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1 Einleitung

Im Gehirn sind Parenchym, Blut und Liquor durch verschiedene Barrieren
voneinander abgegrenzt. Diese Barrieren dienen der Aufrechterhaltung eines
Milieus, welches essentiell fur die Funktion und das Zusammenspiel der
einzelnen Kompartimente ist (1). Neben der Blut-Hirn-Schranke gehort hierzu
auch die Blut-Liquor-Schranke (BLS), die sich in eine &uf3ere und innere BLS
gliedert. Die &ulR3ere BLS wird von Zellen der Arachnoidea mater gebildet,
welche den Subarachnoidalraum begrenzen. Die innere BLS setzt sich aus
Zellen des Plexus choroideus (PC) zusammen (2). Der PC ist maf3geblich an
der Produktion und Sekretion des Liquor cerebrospinalis beteiligt und bildet
aufgrund seiner Lokