-Membran) ubertragen. Dazu wurde das Gel
fur 15 min im Transferpuffer equlibriert und die PVDF-Membran in Methanol fur 15 sec
aktiviert, in Aqua dest fur 2 min gewaschen und bis zur weiteren Verwendung im
Transferpuffer belassen. Das Filterpapier wurde mit Transferpuffer befeuchtet. Der
Proteintransfer erfolgte tiber eine 1 h bei einer konstanten Spannung von 15 V (Blotaufbau
von unten nach oben: Anode, Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, Filterpaper, Kathode).

Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran 2x in TBST gewaschen und bei
Raumtemperatur fir 1 h in 10 ml Blockpuffer (5% Milch) blockiert. Die Inkubation mit
Erstantikorper (verdiinnt in 10 ml Blockpuffer) erfolgte uber Nacht bei 4°C. Nach erneutem
Waschen mit TBST fiur 3 x 10 min wurde zur Inkubation mit dem Zweitantikdrper
(Horseraddish-Perioxidase-gekoppelt) dieser in 10 ml Blockpuffer (1:5000) gegeben und
die Membran flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Vor der Entwicklung erfolgte
ein erneutes Waschen mit TBST (3 x 10 min). Alle Wasch-, Blockierungs- und
Inkubationsschritte wurden auf einem Schattler (50 rpm) durchgefuhrt. Die verwendeten

Antikorper und Konzentrationen sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Die Entwicklung wurde mittels ECL Western Blotting Detection Reagent durchgefiihrt
(Protokoll nach Herstellerangaben). Dazu erfolgten digitale Aufnahmen. Die
Belichtungszeit betrug je nach Antikdrper 1-5 min beziehungsweise fiir die B-Aktin-

Ladekontrolle 10 sec. Die Bilder wurden als .tif (8-bit) gespeichert.

Als Ladekontrolle fungierte -Aktin. Dazu wurde die PVDF-Membran mit Strippingpuffer
von Antikorpern befreit (10 min bei RT) und mit TBST fur 5 min gewaschen. Inkubation
und Entwicklung erfolgten analog den oben beschriebenen Schritten.

Eine quantitative Analyse der Signalintensitat der jeweiligen Bande erfolgte mittels ImageJ
Software. Dabei wurden die spezifischen Banden mit dem Rectangular-Tool umrandet und
iiber die Funktion ,,Analyze — Gels — Select first lane* und nachfolgend ,,Analyze — Gels —
Plot lanes in einen Graphen (bersetzt und die Bandenintensiat (entspricht dem
Proteingehalt) als Area under the curve verglichen. Dieses Verfahren wurde sowohl fiir die
spezifischen Banden des jeweiligen Protein of Interest als auch fur die korrespondierende
B-Aktin-Ladekontrolle im Sinne der Qualitatskontrolle einer gleichmaRigen Proteinladung
durchgefiihrt. Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit
GraphPad Prism 7.
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2.3.5. Verhaltensstudien

Verhaltensstudien wurden in Kooperation mit der Animal Outcome Core Facility (AOCF)
am Charité Campus Mitte durchgefiihrt. Die Evaluierung des MyD88-defizienten
Phénotyps erfolgte anhand folgender flinf Tests:

1. SHIRPA

2. Barnes Maze

3. Open Field

4. Social Activity Monitoring (SAM)
5. Home Cage Scan (HCS),

Bei einer GruppengroBe von n = 15 fiir den jeweiligen Genotyp (WT bzw. Myd88")
erfolgte aufgrund rdumlicher Kapazitdten der AOCF und einer Protokoll-bedingten
Obergrenze von maximal 16 Tieren im Barnes Maze eine Aufteilung der Tiere in zwei
Kohorten (Kohorte #1, WT n = 7, Myd88™ n = 7 und Kohorte #2, WT n = 8, Myd88” n =

8). Beide Kohorten wurden vor dem Transfer in die AOCF durch eine dritte Person

verblindet.
Tiertransfer in Start Perfusion und
ACCF-Labor Verhaltenstests Hirneninahme
| |
i. 14 W] +14 28 '
Axklimatisierung ||
SHIRPA [ |
Barnes Maze d1-5 I
COpen Field [ |
Bamnes Maze d12 [ |
SAM I
HCS I

Abbildung 1: Experimentelles Design der Verhaltensstudien im zeitlichen Uberblick. Angaben in Tagen. SAM
= Social Activity Monitoring. HCS = Home Cage Scan.

Den eigentlichen Tests ging jeweils eine zweiwochige Akklimatisierungsphase voraus, in
der sich die Tiere sowohl an die rdumliche Umgebung der AOCF als auch durch tégliche
Handhabung an die Personen, die im Folgenden die Tests durchfiihrten, gewohnten. Somit
konnten externe Stressoren wahrend der nachfolgenden Tests minimiert werden. Die

genaue zeitliche Abfolge der Verhaltenstests ist Abbildung 1 zu entnehmen.
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Zwischen den einzelnen Tests wurden die Mause in standardisierten Kafigen in
angereicherter Umgebung in Gruppen von 3-5 Tieren mit Futter und Wasser ad libitum
gehalten. Es erfolgte ein wochentlicher Einstreuwechsel; der Hell-Dunkel-Zyklus betrug
12/12-Stunden.

2.35.1. SHIRPA

SHIRPA st eine standardisierte Zusammenstellung einzelner Untersuchungen, die ein
generelles Erfassen des Phénotyps von (genetisch verdnderten) Mausen ermdglicht. Dieser
Test ist ein wichtiger Bestandteil von Verhaltensstudien und dient als
Interpretationsgrundlage etwaiger Auffalligkeiten in weiterfiihrenden Tests.

SHIRPA wurde 1997 von einer Gruppe von Wissenschaftlern in Zusammenarbeit mit dem
Pharmaunternehmen SmithKline Beecham in GroRbritannien entwickelt (Rogers et al.,
1997). Das Akronym steht fir SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal
London Hospital, phenotype assessment.

GemaR Extended SHIRPA-Protokoll modifiziert nach Riken und Irwin® wurden folgende

Parameter erhoben:

Tabelle 8: SHIRPA-Protokoll — Erhobene Parameter

General health - Body and tail length
- Weight
- Sex

Physical characteristics - Body position

- Limb, tail, head, whisker, ear morphology
- Coat color

- Skin color of plantar surface

- Hair length and morphology

- Piloerection

- Eye characteristics

- Lacrimation, salivation

- Abnormal physical features

General behavior - Locomotor activity
- Spatial locomotion
- Gait

S http://ja.brc.riken.jp/lab/bpmp/SDOP/en/mc/shirpa/filter_index.html, abgerufen am 11.10.2017.
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- Pelvic and tail elevation

- Grip strength

Abnormal behavior - Abnormal and stereotyped behavior
- Convulsions

- Tremor

- Twitches

- Provoked freezing

Reflexes - Obiject approach (cotton-tip swab)

- Vibrissa placing response when touched
- Back touch escape

- Acoustic startle response

- Inclined plane

- Pinna and corneal reflex

- Airrighting reflex

- Limb grasping while tail suspension

- Visual placing

- Wire maneuver

Other - Vocalization during handling
- Urination and defecation

- Diarrhea

2.3.5.2. Barnes Maze

Raumliches Lernen und Gedachtnis (Kurz- und Langzeitkonsolidierung) wurden mittels
Barnes Maze Test analysiert. Der Test wurde urspringlich 1979 fur Ratten entwickelt
(Barnes,1979) und spéter auch fir Mduse etabliert (Bach et al., 1995). Das Testkonzept
basiert auf der antrainierten Fahigkeit, mit Hilfe rdumlicher Hinweise den Ort einer
Fluchtbox wiederholt aufzufinden. Diese Fahigkeit wird als Hippocampus-abhéngig
beschrieben (Pitts, 2018).

Das hierbei verwendete Labyrinth besteht aus einer runden, weien Plattform
(Durchmesser 920 mm in einer Hohe von 800 mm tber dem Boden), an deren Rand 20
Locher (Durchmesser 45 mm) in gleichem Abstand angeordnet sind. Unter einem dieser

Ldcher ist eine Fluchtbox angebracht (fur die Dauer der Trainingstage, anschlielend wird
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diese entfernt). An den Wanden um die Plattform sind vier schwarz-weil3e geometrische
Formen als radumliche Orientierungspunkte angebracht.

Die Testtiere wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen (Trainingstage 1-4) jeweils in
vier aufeinanderfolgenden Durchgéngen (mit einem optimalen Abstand zwischen den
jeweiligen Durchgéngen von 15 min) darauf trainiert, das Zielloch mit der darunter
befindlichen Fluchtbox zu finden und in diese zu gelangen. Als Fluchtstimulus dienten die
exponierte, hell ausgeleuchtete Plattform sowie ein aversiver akustischer Reiz. Zur
Uberpriifung der Gedachtnisleistung wurde an Tag 5 (Kurzzeitkonsolidierung) und Tag 12

Gegendber-vom-
Zielguadranten

. Rechis-vom-
Zielguadranten

Links-vom-
. Zielguadranten

Zielloch
{+/- Fluchtbox)

Raumlicher —

Hinweis
Abbildung 2: Aufbau Barnes Maze. Einteilung in vier Quadranten mit jeweils vier rdumlichen Hinweisen
an den Wénden. Male: Platte 920 mm Durchmesser, 10 mm Dicke, angebracht in 800 mm Hdohe. 20 Ldcher

mit einem Durchmesser von 45 mm. Die Fluchtbox wurde an den Testtagen d5 und d12 entfernt. Sicht aus
Kameraperspektive.
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(Langzeitkonsolidierung) nach einem modifizierten Protokoll das jeweilige Tier getestet,

Details dazu weiter unten.

Die Aufzeichnung des Bewegungsmusters erfolgte mittels einer zentral Uber der Plattform
angebrachten Videokamera und Viewer Software (Biobserve GmbH, Bonn, Deutschland)
und ermoglichte eine Registrierung der Aufenthaltsdauer innerhalb vier definierter
Quadranten sowie die Anzahl der Kontakte mit den einzelnen Léchern des Labyrinths
(Abbildung 2).

Ablauf Trainingstag (Tag 1-4): Zur Eliminierung olfaktorischer Hinweise wurde das
Labyrinth zu Beginn mit 5% Ethanol gereinigt. Die Startkammer wurde in der Mitte des
Labyrinthes platziert und das Testtier hineingesetzt. Nach 10 sec wurde die Startbox
entfernt und die Testzeit von maximal drei Minuten begann. Durch das Entfernen der
Startbox wurde das Tier den aversiven Stimuli (helles Licht (500 Ix) und Larm (white noise
durch Radio, 80 dB)) ausgesetzt und dadurch motiviert, diesen durch Aufsuchen der

dunklen Fluchtbox zu entfliehen.

Das Tier hatte in der Trainingsphase maximal drei Minuten Zeit, die Fluchtbox
aufzusuchen. Befand sich das Tier in der Box, wurde der aversive Stimulus ausgeschaltet
und das Tier flr eine Minute in der Fluchtbox belassen. Wenn nach Ablauf der 3 min das
Tier die Fluchtbox nicht aufgesucht hat, wurde es in diese transferiert und dann ebenfalls
nach Ausschalten der Stimuli fur 1 min in der Box belassen. VerlieR das Tier innerhalb

dieser Minute die Fluchtbox, wurde es jeweils wieder in diese zuriickgesetzt.

AnschlieBend wurde das Tier zuriick in den Gruppenkaéfig transferiert, bevor es nach ca.
15 Minuten erneut getestet wurde (insgesamt vier Trainingsdurchlédufe pro Tier und
Trainingstag). Nach jedem Trainingsdurchlauf wurde das Labyrinth wie zu Beginn mit 5%
Ethanol gereinigt. Als Parameter wurden erhoben: Latenz bis zum erstmaligen Auffinden
des Zielloches [s]; zuriickgelegte Distanz [m]; Latenz bis zum Aufsuchen der Fluchtbox
[s]; Anzahl der Fehler.

Ablauf Testtag (Tag 5 und 12): Im Vergleich zu den Trainingstagen (Tag 1-4) gab es drei
wesentliche Unterschiede im Testprotokoll der Testtage (Tag 5 und 12). Jedes Tier wurde
nur einmal fir einen Zeitraum von 90 sec und ohne Vorhandensein der Fluchtbox getestet.

Die Anordnung der raumlichen Hinweise entsprach den Trainingstagen.

Zu Beginn und zwischen der Testung der einzelnen Tiere wurde das Labyrinth zur

Eliminierung olfaktorischer Reize mit 5% Ethanol gereinigt. Wieder dienten das
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Radiorauschen und die Lichtexposition nach Entfernen der Startkammer als aversive
Reize. Der Test endete nach Ablauf von 90 Sekunden und das Testtier wurde zurtick in den
Gruppenkaéfig transferiert. Als Parameter wurden erhoben: Latenz bis zum erstmaligen
Auffinden des Ziellochs [s]; zuriickgelegte Distanz [m]; Anzahl der Fehler;

Aufenthaltsdauer in den jeweiligen Quadranten [s].

2.3.5.3. Open Field Test

Das Verhalten von Méusen in einer neuen Umgebung (Novel Arena) kann mittels Open
Field Test evaluiert werden und ermdglicht Rickschlisse auf genotypisch verdnderte
Furcht- und Angstlevel. Es wird angenommen, dass Tiere sich in einer ihnen unbekannten
Umgebung explorativ verhalten. Dies wird als zuriickgelegte Strecke in einem definierten
Zeitraum quantifiziert. Besonders angstliche Tiere zeigen hingegen ein geringeres
exploratives Verhalten und werden daher eine geringere Distanz zurlicklegen. In
Extremfillen kann es sogar zum sogenannten ,,freeze (Verharren an einer Stelle) kommen
(Sousa et al., 2006). Zudem werden sie sich weniger haufig beziehungsweise kiirzer in der

besonders exponierten zentralen Zone im Vergleich zur peripheren Zone aufhalten.

Vor Beginn des Testes wurden die Tiere in ihren Gruppenkafigen fiir eine 30-minitige
Akklimationsphase in den Testvorraum transferiert. Als Open Field diente eine weilRe
PVC-Box (50 x 50 x 50 cm), welche zur Eliminierung olfaktorischer Reize vor jedem Test
mit 5% Ethanol gereinigt wurde. Jedes Tier wurde einzeln fur einen Zeitraum von 10 min
getestet und initial in der Mitte der PVC-Box (Zentralzone) platziert (Abbildung 3). Mittels
Viewer Software (Biobserve Inc., Bonn, Deutschland) wurde die zuriickgelegte Strecke,
anteiliger Aufenthalt in der Zentralzone (16,5 x 16,5 cm) bzw. Peripherie, Anzahl der
Zonenwechsel, Latenz bis zum ersten freiwilligen Betreten der Zentralzone und manuell

die Anzahl von Defédkationen und Urinieren registriert.

Die Raumbedingungen wurden Kkonstant bei einer Temperatur von 22-24°C,
Luftfeuchtigkeit 45-65% und Lichtintensitdt von 500 lux gehalten, sowie auf die
Vermeidung jeglicher akustischer Storgerdusche geachtet. Nach Ablauf der 10-minitigen
Testphase wurde das Tier zuriick in den Gruppenkéfig transferiert und das Open Field von

Kot und Urin gereinigt.
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Abbildung 3: Testaufbau Open Field. PVC-Box (50 x 50 x 50 cm) mit Testtier aus Kameraperspektive.
Einteilung der zentralen (central zone) und peripheren Zone (peripheral zone).

2.3.5.4. Home Cage Scan

Das naturliche Verhalten einzeln gehaltener Tiere innerhalb ihres Kafigs und unbeeinflusst
durch einen menschlichen Experimentator wurde mittels Home Cage Scan (HCS)
evaluiert. Per Videoaufzeichnung erfolgt die automatisierte Registrierung definierter

Verhaltensweisen.

Dazu wurden die Testtiere jeweils einzeln in Kéfigen Typ Il mit Zugang zu Futter und
Wasser ad libitum fiir einen Testzeitraum von 23 h gehalten. Uber den Hell-Dunkel-Zyklus
von 11/12 h wurden mittels Analogkamera (video.at) und Infrarotlampe (MIRAII) und
HomeCageScan Software (CleverSys Inc., Reston, VA, USA) 16 vordefinierte

Verhaltensweisen (Tabelle 9) sowie die zurtickgelegte Distanz registriert.

Auf Basis der erhobenen Daten wird eine Quantifizierung definierter Verhaltensweise tber
einen Zeitraum von 23 h und damit die Erstellung eines Verhaltensprofils ermdglicht.
Wobei die ersten 6 h der Aufzeichnungsphase gesondert ausgewertet wurden, um das
Verhalten in neuer Umgebung zu charakterisieren. Als weiterer Parameter wurde die

zuruckgelegte Distanz analysiert.
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Tabelle 9: Home Cage Scan — Verhaltensweisen. 16 definierte VVerhaltensweisen wurden aufgezeichnet. Diese
kénnen in Anlehnung an Adamah-Biassi et al. 4 Kategorien zugeordnet werden (Adamah-Biassi et al., 2013).

Verhaltenskategorie Verhaltensweise

Aktivitatsphase Walking; come down; hanging;
jumping

Explorationsphase dig forage; sniffing; stretching;

grooming; rearing up; chewing

Verdauungsphase Drinking; eating
Ruhephase Awaken; twitching; remaining
low; immobile

2.3.5.5. Social Activity Monitoring

Das Social Activity Monitoring (SAM) System (PhenoSys GmbH) ermdglicht eine
automatische Registrierung individueller Bewegungsmuster innerhalb sozialer Gruppen.
Die Tiere wurden in reguléren Typ-I1-K&figen in angereichter Umgebung und Zugang zu
Futter und Wasser ad libitum in Gruppen von 4-5 Tieren (gemischte Genotypen) gehalten.
Jedes Tier wurde zuvor mittels eines subkutan platzierten RFID-Transponder (Radio
Frequency Identification) im Nacken der Tiere markiert. Uber ein unter dem Kifig
platziertes Gitter von 8 RFID-Lesegeraten wurde die Aktivitat (zurlickgelegte Distanz im
zeitlichen Verlauf) des Tieres Uiber einen Zeitraum von 13 Tagen aufgezeichnet. An Tagen,
an denen das Einstreu gewechselt wurde, zeigte sich bei allen Tieren ein Anstieg der
Aktivitat. Da dieser Anstieg artifiziell durch den Einstreuwechsel von extern getriggert
wurde, wurde diese Tage aus der finalen Analyse ausgeschlossen. Damit verblieb ein

Zeitraum von 9 Tagen zur finalen Analyse.

2.4. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad PRISM 7 Software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) und RStudio (RStudio Inc., Boston, MA, USA). Soweit
nicht anders angegeben, wurde der Student's t-Test oder Wilcoxon rank-sum Test
durchgefihrt. Im Falle von SAM und HCS kdnnen multiple Faktoren moglicherweise die
erhobenen Daten beeinflussen. Daher wurde MCMCgImm (Generalized Linear Mixed

Model with Markov Chain Mote Carlo method, GLMM) verwendet, um den Einfluss aller
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Variablen auf solche von grotem Interesse zu untersuchen (beispielsweise Genotyp, Zeit
und Hell/Dunkel-Phase). Ergebnisse wurden folgendermalen als signifikant definiert: *

wenn p < 0,05, ** wenn p <0,01 und *** wenn p <0,001.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Expression des TLR-Adapterproteins
MyD88 auf die Struktur des Gehirns und das Verhalten der Maus untersucht. Es wurden
zwei Altersstufen analysiert: neonatal (4. Postnataler Tag (P4)) und adult (8-10 Wochen).
Zunachst erfolgte mittels in Kapitel 2 beschriebener Methoden eine quantitative Analyse
von ZNS-Zellpopulationen inklusive Neurone, Mikroglia, Astrozyten, Oligodendrozyten
und proliferierenden Zellen im Neokortex neonataler und adulter MyD88-defizienter
Mause. Als Vergleichsgruppe dienten Wildtyp-Méause (WT) des gleichen Stammes
(C57BL/6). Des Weiteren wurden morphologische Analysen wie die Bestimmung der
Kortexh6he und die Analyse der Arborisierung neokortikaler Neuronen an MyD88-
defizienten und WT Tieren durchgefiihrt.

Zur Charakterisierung eines spezifischen Phanotyps MyD88-defizienter Méause wurden
Verhaltenstests im Vergleich mit WT-Ma&usen durchgefiihrt. Nachfolgend werden die
Ergebnisse présentiert.

3.1. Analyse der Kortexh6he und Quantifizierung kortikaler Zellpopulationen
in neonatalen MyD88-defizienten Mausen

Zunachst wurde untersucht, ob die Expression von MyD88 Einfluss auf die Hohe des
Neokortex hat. Die Kortexhohe wurde definiert als Héhe des DAPI* Areals im Bereich von
primdrem motorischem und sensorischem Kortex. Die Quantifizierung ergab eine
signifikante Reduktion der Kortexhéhe neonataler MyD88-defizienter Mause im Vergleich
zum WT (s. Abbildung 4, fold change 0,875, p = 0,0280).

Zur quantitativen Analyse kortikaler Zellpopulationen wurden koronare Hirnschnitte
neonataler Myd88” und WT-Méuse immunhistochemisch mit anti-NeuN Antikorper zur
Markierung von Neuronen, sowie mit DAPI zur Darstellung aller Zellen innerhalb des
auszuwertenden Areals geféarbt. Antikdrper gegen lbal, APC und GFAP wurden zur

Identifizierung von Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten genutzt.
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Abbildung 4: Analyse der Kortexhohe neonataler Myd88” Mause. Koronare Hirnschnitte neonataler (P4)
WT und Myd88”7 Mause wurden mit DAPI gefarbt (je n = 6). Reprasentative Darstellung der Farbung.
MafRstab 50 um. Die neokortikale Hohe wurde quantifiziert. Darstellung als fold change. *p < 0,05, Student’s
t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.
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Abbildung 5: Quantifizierung kortikaler Neurone in neonatalen Myd88”- Mausen. Koronare Hirnschnitte
neonataler (P4) WT und Myd88 Mause wurden mit anti-NeuN Antikérper und DAPI immunhistochemisch
gefarbt (je n = 6). Représentative Darstellung der Farbung. Mal3stab 50 um. Die Anzahl Neun* bzw. DAPI*
Zellen wurde erfasst. Darstellung als mean £ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, Student’s t-Test. Modifiziert nach
Schroeder et al., 2020.
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APC

Es zeigte sich eine signifikante Erhdhung sowohl NeuN* als auch DAPI* Zellen im
Neokortex neonataler Myd887- Mause im Vergleich zum WT (s. Abbildung 5, NeuN*
(mean + SEM, WT (439,3 + 15,48), Myd88™ (484,5 + 11,26), p = 0,0399); DAPI* (mean
+ SEM, WT (669,1 + 33,82), Myd88™ (817,8 + 13,62), p = 0,0087)).
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Abbildung 6: Quantitative Analyse von Gliazellen im neonatalen Kortex von Myd88- Mausen. Koronare
Hirnschnitte neonataler (P4) WT und Myd88” Mause wurden mit anti-lbal, anti-GFAP, anti-APC Antikorper
und DAPI immunhistochemisch gefarbt (je n = 6). Reprasentative Darstellung der Farbung. MaRstab 50 pm.
Die Anzahl Ibal*, GFAP* und APC* Zellen wurden quantifiziert. Darstellung als mean £ SEM. Ns, nicht
signifikant, Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

Fur Gliazellen konnte hingegen kein signifikanter quantitativer Unterschied nachgewiesen
werden, das heilst, die Zellzahl von Mikroglia, Oligodendrozyten und Astrozyten
unterschieden sich nicht im Kortex von MyD88-defizienten und WT-Tieren (s. Abbildung
6, Ibal* (mean + SEM; WT n = 3 (6 + 1,528), Myd88’ n =5 (3,625 + 0,375), p = 0,1395),
APC* (mean + SEM, WT n = 4 (47,63 + 4,14) Myd88” n =4 (40,13 + 1,048), p = 0,1296)
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ki67

und GFAP* (mean = SEM, WT n=4 (1,125 + 0,4270), Myd88™ n = 4 (0,75 + 0,3327), p =
0,5098).

Proliferierende Zellen wurden immunhistochemisch mit anti-ki67-Antikorper gefarbt.
Auch hier zeigte sich bei der Quantifizierung ki67* Zellen im Neokortex kein signifikanter
Unterschied zwischen Myd88™ und WT (s. Abbildung 7, mean + SEM, WT n =3 (16 +
4,444), Myd88” n =5 (18,8 + 2,672), p = 0,5824).
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Abbildung 7: Quantifizierung proliferierender Zellen im neonatalen Kortex von Myd88’ Méausen.
Koronare Hirnschnitte neonataler (P4) WT und Myd88” Mause wurden mit anti-ki67 Antikorper
immunhistochemisch gefarbt (je n = 6). Représentative Darstellung der Farbung. MaRstab 50 pm. Die Anzahl
ki67* Zellen wurde quantifiziert. Darstellung als mean + SEM. Ns, nicht signifikant, Student’s t-Test.
Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

Zusammenfassend wurde fiir neonatale Myd88~ Tiere eine signifikante Reduktion der
Kortexh6he bei gleichzeitiger quantitativer Erhohung der Zahl kortikaler Neurone
nachgewiesen. Mikroglia, Oligodendrozyten, Astrozyten und proliferierende Zellen waren

hingegen hinsichtlich der Zahl unverandert in WT- und Myd88™ Tieren.

3.2 Kortikale und neuronale Veréanderungen im adulten MyD88-defizienten
Tier

Nachdem sich eine signifikante Zunahme der Neuronenanzahl im Neokortex neonataler
MyD88-defizienter Mduse fand, wurden im Weiteren die Hirne adulter MyD88-defizienter
und WT Méuse analysiert. Untersucht wurde, ob die oben genannten Unterschiede auch im
adulten Tier bestehen. Zudem wurde in die quantitative Analyse ein weiteres Hirnareal —

der Hippocampus — einbezogen, um regionenspezifische Aspekte zu beriicksichtigen.
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Myd88/

3.2.1. Erhéhte Anzahl kortikaler und hippokampaler Neurone im adulten

MyD88-defizienten Tier

Anhand immunhistochemischer Farbungen von koronaren Hirnschnitten mit anti-NeuN
Antikoérper und mit DAPI wurden NeuN", respektive DAPI* Zellen guantifiziert. Analog
zu den Ergebnissen der Altersstufe P4 fand sich eine signifikante Zunahme sowohl NeuN™*
(mean + SEM; WT n = 10 (610,1 + 20,43); Myd88” n =8 (717,7 + 16,63); p = 0,0012) als
auch DAPI* (mean + SEM; WT (1137 + 24,71); Myd88™ (1245 + 33,39); p = 0,0177)
Zellen im Neokortex adulter MyD88-defizienter Méuse im Vergleich zum WT (s.
Abbildung 8). Dementsprechend wiesen adulte MyD88-defiziente Tiere eine signifikant
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Abbildung 8: Quantifizierung von NeuN* und DAPI* Zellen im Kortex adulter MyD88-defizienter
Mause. Koronare Hirnschnitte 8-10 Wochen alter WT (n = 10) und MyD88-defizienter Mause (n = 8) wurden
immunhistochemisch mit anti-NeuN Antikdrper und DAPI geféarbt. Représentative Darstellung der Férbung.
MafRstab 50 um. Die Hirnschnitte wurde beziiglich Kortexhéhe analysiert und die Anzahl NeuN* und DAPI*
quantifiziert. Darstellung als fold change bzw. mean + SEM. **p = 0,0177, *p < 0,05, ns, nicht signifikant,
Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.
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erhohte kortikale Gesamtzellpopulation sowie eine signifikant erhéhte Zahl kortikaler
Neurone im Vergleich zum Wildtypen auf.

Da der Neokortex in spezifische Schichten gegliedert ist (Schichten 1-VI), wurden zur
Identifizierung der Subpopulation, die moglicherweise fir die beobachtete Erhéhung
kortikaler Neuronenanzahl ausschlaggebend ist, immunhistochemische Farbungen mit
anti-Ctip2-Antikorper (tiefe Schichten V-VI) und anti-Cux1-Antikorper (obere Schichten
I1-1V) durchgefuhrt (Nieto et al., 2004). Die quantitative Analyse erfolgte anhand
mikroskopischer Aufnahmen (BX51 Mikroskop, Magnafire Software, 20x) représentativer
Felder mittels Adobe Photoshop C6. MyD88-defiziente Tiere und WT wiesen keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zahl Cux1* (WT 132 + 27,04, Myd88"‘ 127,1
+ 28,96, p = 0,9037) und Ctip2* Zellen (WT 271,6 + 12,14, Myd88™ 272,6 + 6,767, p =
0,9382) auf. Ebenso wenig zeigte sich ein Unterschied in Bezug auf die Kortexhdhe adulter
MyD88-defizienter Tiere im Vergleich zum WT (s. Abbildung 8, fold change 1,0385, p =
0,5279). Dies stand im Gegensatz zur signifikant reduzierten Kortexh6he neonataler
MyDB88-defizienter Tiere (siehe Kap. 3.1).

Die bisherigen Analysen beschrankten sich auf den Neokortex. Sowohl im adulten als auch
im neonatalen MyD88-defizienten Tier wurde eine signifikante Erhéhung der Zahl
kortikaler Neurone nachgewiesen. Zusatzlich zum Kortex sollte ein weiteres Hirnareal
hinsichtlich der Neuronenanzahl untersucht werden. Es wurde der Hippocampus
ausgewahlt, da dieser unter anderem eine Schllsselrolle fur das Gedachtnis spielt: Eine
kognitive Leistung, die auch in Aspekten in den folgenden Verhaltenstests geprift werden
sollte.

Es zeigte sich, dass die signifikante Zunahme NeuN* Zellen nicht nur auf den Kortex
beschrankt, sondern auch im Hippocampus adulter MyD88-defizienter Méause nachweisbar
war. Anhand immunhistochemisch mit anti-NeuN Antikdrper gefarbter Gehirnschnitte
wurden NeuN™ Zellen mittels mikroskopischer Aufnahmen reprasentativer Felder der
CA1l-Region des Hippocampus (Olympus BX51 Mikroskop, Magnafire Software, 100x)
quantifiziert. Die Quantifizierung wies eine signifikante Zunahme NeuN* (mean + SEM,
WT n =7 (45,79 + 1,43), Myd88' n = 7 (51,18 + 1,987), p = 0,0473) und DAPI* (mean +
SEM, WT (60,61 + 1,773), Myd88™ (67,68 + 2,614), p = 0,0449) Zellen auf (s. Abbildung
9).
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Abbildung 9: Quantifizierung von Neuronen im Hippocampus adulter MyD88-defizienter Mause.
Koronare Hirnschnitte 8-10 Wochen alter WT und MyD88-defizienter Méuse (je n = 7) wurden
immunhistochemisch mit anti-NeuN Antikorper und DAPI gefarbt. Reprasentative Darstellung der Farbung.
Mafstab 10 um. Die Anzahl NeuN* und DAPI* Zellen im Hippocampus (CA1-Region) wurden quantifiziert.
Darstellung als mean + SEM. *p < 0,05, Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

Zusammenfassend konnte eine signifikante quantitative Zunahme kortikaler Neurone in
adulten MyD88-defizienten Mausen gezeigt werden. Eine signifikante Veranderung der
Kortexh6he konnte bei diesen Tieren im Alter von 8-10 Wochen nicht nachgewiesen
werden.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die quantitative Erhohung von Neuronen im adulten
MyD88-defizienten Tier nicht auf einen funktionellen Hirnbereich beschrankt ist, sondern

in mindestens einer weiteren Region — dem Hippocampus — nachweisbar ist.

3.2.2. Verstarkte NeuN-Expression im Kortex adulter MyD88-defizienter Tiere

Mittels Western Blot wurden im Folgenden Zellpopulationen von kortikalen Neuronen,
Mikroglia und Astrozyten auf Proteinebene quantifiziert. Dazu wurden Lysate von
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AUC Iba1 / AUC betaActin

Kortizes adulter MyD88-defizienter und WT Tiere hergestellt. Nach Gelauftrennung der
Probe, Transfer mittels Semi-Dry-Blotting-Verfahren und Antikorperfarbung wurden die
jeweiligen antikorperspezifischen Banden mittels ImageJ quantifiziert.

Die Western Blot-Analyse zeigte eine verstarkte NeuN-Expression im MyD88-defizienten
Tier im Vergleich zum WT (s. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Expressionsanalyse von Neuronen im Kortex adulter MyD88-defizienter Mause.
10 pg Kortexlysat von 8-10 Wochen alten WT und MyD88-defizienten Méusen (je n = 3) wurden
mittels anti-NeuN Antikorper im Western Blot analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Erwartete
Bandenhohe NeuN 42/48 kDa. Darstellung eines repréasentativen Western Blots. Das Proteinsignal
wurde quantifiziert als Area under the Curve (AUC). Darstellung als mean = SEM. **p < 0,01,
Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.
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Abbildung 11: Expressionsanalyse von Mikroglia und Astrozyten im Kortex adulter MyD88-
defizienter Mause. 10 pg Kortexlysat von 8-10 Wochen alten WT und MyD88-defizienten Mausen (je n =
3) wurden mittels anti-Ibal und anti-GFAP Antikdrper im Western Blot analysiert. p-Aktin diente als
Ladekontrolle. Erwartete Bandenhéhe GFAP 51 kDa und Ibal 16 kDa. Darstellung eines reprasentativen
Western Blots. Die Proteinsignale wurden quantifiziert als Area under the Curve (AUC). Darstellung als
mean = SEM. Ns, nicht signifikant, Student’s t-Test.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bezuglich der Expression von Ibal (Mikroglia) und GFAP
(Astrozyten) kein signifikanter Unterschied zwischen den oben genannten Genotypen (S.
Abbildung 11).
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3.2.3. Reduzierte Arborisierung kortikaler Neurone in adulten MyD88-
defizienten Mausen

Mittels modifizierter Sholl-Analyse wurde die Arborisierung kortikaler Neurone in adulten
MyD88-defizienten und WT Mausen analysiert.

Basierend auf der Technik der Sholl-Analyse (Sholl, 1953) wurde die neuronale
Arborisierung anhand der Quantifizierung dendritischer Kreuzungsstellen mit um das

Soma eines Neurons gelegten konzentrischen Kreisen (analysierte Neurone: WT n = 57
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Abbildung 12: Arborisierung kortikaler Neurone in adulten MyD88-defizienten M&usen. Farbung nach
Golgi. (A) Sagittale Schnitte 8-10 Wochen alter WT und Myd88’- Mause (je n = 6) wurden mittels Golgi-
Methode geférbt. Darstellung reprasentativer Farbung (10x). Rekonstruktion eines représentatives kortikalen
Neurons, Maf3stab 10 um. (B) Quantifizierung der absoluten und mittleren Anzahl von Kreuzungsstellen in
Abhangigkeit zur Distanz vom Soma. Anzahl analysierte Neurone WT n =57, Myd887 n = 43. Darstellung als
mean £ SEM. *p < 0,05, Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

61



Ibal* Zellen

aus 6 Tieren; Myd88™ n = 43 von 5 Tieren) untersucht (Image J, Concentric Circles Plug-
In). Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Anzahl von Kreuzungsstellen im Sinne
einer reduzierten neuronalen Arborisierung in adulten MyD88-defizienten M&usen im
Vergleich zum Wildtypen (WT 194,55 + 6,794, Myd88” 164,19 + 10,64, p = 0,01378).
Des Weiteren zeigte sich eine in Abhangigkeit von der Distanz zum Soma signifikante
Reduktion der mittleren Anzahl von Kreuzungsstellen (s. Abbildung 12).

Zusammenfassend wurde bei erhdhter Neuronenanzahl eine verringerte neuronale

Arborisierung im Kortex adulter MyD88-defizienter Mause nachgewiesen.

3.2.4. Erhohte Mikrogliaanzahl und verstarkte Myelinisierung im Kortex adulter
MyD88-defizienter M&use

Die bisherigen Analysen im adulten Tier fokussierten sich auf die neuronale
Zellpopulation. Um den Einfluss von MyD88-Defizienz auf die Anzahl von Gliazellen zu

untersuchen, wurden analog zur oben genannten quantitativen Analyse von Neuronen
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Abbildung 13: Quantifizierung kortikaler Mikroglia im Kortex adulter MyD88-defizienter Mause.
Koronare Hirnschnitte 8-10 Wochen alter WT und MyD88-defizienter M&use wurden immunhistochemisch mit

anti-Ibal (WT n =10, Myd88™ n = 8), anti-GFAP (WT n = 10, Myd88~ n = 6), anti-APC Antikérper (WT n = 10,
Myd887 n = 6) und DAPI gefarbt. Reprasentative Darstellung der Farbung. MaRstab 10 um. Die Anzahl lbal*,

GFAP* und APC* Zellen im Neokortex wurde quantifiziert. Darstellung als mean + SEM. *p < 0,05, ns, nicht

signifikant, Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.
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immunhistochemische Farbungen koronarer Gefrierschnitte mit anti-lbal (Mikroglia),
anti-GFAP (Astrozyten) und anti-APC (Oligodendrozyten) Antikdrpern durchgefihrt.

Es zeigte sich eine signifikante Zunahme Ibal® Zellen im Neokortex adulter MyD88-
defizienter Mause im Vergleich zum Wildtypen (mean + SEM, WT n = 10 (48,4 + 2,498),
Myd88” n = 8 (58,94 + 3,208); p = 0,018) im Sinne einer signifikanten Zunahme von
Mikroglia im Neokortex adulter MyD88-defizienter Tiere (s. Abbildung 13). Fur
Astrozyten und Oligodendrozyten fand sich hingegen kein signifikanter Unterschied. Nach
immunhistochemischer Farbung mit anti-GFAP Antikdrper (WT n = 10 Myd88™ n = 6)
zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zahl von GFAP* Zellen in
MyD88-defizienten Tieren und Wildtypen (mean + SEM, WT (13,95 + 1,855), Myd88”"
(13,5+2,419), p=0,8844) (s. Abbildung 13). Die immunhistochemische Farbung mit anti-
APC Antikdrper (WT n = 10 Myd88” n = 6) und anschlieRende Quantifizierung der als
Oligodendrozyten identifizierten Zellen im Kortex ergab ebenfalls keine signifikante
Veranderung hinsichtlich der Gesamtzahl APC* Zellen im Vergleich von MyD88-
defizienten Tieren und Wildtypen (mean + SEM, WT (66 + 4,795), Myd88~ (83,5 + 13,8),
p =0,1738) (s. Abbildung 13).

Dartiber hinaus wurden mittels anti-MBP Antikorper Myelinscheiden im Kortex von
MyD88-defizienten M&usen und WT angefarbt. Hier zeigte sich eine signifikante Zunahme
der mittleren MBP* Flache pro Feld (mean = SEM, WT n = 3 (5,368 + 0,2414), Myd88~ n
=4 (13,76 £ 2,028), p = 0,0176) (s. Abbildung 14). Diese Daten weisen auf eine erhhte

neokortikale Myelinisierung im Kortex MyD88-defizienter Mé&use hin.

Zusammenfassend zeigte sich eine Zunahme von Neuronen und Mikroglia sowie eine
verstarkte Myelinisierung im Neokortex adulter MyD88-defizienter Méuse im Vergleich
zum WT. Die Zahl der Astrozyten und Oligodendrozyten im adulten Neokortex
unterschieden sich nicht in den genannten Genotypen. Eine Erhdhung der Neuronenzahl

fand sich auch im Hippocampus adulter MyD88-defizienter Méause.
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Abbildung 14: Analyse kortikaler Myelinisierung adulter MyD88-defizienter Mause. Koronare
Hirnschnitte 8-10 Wochen alter WT und MyD88-defizienter M&use wurden immunhistochemisch mit anti-
MBP Antikorper (WT n = 3, Myd88™ n = 4) gefarbt. Reprasentative Darstellung der Farbung. MaRstab 100
pm. Die MBP* Flache wurde quantifiziert. Darstellung als mean £ SEM. *p < 0,05. Student’s t-Test.
Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

3.2.5. Erhoéhte Anzahl proliferierender Zellen in der subventrikularen Zone
adulter MyD88-defizienter Mause

Als Marker proliferierender Zellen wurde anti-ki67 Antikérper verwendet. Dieser farbt
Zellen, die sich in aktiven Zellzyklusphasen, also allen Phasen aufler GO, befinden
(Scholzen und Gerdes, 2000). Die absolute Zahl ki67* Zellen der subventrikuldren Zone
(SVZ) sowie der subgranuldren Zone des Hippocampus (SGZ) (WT n =5, Myd88 n = 5)
wurde analysiert. Beide Areale gelten als sogenannten ,,Stammzellnischen* im adulten
Séugetierhirn (Conover und Shook, 2011). Es zeigte sich eine signifikante Erhéhung ki67*
Zellen in der subventrikuléren Zone adulter MyD88-defizienter Tiere (mean £ SEM, WT
(50,8 + 2,354), Myd88™ (77,1 + 8,01), p = 0,0136). In der SGZ hingegen war die absolute
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Anzahl der ki67* Zellen nicht signifikant verandert (mean + SEM, WT (42,2 + 3,878),
Myd887 (48,9 + 4,311), p = 0,2813) (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Quantifizierung proliferierender Zellen in SVZ und SGZ adulter MyD88-
defizienter Méause. Koronare Hirnschnitte 8-10 Wochen alter WT und MyD88-defizienter Mause
wurden immunhistochemisch mit anti-ki67 Antikdrper (je n = 5) gefarbt. Reprasentative Darstellung der
Féarbung. MaBstab 50 um. Die Anzahl ki67* Zellen wurde quantifiziert. Darstellung als mean + SEM.
*p < 0,05, ns, nicht signifikant, Student’s t-Test. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

3.2.6. Volumen von Gesamthirn und Neokortex in adulten MyD88-defizienten
und WT Tieren nicht signifikant verandert

Dasich in den bisherigen Versuchen eine signifikante Erhéhung der Anzahl von Neuronen,
Mikroglia und proliferierenden Zellen im Kortex von adulten MyD88-defizienten Tieren
zeigte, stellte sich die Frage, ob adulte MyD88-defiziente Méause im Vergleich zu
Wildtypen Unterschiede beziiglich des Hirnvolumens aufweisen.
Prinzipiell zeigte sich makroskopisch kein Unterschied zwischen Korper- und HirngroRe.
Um die Hirnvolumina zu bestimmen, erfolgte eine Nissl-Farbung an koronaren
Hirnschnitten adulter MyD88-defizienter und WT Maéuse (n = 6 pro Gruppe). Nach
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Flachenausmessung mittels Image J Software (Freehand Selection Tool, Orientierung
anhand Franklin und Paxinos (Franklin und Paxinos, 2008)) wurde das Volumen von
Kortex und Gesamthirn berechnet. Es zeigte sich kein Unterschied bezuglich Kortex-
(mean + SEM. WT (53,06 + 2,352); Myd88" (52,18 + 1,305), p = 0.7503) und
Gesamtvolumen (WT (128,3 + 5,341); Myd88” (123 + 2,082) p = 0,3780)) zwischen den
beiden Genotypen (s. Abbildung 16).

A WT Myd8s’- C

WT Myd88”

MOTy  IMOTE

rit 3} b, .'(}“.} ';,-: & = Q v¢>l :.
‘ S, . / 'j\ 4 5
SR oeeoaN R v N e |

\ UK \» an
&
€ ns
£ 150, ? 801 -
c -
£ E
S 100 p
2 :
£ Ei
< 504 g
€ =
2 £
® 0 - ] :

Myd88" Myd8s’-

WT Myd88"

Abbildung 16: Volumetrie von murinem Kortex und Gesamthirn. (A) Makroskopische Aufnahme
reprasentativer Mduse. (B) Makroskopische Aufnahme von Gesamthirnen. (C) Représentative koronare
Hirnschnitte, gefarbt nach Nissl. MaRstab 500 um. Die volumetrische Auswertung zeigte keinen signifikanten
Unterschied beziglich des Volumens von Gesamthirn bzw. Kortex adulter MyD88-defizienter Mause im
Vergleich zum WT. Darstellung als mean + SEM. Ns, nicht signifikant, Student’s t-Test. Modifiziert nach
Schroeder et al., 2020.

3.3. Verhaltenstests zeigen spezifischen MyD88-defizinenten Phanotyp

Es stellt sich die Frage, ob Veranderungen der Gehirnstruktur MyD88-defizienter Mause
mit spezifischen Verhaltensdnderungen einhergehen. Zum Zeitpunkt der Arbeit liegen
bereits einige &ltere Studien zum Verhalten MyD88-defizienter M&use vor. Allerdings sind
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deren Ergebnisse zum Teil widersprtchlich, zudem wurden andere Altersstufen als in der
vorliegenden Arbeit untersucht: Lim et al. untersuchten Tiere im Alter von 10 Monaten,
Drouin-Ouellet et al. hingegen Tiere im Alter von 2-4 Monaten (Drouin-Ouellet et al.,
2012; Lim et al., 2011b). Daher wurden zur Untersuchung der Fragestellung MyD88-
defiziente und WT Mause im Alter von 6-10 Wochen spezifischen Verhaltenstests
unterzogen.

Zunachst erfolgte eine systematische generelle Einschdtzung von MyD88-defizienten und
WT Madusen mittels Extended SHIRPA-Protokoll, modifiziert nach Riken und Irwin
(Rogers et al., 1997). Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich
physikalischer Charakteristika wie Kdrpermorphologie, Fellfarbe und -beschaffenheit in
den untersuchten Genotypen. Auch beztglich ihres physiologischen Verhaltens, das unter
anderem Laufgeschwindigkeit, Gangbild und Korperhaltung beinhalten, und ihres
Reflexverhaltens inkl. Kornealreflex, Akustische Reiz-Antwort und Verhalten auf schiefer
Ebene ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen (s.
Tabelle 10).

Tabelle 10: Extended SHIRPA-Protokoll, modifiziert nach Riken und Irwin.

Test name scores Wildtype Myd88"
(control)
Physical and abnormal behaviors
Body position 8 completely flattened, 6 lying on side, 4 lying | All 1
upright, 2 sitting up, 1 standing on HL
(rearing), O repeated vertical leaping,
Normal walking 2 inactive, 0 active, 1 excessive activity All 0
Limb morphology 0 normal, 1 polydactyly, 2 ectrodactyly, 3 All 0
abnormal in the upper limb, 4 dark footpad,
pigmentation
Tail morphology 0 normal, 1 kinked, 2 curly, 3 other All 0
abnormalities
Head morphology 0 normal, 1 abnormal All 0
Whisker morphology 0 normal, 1 abnormal All 0
Coat color Major/minor color; pattern with different Black
color
Skin color of plantar 0 blanched, 1 pink, 4 bright, deep red flush, 2 | All 1
surface mild pigmentation, 3 dark footpad,
pigmentation
Hair length 0 normal, 1 alopecia, 2 short, 3 long All0
Hair morphology 0 normal, 1 curly, 2 other All0
piloerection 0 none, 2 slight, 4 moderate, 6 marked, 8 All0
extensive
Ear morphology 0 normal, 1 abnormal All0
Eye characteristics 0 normal, 1 abnormal All 0
lacrimation 0 absent, 1 present, C Chromodacryorrhea All0
salivation 0 none, 1 wet zones All0
Abnormal physical 0 none, 1 present All 0
features
Abnormal and 0 none, 1 present All0
stereotyped behavior
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convulsions 0 none, 1 present All 0

tremors 0 none, 1 present All 0
twitches 0 none, 1 present All0
General activity and gait
Locomotor activity Numbers of squares entered in 30s 194 | 20,8
Transfer arousal 2 extended freeze (over 5 sec), 1 brief freeze All0
followed by movement, 0 immediate
movement
Spatial locomotion 1 slow, O active, 1 rapid All0
gait 0 normal, fluid movement, 1 fluid, but All0

abnormal, 2 limited movement only, 3
incapacitated

Pelvic elevation 2 markedly flattened, 3 barely touches, 1 3mm | All 0
elevation, 0 6mm elevation, 1 12mm
elevation, 4 crouched, 5 abnormal head
position

Tail elevation 2 flattened, dragging, 0 horizontally extended, | All 0
1 diagonally elevated (45°), 2 vertically
upright (90°), 3 diagonally retrograde (135°)

Sensory function and reflexes

Object approach 0 sniffs at or approaches object, turns away, 1 | All 0

(cotton-tip swab) attacks object, 2 no response

Vibrissa placing 1 whisker movement stops, 0 head turning, 2 All 0

response when touched | no response, 3 no or very short vibrissae only

Back touch escape 3 no response, 1 mild, 0 moderate, 1 vigorous | Score 0 =1; All 1

score 1 =14
Acoustic startle 2 none, 1 preyer reflex, O reaction in addition | Score 1 =09; Score 1 =
response to Preyer reflex (e.g. startled response, jump) | score 0 =6 11; Score 0
=4

Cage movement 1 postural reflex (extend all legs), 0 walking All 2
backwards, 2 none

Inclined plane (ability 0 present, 1 absent All0

to maintain position on

inclined plane (45°))

Pinna reflex 2 none, 0 active retraction, 1 hyperactive, All 0
repetitive flicking

Corneal reflex 3 none, 1 sluggish closure, 0 active single eye- | Score 0 =14; Score 0 =
blink, 1 double eye-blink, 2 triple eye-blink scorel=1 14; score 1

=1

Grip strength 3 none (no grip), 2 slight grip, semi-effective, | All 0
1 moderate grip, effective, 0 active grip,
effective, 1 unusually effective

Air righting reflex (2 0 no impairment, 1 sluggish when placed on All 0

back-flips) back, 2 absent when on back

Neurological and sensory function

Positional passivity 0 struggles when held by All 0
tail/neck/back/hindlegs, 1 does not struggle

Limb grasping 0 absent, 1 present All 0

Visual placing (vision 1 early vigor, extension incl. HL (25mm), 0 Score 1 =4; Score 2 =

and touch) before vibrissae contact, active (18mm), 1 score 0 =11 1; score 1
after slight vibrissae contact, active (12mm), 2 =1, score
after marked vibrissae contact (6mm), 3 after 0=13
nose contact, 4 none, even after nose contact

Wire maneuver (witha | O actively grasps with HL, 2 moderately All 0

grid) effective grasps with HL, 4 unable to grasp

with HL, slightly raises HL, 6 unable fit HL,
falls 6-10 sec, 8 falls immediately

Emotional reactivity

Provoked freezing 0 none, 1 slight, 2 moderate, 3 marked, abrupt | All 0
freeze
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Vocalization (provoked | number during handling None =11; once | None=09;

squeaking during =4 once = 5;

handling) three times
=1

Urination and Number during handling None = 6; once = | None = 2;

defecation 3; twice = 4; once = 6;

three times = 2 twice = 4;

three times
= 2; four
times =1

General health

Body length (I; mm) 88,67 85,33

Tail length (t; mm) 76,67 71,33

Body weight (w; 9) 19,4 20,8

Acute death 0 absent, 1 present, C convulsions All 0

Diese generelle Einschatzung des Verhaltens diente als Basis fir die nachfolgend
gewadhlten Verhaltenstests, um Fehlinterpretationen zu vermeiden. Beispielsweise hétte
eine signifikant unterschiedliche akustische Reiz-Antwort ein Hinweis auf eine
zugrundeliegende Presbyakusis oder Taubheit sein koénnen. Dies hatte ggf. zu
Fehlinterpretationen im Rahmen des Barnes Maze filhren konnen, da hier gemal

Testprotokoll ein akustischer Reiz als aversiver Stimulus eingesetzt wird.

3.3.1. Adulte MyD88-defiziente Mause lernen langsamer und zeigen eine

vergleichbare raumliche Kurz- und Langzeitgedachtnisleistung

Mittels Barnes Maze wurden rdumliches Lernverhalten und Gedé&chtnisleistung adulter
MyD88-defizienter Mause im Vergleich zum WT untersucht. Dazu wurden die Tiere an
vier aufeinanderfolgenden Tagen (Trainingstag 1-4) in jeweils vier Durchgéngen trainiert,
in einem Testareal mit zwanzig Lochern ein bestimmtes Loch und die darunter befindliche
Fluchtbox aufzusuchen. Kurz- und Langzeitkonsolidierung wurden an Tag 5 bzw. 12
getestet.

An Trainingstag 1 und 2 benétigen die MyD88-defizienten Tiere im Vergleich zum
Wildtypen signifikant mehr Zeit, um die Fluchtbox aufzusuchen (mittlere Latenz bis zum
Auffinden der Fluchtbox + SEM; d1 WT (45,71 + 5,052), Myd88~ (64,46 + 7,569), p =
0,0487; d2 WT (13,59 + 1,626), Myd88™’ (24,44 + 4,573), p = 0,0335). An den beiden
folgenden Tagen (Trainingstag 3 und 4) waren die Tiere beider Gruppen hingegen
vergleichbar schnell. Diese Daten sprechen fur ein initial langsameres Lernen der MyD88-
defizienzen Tiere, wobei im Laufe der Trainingsphase aber mit dem WT vergleichbare

Lerneffekte erzielt wurden. Die mittlere Anzahl von Fehlern an Tag 1 bis 4, d.h. das

69



Aufsuchen von Ldéchern, die nicht dem Zielloch mit Fluchtbox entsprechen, und die

mittlere zurlckgelegte Distanz waren in beiden Genotypen &hnlich (s. Abbildung 17).

Beide Parameter (Anzahl der Fehler und Zeit bis zum Aufsuchen der Fluchtbox) nahmen

in beiden Gruppen im Laufe der Trainingstage im Sinne eines Trainingseffektes ab (s.

Abbildung 17).
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Abbildung 17: Lern- und Gedéachtnisleistung MyD88-defizienter Mause. 8-10 Wochen alte WT und
Myd88” Mause (je n = 15) wurden mittels Barnes Maze getestet: 4 Durchgédnge an Trainingstagen 1-4 und
je ein Durchgang an den Testtage 5 und 12. (A) Quantifizierung der mittleren Latenz bis zum Auffinden
der Fluchtbox. (B) Mittlerer Fehler pro Tag. Aufenthaltsdauer innerhalb des Zielquadranten an Testtag 5
(C) bzw. 12 (D). Darstellung als mean + SEM. *p < 0,05, ns, nicht signifikant, Student’s t-Test. Modifiziert
nach Schroeder et al., 2020.

Am Testtag 5 (Kurzzeitgedéchtnis) zeigte sich eine vergleichbare Latenzzeit fiir beide

Gruppen bis zum Auffinden des Zielloches (s. Abbildung 17C). Zudem verbrachten

MyD88-defiziente und WT Mause eine vergleichbare Zeitspanne im Zielquadranten,

machten eine vergleichbare Anzahl von Fehlern (s. Abbildung 17B) und legten dabei eine

ahnliche Strecke zurick. Insgesamt zeigte sich damit eine dem Niveau des WT

entsprechende raumliche Kurzzeitgedachtnisleistung fir adulte MyD88-defiziente Tiere.
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Am Testtag 12 (Langzeitgedachtnis) verbrachten die MyD88-defizienten Tiere signifikant
mehr Zeit innerhalb des Zielquadranten (mean = SEM; WT 48,87 s + 4,059, Myd88™- 64,78
s = 4,651; p = 0,0255), wiesen dabei eine vergleichbare Latenz bis zum Aufsuchen des
Zielloches und eine ahnliche Anzahl von Fehlern auf. Des Weiteren legten sie eine

vergleichbare Strecke zuriick, um das Zielloch aufzusuchen.

Insgesamt fand sich bei MyD88-defizienten Tieren also eine mit dem Niveau der WT-
Kohorte vergleichbare rdaumliche Langzeitgeddchtnisleistung. Zum einen koénnte das
Verweilen der MyD88-defizienten Mduse im Zielquadranten (trotz fehlender Fluchtbox)
als gute Langzeitgedachtnisleistung gewertet werden. Zum anderen kdnnten die Daten aber
auch auf eine reduzierte kognitive Flexibilitat im Vergleich zum Wildtypen hinweisen, da
sich WT Maéause signifikant haufiger im Quadrant rechts vom Zielquadranten aufhielten
und dort nach der Fluchtbox suchten, nachdem diese innerhalb des Zielquadranten nicht

aufgefunden werden konnte.

3.3.2. Adulte MyD88-defiziente Mause weisen ein reduziertes exploratives

Verhalten und erhéhte Angstlichkeitslevel auf

Mittels Open Field Test wurde das spontane explorative Verhalten von MyD88-defzienten
und WT Maéusen in einer neuen und exponierten Umgebung untersucht, um Ruckschlisse
auf das jeweilige Angstlevel ziehen zu kénnen (Prut und Belzung, 2003). Hierzu wurde
den einzelnen Tieren ermdglicht, eine quadratische, hell erleuchtete PVVC-Box flr 10 min
frei zu erkunden.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der zuriickgelegten Strecke innerhalb des
Testzeitraumes fur MyD88-defiziente Tiere im Vergleich zum WT sowohl in der
Peripherie (mean + SEM; WT 5408 + 168,2, Myd88™- 4456 + 291,8, p = 0,0086) als auch
im Zentrum (mean + SEM; WT 28,13 + 1,437, Myd88™ 20,93 + 1,722, p = 0,0033) des
Testareals im Sinne einer Hypolokomotion. Diese reduzierte Lokomotion kann auf ein
erhohtes Angstlevel bei MyD88-defizienten Mé&usen hinweisen. Darlber hinaus zeigten
sich bei MyD88-defizienten Tieren im Vergleich zum WT eine signifikant reduzierte
Laufgeschwindigkeit (mean + SEM; WT 9,02 + 0,2835, Myd88™" 7,42 + 0,4865, p =
0,0083) und weniger Eintritte in die zentrale Zone (mean + SEM; WT 28,13 + 1,437,
Myd887 20,93 + 1,722, p = 0,0033) (s. Abbildung 18). Diese Ergebnisse weisen ebenfalls

auf erhdhte Angstlevel beim MyD88-defizienten Tier in einer neuen Umgebung im
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Abbildung 18: Exploratives Verhalten und Angstlevel MyD88-defizienter Mause. 8-10 Wochen alte WT
und Myd88~- Mause (je n = 15) wurden mittels Open Field Test getestet, dabei durfte das Testtier fur 10 min
eine neue Umgebung frei erkunden. (A) Zuruckgelegte Strecke innerhalb der 10 min, (B) Anzahl der
Aufenthalte innerhalb der zentralen Zone, (C) Zuriickgelegte Strecke innerhalb der zentralen Zone, (D)
durchschnittliche Laufgeschwindigkeit. Darstellung als mean £+ SEM. **p < 0,01, Student’s t-Test.
Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

Vergleich zum WT hin. MyD88-defiziente Tiere zeigten zudem eine signifikant erhdhte
Anzahl von “head-stretches” in der Peripherie (mean + SEM; WT 660,9 + 20,87, Myd88"'
784,1 + 34,56, p = 0,0049). Dieses Verhalten kann auf eine vermehrte Risikoabschatzung
des MyD88-defizienten Tieres hindeuten.

Insgesamt zeigten MyD88-defiziente Mduse unter Testbedingungen einer neuen und
exponierten Umgebung Hypolokomotion, hdaufigere Abschatzung von Risiko und
Vermeidung der zentralen (besonders exponierten) Zone, was als erhdhte Angstlevel

interpretiert werden kann.

3.3.3. MyD88-defiziente Mause zeigen vergleichbare Spontanaktivitdt und
Sozialverhalten
Die bisherigen Verhaltenstests erforderten jeweils eine unmittelbare Interaktion des

Experimentators mit dem Testtier und wurden innerhalb eines speziellen Versuchsaufbaus
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durchgefuhrt. Um das Spontanverhalten der Tiere zu untersuchen, wurden Home Cage
Scan und Social Activity Monitoring durchgefiihrt.

In ungestorter Umgebung préasentieren MyD88-defiziente und WT Mause sowohl in
Einzelhaltung (Home Cage Scan, HCS) als auch in Gruppenhaltung (Social Activity
Monitoring, SAM, Gruppen von 4-5 Tieren gemischten Genotyps) ahnliche
Verhaltensweisen. Fir beiden Genotypen fand sich ein spezies-typischer Wechsel des
Aktivitatslevels zwischen Tag-/Nachtphasen: Hohere Aktivitatslevel wahrend der dunklen
und reduzierte Aktivitatslevel wahrend der Lichtphase (12h/12h-Rhythmus) (GLMM
(Generalized Linear Mixed Model with Markov Chain Monte Carlo Method) , post. mean
=-3,462, 1-95% CI = -3,856, u-95% CI = -3,059, eff. samp:1033, pMCMC < 0,001). Dies
zeigte sich im Rahmen des SAM sowohl im Mittel Gber Hell- bzw. Dunkel-Phase als auch
fur aufeinanderfolgende Tage und vergleichbare Stunden im Tagesverlauf (s. Abbildung
19).

Diese mittels SAM untersuchten Verhaltensweisen zeigten sich auch im Rahmen des HCS,
bei denen das prasentierte Verhalten in Einzelhaltung untersucht wurde (23h, davon 12h

dunkel/11h hell). MyD88-defiziente Mé&use in Einzelhaltung legten sowohl (ber den
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Abbildung 19: Spontanaktivitat MyD88-defizienter Mause. Die spontane Aktivitat 8-10 Wochen alter WT
(blau) und Myd88~" (rot) Méuse wahrend Gruppenhaltung wurde mittels SAM analysiert (je n = 15). (A) SAM,
mittlere zurlickgelegte Distanz pro Stunde. 12h/12h-Hell-Dunkel-Phase. Ein Einstreuwechsel erfolgt an Tag 3
und 10 fir Kohorte 1 und an Tag 2 und 9 fiir Kohorte 2, diese Tage wurden aus der Analyse ausgeschlossen.
Mittels GLMM wurde der Einfluss des Genotyps auf die Aktivitat analysiert. (B) SAM, mittlere zurtickgelegte
Distanz pro Phase. Vergleich von Genotypen pro Phase mittels Wilcoxon rank-sum Test, ns, nicht signifikant.
(C) HCS, Spontanaktivitét in Einzelkafighaltung fiir 23 h (11/12h-Hell-Dunkel-Phase), mittlere zurlickgelegte
Distanz pro Phase, ns, nicht signifikant. Wilcoxon rank-sum Test. Darstellung als + SD, als Boxplots mit
Median, Quartile und Perzentilen oder als Punkt fiir individuelle Ergebnisse. Modifiziert nach Schroeder et al.,
2020.
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Dauer [s]

gesamten Zeitraum von 23 h als auch innerhalb der ersten 6 h keine signifikant kiirzere
Distanz im Vergleich zum WT zuriick (s. Abbildung 20). Diese Daten deuten darauf hin,
dass die im Open Field Test nachgewiesene Hypolokomotion auf den Effekt der neuen

Umgebung zuruickgefiihrt werden kann.

HCS, Aktivitat (gesamt und pro Stunde)
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Stunden nach Testbeginn

Abbildung 20: Aktivitdt von MyD88-defizienten Mausen in natlirlicher Umgebung. Darstellung der
zurlickgelegten Strecke pro Genotyp. (links) Absolut zuriickgelegte Strecke in 23 h, ns, nicht signifikant,
Wilcoxon rank-sum Test. (Mitte) Mittlere zuriickgelegte Strecke pro Stunde je Genotyp (WT blau, Myd88”"
rot) mit Fokus auf Start der Dunkelphase (0), ns, nicht signifikant, GLMM. (rechts) Mittlere zuriickgelegte
Strecke pro Stunde und Genotyp (WT blau, Myd88” rot) mit Fokus auf Testbeginn (1), ns, nicht signifikant,
GLMM. Darstellung als + SD, als Boxplots mit Median, Quartile und Perzentilen oder als Punkt fir
individuelle Ergebnisse. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.

Insgesamt wurden im Rahmen des HCS 13 Verhaltensweisen automatisiert ausgewertet.

Lediglich beziiglich der Dauer der Verhaltensweisen “walking” und “hanging” fand sich

ein signifikanter Unterschied zwischen MyD88-defizienten und WT Tieren (Hanging:
GLMM, pMCMC = 0,006, post. mean = 3,911 [I-95% CI = 1,554, u-95% CI = 6,247];
Walking: GLMM, pMCMC = 0,006, post. mean = 22,237 [I-95% CI = 7,623, u-95% CI =
38,525]) (s. Abbildung 21).

HCS, Verhaltensweise (mittlere Dauer pro Stunde)
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Abbildung 21: Analyse spezifischer Verhaltensweisen MyD88-defizienter Mause in naturlicher
Umgebung. Mittlere Dauer einer spezifischen Verhaltensweise pro Stunde und Genotyp (WT blau, Myd88-
"rot). Die Dunkelphase wird durch die gestrichelten vertikalen Linien abgegrenzt. GLMM. *pGLMM =

0,006. Modifiziert nach Schroeder et al., 2020.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression des TLR-Adapterproteins MyD88
einen Einfluss auf die zelluldre Zusammensetzung und Struktur von murinem Neokortex
und Hippocampus hat. Zudem beeinflusst eine fehlende MyD88-Expression verschiedene
Verhaltensweisen in Mé&usen.

Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse vor dem Hintergrund der relevanten

Literatur diskutiert.

4.1. Diskussion der Hauptergebnisse im Kontext der Literatur

Die vorliegenden Daten zeigen, dass sowohl neonatale als auch adulte MyD88-defiziente
Méuse im Vergleich zum WT eine erhéhte Anzahl kortikaler Neurone aufweisen. Des
Weiteren fand sich eine signifikante Zunahme von Mikroglia und eine verstarkte
Myelinisierung im adulten, nicht aber im neonatalen MyD88-defizienten Kortex. Diese
Resultate lassen vermuten, dass die Expression von bzw. die Abwesenheit des
Adapterproteins MyD88 eine funktionale Rolle bei der Entwicklung des murinen Kortex
spielt. Unklar bleibt, ob MyD88 dabei (ber die bekannte konventionelle TLR-
Signalkaskade als intrazelluldrer Toll/TLR-Adapter agiert oder als eigenstandiger Faktor,
bzw. Uber bisher nicht identifizierte Signalwege operiert. Die Dynamik der MyD88-
Expression bzw. deren Verlauf bei der Hirnentwicklung ist unklar. Sowohl eine
abnehmende MyD88-Expression (Okun et al., 2010b) als auch eine relativ konstante
MyD88-Expression Uber die Zeit der murinen Hirnentwicklung (Kaul et al., 2012) wurden
beschrieben. Fir einzelne TLRs wie TLR7 und TLR9 fanden sich zeitspezifische
Expressionsmuster im murinen GroBhirn mit einem postnatalen Maximum (TLR7) und
einem Expressionsmaximum im adulten Tier (TLR9) (Kaul et al., 2012). MyD88 ist seit
langem als Schlusselmolekil bei Entwicklungsprozessen bekannt. Dies gilt allerdings vor
allem fir die sich entwickelnde Drosophila melanogaster und weniger fiir Vertebraten. So
beschrieb Christiane Nusslein-Volhard bereits in den 1980ern die Rolle von Toll und
dessen Adapterprotein dMyD88 bei der Entwicklung der Drosophilalarve und erhielt spater
fiir ihre Forschungsarbeiten inklusive Entwicklung der Gradiententheorie den Nobelpreis
fir Medizin. Hiernach rekrutiert Toll nach Aktivierung durch den Liganden Spétzle, der
im Rahmen der Fertilisation freigesetzt wird, einen Adapterkomplex aus dMyD88 und

Tube. Dies wiederum fihrt zur Rekrutierung der Kinase Pelle. Diese bindet an den
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Adapterkomplex und wird aktiviert. Dadurch kann der IxB-like Inhibitor Cactus abgebaut
werden. An Cactus ist normalerweise Dorsal gebunden, wodurch die nukleare
Translokation inhibiert wird. Wird Cactus degradiert, wird das Protein Dorsal aktiviert,
wodurch ein nuklearer Gradient ausgebildet wird. Uber NF-kB-Transkriptionsfaktoren
bildet sich eine dorsoventrale Achse der Taufliege aus (Sun et al., 2004; Belvin et al., 1996;
Wasserman, 2000; Drier und Steward, 1997). Dar(ber hinaus spielt Toll in der Drosophila
eine wichtige Rolle hinsichtlich der Funktion und Ausbildung von Motoneuronen und
Muskelzellen (Halfon et al., 1995; Halfon und Keshishian, 1998).

Im S&ugetier rekrutiert MyD88 die Tube- und Pelle-Orthologe IRAK4 und IRAK1. Dies
fihrt am Ende der ablaufenden TLR-Signalkaskade zu einer Translokation von NF-xB und
dariiber zu einer Expression spezifischer Gene (u.a. antimikrobielle Gene, Chemokine und
Zytokine), die vor allem fir immunologische und Entwicklungsprozesse relevant sind
(Leulier und Lemaitre, 2008). Allerdings gibt es nicht einen Signalweg mit MyD88 als
Adapterprotein, sondern zahlreiche Upstream- und Downstream-Varianten. Im S&ugetier
kénnen nach TLR-Aktivierung sowohl MyD88-abhangige als auch -unabhédngige
Signalwege aktiviert werden. Zudem unterscheiden sich die Downstream-Signalwege im
Vertebraten im Vergleich zur Drosophila zum Teil erheblich beziglich einzelner
Signalfaktoren. So ist beispielsweise die Expression von Weckle exklusiv in der
Drosophila und die Expression der TIR Adapterproteine TRIF (TICAM1), TIRAP und
TRAM (TICAM2) nur in Vertebraten beschrieben (Akira et al., 2004; Valanne et al., 2011).
Ob und inwiefern die Expression beziehungsweise das Fehlen verschiedener
Adapterproteine in Vertebraten einen Einfluss auf das sich entwickelnde Gehirn
beziehungsweise seine Struktur hat und ob die Gegebenheiten in Drosophila und Saugetier
ahnlich beziehungsweise Ubertragbar sind, bleibt ungeklart. Der Toll/TLR-Signalweg
konnte speziesspezifisch sein und dartber hinaus von weiteren Faktoren, zum Beispiel den
zur Verfugung stehenden Adapterproteinen, spezifischen ZNS-Zelltypen und dem

pathophysiologischen Kontext abhéngen (Anthoney et al., 2018).

4.1.1. MyD88- und TLR-Defizienz im Kontext muriner Hirnentwicklung

Der Nachweis einer signifikant erhdhten Neuronenanzahl sowohl im Neokortex als auch
im Hippocampus adulter MyD88-defizienter Mause kann im Kontext friiherer Studien zur

Funktion von TLRs betrachtet werden. So wird Proliferation und Differenzierung von
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Neuronen und neuronalen Vorlauferzellen (NPCs) via Toll/TLR-Signalweg reguliert
(Okun et al., 2010b; Lathia et al., 2008; Rolls et al., 2007; Shechter et al., 2008; Sloane et
al., 2010). Des Weiteren wurde gezeigt, dass TLR4- und TLR2-defiziente NPCs sich
exklusiv in Neurone und nicht mehr in Astrozyten ausdifferenzieren. Ahnliche
Beobachtungen wurden fiir MyD88-Defizienz allein beschrieben (Rolls et al., 2007).

Der Einfluss der TLRs- und MyD88-Expression auf Zellproliferation und -differenzierung
kann sich im Falle einzelner TLRs und unterschiedlicher Zelltypen elementar
unterscheiden. Beispielsweise supprimieren MyD88 und bestimmte TLRs NPC-
Proliferation, wahrend hingegen TLR4 fiir neuronales Uberleben benétigt wird (Ma et al.,
2006; Okun et al., 2010a; Zhu et al., 2016). Lathia et al. beschrieben eine Zunahme
neuronaler Vorlauferzellen im Kortex postnataler TLR3-defizienter Mduse und einen
gegenteiligen Effekt nach Aktivierung von TLR3 mit einem spezifischen Liganden
(PolyIC). Hier ist zu beachten, dass die TLR3-induzierte Signalkaskade MyD88-
unabhéngig ist (Lathia et al., 2008). Des Weiteren hat die Aktivierung von TLR2 durch
einen bakteriellen Liganden einen inhibierenden Effekt auf NPC-Proliferation sowie eine
ventrikuldare Dysplasie zur Folge. TLR2-defiziente murine Embryonen zeigten hingegen
keinen Unterschied bezlglich Hirn- und Ventrikelmorphologie im Vergleich zum WT auf
(Okun et al., 2010Db).

Trotz dieser Studien bleiben genaue molekulare und zellulare Mechanismen sowie die
jeweilig beteiligten Liganden bei der Regulierung von ZNS-Zellanzahl und -morphologie
im Rahmen der murinen Hirnentwicklung ungekléart. Obwohl MyD88 eine kritische Rolle
bei der physiologischen Hirnentwicklung und Ausbildung der Hirnstruktur spielen konnte,
bleibt fraglich, ob bei diesen Prozessen der kanonische Toll/TLR Signalweg involviert ist.
So wird beispielsweise die TLR8-induzierte Degeneration von Axonen im sich
entwickelnden Gehirn NF-kB-unabhéngig vermittelt (Ma et al., 2006). Zudem scheint bei
MyD88-defizienten Mé&usen und damit einhergehendem Fehlen der jeweiligen downstream
TLR-Signalwege die ZNS-Entwicklung nicht bemerkenswert beeintrachtigt zu sein, wie
im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde. Diese fehlende Beeintrachtigung
wurde auch fir TRIF-defiziente Mduse gezeigt. TRIF ist ein zentrales Adapterprotein in
der MyD88-unabhéngigen Signalkaskade, welche beispielsweise nach Aktivierung von
TLR3 und TLR4 induziert werden kann (Adachi et al., 1998; Yamamoto et al., 2003).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ergaben keine Unterschiede bezuglich
Hirnvolumen oder kortikaler Hohe in der adulten MyD88-defizienten Maus. Somit scheint

eine Defizienz von TLR-Adapterproteinen wie MyD88 im Rahmen der ZNS-Entwicklung
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kompensierbar zu sein. Des Weiteren konnten alternative — bisher nicht identifizierte —

Adapterproteine und / oder Signalwege existieren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt wahrend der ZNS-Entwicklung ist die Konkurrenz zwischen
einzelnen Zellen hinsichtlich Uberleben und Proliferation. Physiologisch gehen im
Rahmen der Entwicklung eine bestimmte Anzahl von Neuronen und Gliazellen unter. Dies
wird Uber die Konkurrenz einzelner Zellen um Liganden vermittelt, welche essenziell fur
das Uberleben sind (Anthoney et al., 2018).

Es ist somit mdglich, dass die beobachtete erhdhte Anzahl von Neuronen und Mikroglia
im Neokortex MyD88-defizienter Mduse zumindest teilweise durch eine verminderte
Konkurrenz zustande kommt. In S&ugetieren wurde bereits gezeigt, dass sowohl neuronale
Eliminierung als auch Protektion durch sogenannte Neurotrophine (NTs) entscheidende
Faktoren darstellen. Diese NTs unterstitzen je nach Rezeptortyp neuronalen Zelltod oder
neuronales Uberleben, wobei im Saugetier bisher vier solcher unterschiedlicher
Neurotrophine beschrieben sind (Lu et al., 2005). In Analogie dazu kénnten TLRs und /
oder MyD88 sowohl eine proapoptotische als auch tberlebenssichernde Funktion haben,
sodass in Abhadngigkeit von den zur Verfugung stehenden Adaptermolekiilen in einem
spezifischen Zelltyp zu einem bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung entweder verstarkt
neuronales Uberleben oder neuronaler Zelltod erméglicht werden (Foldi et al., 2017). Es
ist nicht bekannt, ob und wie NTs eine Rolle im Rahmen der Apoptoseinduktion im
Saugetierhirn spielen. In der Drosophila wurde hingegen ein Zusammenhang zwischen
Kontrolle der ZNS-Zellzahl im Rahmen der Entwicklung und dem Gleichgewicht
proapoptotischer und tberlebenssichernder Funktion von Toll gezeigt (Foldi et al., 2017).
Ein dahnlicher Mechanismus ist im Saugetier denkbar, da zumindest bei immunologischen
Prozessen, bei denen Toll involviert ist, eine Ubertragbarkeit auf TLRs im Saugetier
maoglich war, das heil3t, es wurden &hnliche Mechanismen und Faktoren in diesem Kontext
identifiziert (Shmueli et al., 2018).

4.1.2. Einfluss der MyD88-Defizienz auf spezifisches Verhalten

Die oben beschriebenen Verhaltensstudien ergaben ein verandertes spezifisches Verhalten
adulter MyD88-defizienter Mé&usen. So zeigte sich in unbekannter Umgebung eine
Hypolokomotion der adulten MyD88-defizienten Mause. Unter interventionsfreien

Bedingungen war die Lokomotion hingegen unverdndert. Darlber hinaus zeigten die
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MyD88-defizienten Mause eine leicht verlangsamte rdaumliche Lernfahigkeit ohne
Abnahme der Kurzzeit- oder Langzeitgedachtnisleistung. Allerdings schien die kognitive
Flexibilitast im Sinne der Anpassung eines erlernten Verhaltens auf verdnderte
Bedingungen im Vergleich zum Wildtypen eingeschrankt und die Sensitivitat gegentiber

angstverstarkenden / exponierten Umgebungen erhéht.

Die vorliegenden Ergebnisse stehen teilweise im Einklang mit in friiheren Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen beschriebener Forschungsergebnisse. So beobachteten Drouin-Ouellet et
al. ebenfalls Hypolokomotion von MyD88-defizienten Méusen im Open Field Test sowie
eine reduzierte rdumliche Lernleistung, getestet durch das Barnes Maze. Eine Abnahme
der Kurzzeit- oder Langzeitgedachtnisleistung an Tag 5 und 12 des Barnes Maze Tests —
wie von Drouin-Ouellet und Kollegen gezeigt — konnte die vorliegende Arbeit hingegen
nicht bestétigen (Drouin-Ouellet et al., 2012). Stattdessen ergaben sich an den Testtagen
keine Unterschiede, die auf eine verdnderte Kurzzeit- oder Langzeitgedéchtnisleistung
MyD88-defizienter M&use hingewiesen hatten.

Lim et al. beobachteten erhéhte Angstlevel bei MyD88-defizienten Mausen mittels
Elevated Plus Maze Test (Lim et al., 2011b). Im Open Field Test sind Lokomotion und
erhohtes Angstlevel schwer voneinander zu trennen, da eine Vermeidung der zentralen
Zone im Sinne einer Angstvermeidungsstrategie sekundér zu reduzierter Lokomotion
fiihren kann (Deacon, 2006). Da die MyD88-defizienten Tiere im Home Cage Scan — also
ohne Intervention — eine mit dem WT vergleichbare Spontanaktivitit im Tag-Nacht-Zyklus
zeigen, scheint es sich nicht um einen solchen sekundédren Effekt zu handeln.
Nichtsdestotrotz zeigten die MyD88-Mutanten im Hinblick auf spontane Verhaltensweise
leichte VVerédnderungen. Sie verbrachten signifikant mehr Zeit mit ,,Hangen* (hanging) vom
Kafiggitter und ,,Gehen“ (walking), sodass sich auch bei der Spontanaktivitat ein
spezifischer Ph&notyp in Abgrenzung zum WT zeigt.

Obwohl die MyD88-defizienten Tiere am Ende der Trainingstage mit dem WT
vergleichbare Lernleistung beziglich raumlichen Lernens und bezogen auf Kurzzeit- und
Langzeitkonsolidierung der rdumlichen Lernleistung gute Leistung zeigen, weist doch das
initial im Vergleich zum WT verlangsamte Lernvermdgen (Trainingstage 1 und 2) auf
moglicherweise tiefergreifende kognitive Einschrankungen der MyD88-defizienten Tiere
hin. Zur Beurteilung weiterer Aspekte kognititver Fahigkeiten bzw. Einschrankungen sind
weiterfiihrende systematische Untersuchungen erforderlich. Weiterfihrende Tests zur

Untersuchung der Angstlichkeit in Erganzung zum durchgefiinrten Open Field Test
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konnten das Elevated Plus Maze (unkonditioniert) und der Vogel-Konflikttest
(konditioniert) sein. Kognition wiederum konnte erganzend zum Barnes Maze (rdumliche
Gedachtnisleistung) mit Tests bezuglich passiver Vermeidungsstrategien sowie klassicher
und operanter Konditionierung weiter untersucht werden (Sousa et al., 2006). Bisherige
Verhaltensstudien kommen zudem zu teils widerspriichlichen Ergebnisssen, was die
Komplexitat und Herausforderung an den Versuchsaufbau hervorhebt, um der Frage
nachzugehen, welche funktionelle Rolle TLRs, Adapterproteine und ihre Signalwege im
Verhalten von Sdugetieren spielen. So befand eine Studie eine schlechtere rdumliche
Lernleistung bei dem Barnes Maze Test Uber dem gesamten Trainingszeitraum und eine
Abnahme der Kurz- und Langzeitgedéchtnisleistung (Drouin-Ouellet et al., 2012),
wohingegen Lim et al. Uber eine verbesserte Leistung bei Testung mittels Morris water
maze berichteten (Lim et al., 2011b). Bezlglich der Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit ist festzuhalten, dass Lim et al. MyD88-defiziente Méause eines
Alzheimer Mausmodells untersuchten, d.h. APPswe/PS1dE9 transgene Tiere. Zudem
wurden in der vorliegenden Arbeit Tiere im Alter von 8-10 Wochen untersucht. Lim et al.
verwendeteten hingegen Tiere im Alter von 10 Monaten, wéhrend Drouin-Ouellet et al.
Tiere im Alter von 2-4 Monaten (Drouin-Ouellet et al., 2012). Wie groR der Einfluss auch
geringer Altersunterschiede auf das Verhalten bei der Durchfiihrung etablierter
Verhaltenstests sein kann, wurde unter anderem fir C57BL/6J Mduse eindricklich gezeigt
(Shoji et al., 2016). So zeigten altere (4-5 und 6-7 Monate) Tiere im Vergleich mit jingeren
(2-3 Monate) C57BL/6J WT Mausen eine reduzierte Lokomotion in neuer Umgebung
sowie Defizite rdumlicher Lern- und Gedé&chtnisleistung. Getestet wurde unter anderem
mittels Open Field Test, Elevated Plus Maze und Rotarod (Shoji et al., 2016).

4.2. Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression bzw. das Fehlen des TLR-
Adapterproteins MyD88 einen Einfluss auf die Struktur und zellulare Zusammensetzung
von Neokortex und Hippocampus hat. Zudem beeinflusst MyD88-Defizienz
Verhaltensweisen in Mausen. Es bleibt vorerst spekulativ, ob es einen kausalen
Zusammenhang zwischen den im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen auf
struktureller Ebene und dem Phéanotypen (bezogen auf spezifisches Verhalten) gibt.

Nichtsdestotrotz ist unter anderem bekannt, dass der Hippocampus essenziell fur die
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Entstehung und Konsolidierung von Gedachtnis und Erinnerung ist (Kitamura und
Inokuchi, 2014).

Einen Zusammenhang zwischen der erhohten Anzahl von Neuronen und proliferativen
Zellen im Kortex und Hippocamlus adulter MyD88-defizienter Tiere und der
vergleichbaren — beziehungsweise im Rahmen anderer Studien verbesserten (Lim et al.,
2011b) — Gedéachtnisleistung ist zu vermuten. Zudem ist bekannt, dass MyD88-Expression
kritisch fur Neurogenese im adulten Hippocampus (Okun et al., 2011), Hippocampus-
abhangiges Lernen und Erinnerung und Hippocampus-abhéngigen postoperativen
kognitiven Verfall ist (Lynch, 2002; Terrando et al., 2010). Nicht nur MyD88, auch
einzelnen TLRs wird eine Rolle bei kognitiven Leistungen zugeschrieben. TLR4, welcher
als einziger TLR sowohl einen MyD88-abhéangigen als auch einen MyD88-unabhdangigen
Signalweg induziert, spielt eine kritische Rolle bei kognitiver Beeintrachtigung (Tahara et
al., 2006; Tang et al., 2008; Teeling et al., 2007). Im Mausmodell konnte ein klinischer
Bezug zur Alzheimer Erkrankung aufgezeigt werden (Tahara et al., 2006; Tang et al.,
2008). TLR3-defiziente M&use wiederum présentieren bessere Leistungen im Hinblick auf
das Hippocampus-abhéngige Arbeitsgedéchtnis, Objekterkennung und
Angstkonditionierung (Drouin-Ouellet et al., 2012; Okun et al., 2010a).

Inwiefern die TLR-Signalkaskade und deren Endstrecke, zum Beispiel die Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen, einen Einfluss auf die beobachteten strukturellen
Verénderungen im Hirn und die veranderten Verhaltensweisen im MyD88-defizienten Tier
haben, bleibt ungeklart. Diverse Studien haben die Rolle inflammatorischer Zytokine auf
die Hirnentwicklung (Mehler und Kessler, 1997; Merrill und Jonakrait, 1995; Meyer und
Feldon, 2009; O Loughlin et al., 2017; Potvin et al., 2008; Winter et al., 2009) und
Verhalten — insbesondere Hippocampus-abhangige Féhigkeiten wie Lernen und
Gedachtnis (Kohman und Rhodes, 2012) — beschrieben (Dantzer et al., 2008). IL-1p und
IL-1 regulieren die Entwicklung von Dendriten kortikaler Neuronen (Gilmore et al., 2004)
und die Arborisierung nigrostriataler Neurone (Parish et al., 2002). Dementsprechend
konnten &hnliche Effekte durch verdnderte Signalwege in MyD88-defizienten Mdusen
auftreten und in einer im Vergleich zum WT verénderten Hirnentwicklung und -struktur
resultieren, sowie Einfluss auf Proliferation und Zelltod in bestimmten Hirnregionen
haben.

Des Weiteren ist denkbar, dass ein genereller Verlust des MyD88-Signals, das heif3t ein

Fehlen von MyD88-Expression, das natirliche Gleichgewicht in Richtung Inflammation
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verschiebt (Lim et al., 2011b) und kompensatorisch zur Aktivierung alternativer
Signalkaskaden, beispielsweise via TRIF oder SARM1, fiihrt. SARM1 wird inshesondere
im Sdugetierhirn exprimiert (Lin et al., 2014; Liu et al., 2014) und hier vor allem in
Neuronen. Es wurde anhand mehrerer Arbeiten gezeigt, dass SARM1 bei der
Hirnentwicklung und neuronalem Uberleben involviert ist (Cameron et al., 2007; Hung et
al., 2018; Kim et al., 2007; Tang et al., 2007). Analog zu den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchungen von MyD88-defizienten Mdausen weisen SARM1-defiziente Méause eine
reduzierte dendritische Arborisierung auf (Chen et al., 2011). Damit stellt sich nicht nur
die Frage nach der Expression und Funktion von MyD88 im Rahmen der Hirnentwicklung,
sondern auch nach der Rolle weiterer Adapterproteine wie Mal, TRIF, TRAM und
SARML1. Hierbei ist nicht nur die TLR-Signalkaskade zu beruicksichtigen, sondern auch
die IL-1 Rezeptorfamilie, deren Signalweg dieses Adapterprotein integriert (Janssens und
Beyaert, 2002). Des Weiteren ist etabliert, dass TLRs und TLR-Adaptermolekiile —
zumindest bei immunologischen Prozessen — eine ausgepragte Redundanz aufweisen
(Barreiro et al., 2009). Daher sind weitere Studien an Knockout-Tieren / Mutanten fur
andere Adaptermolekile und / oder funktionelle Gruppen von TLRs notwendig, um die
pathophysiologischen Mechanismen und Bedeutung der oben genannten Rezeptoren und
Adapter sowie alternative Signalkaskaden im Hinblick auf Entwicklung und Struktur des
Saugetiergehirns zu verstehen.

Zusammenfassend wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die zentrale Rolle von
MyD88 in Bezug auf die murine Hirnstruktur, Hirnentwicklung sowie naturliche und
spezifische Verhaltensweisen untersucht. Es ist zu vermuten, dass die Rolle von
Toll/TLRs, respektive dMyD88/MyD88 von den urspriinglichen Arbeiten und
Erkenntnissen in Drosophila melanogaster nicht nur im Bereich immunologischer
Fragestellungen, sondern auch im Kontext von Entwicklungsprozessen auf Sdugetiere
Ubertragbar ist. Um zugrundeliegende funktionelle Mechanismen und Signalkaskaden zu
identifizieren, insbesondere auch im zeitlichen Verlauf des sich entwickelnden
Séugetiergehirnes, bedarf es Folgestudien, die den Rahmen der vorliegenden Arbeit
Ubersteigen. Festzuhalten bleibt, dass die Expression bzw. das Fehlen des TLR-
Adapterproteins MyD88 einen Einfluss auf die zellulare Zusammensetzung und Struktur
von Neokortex und Hippocampus hat. Zudem beeinflusst MyD88-Defizienz

Verhaltensweisen in Mausen.
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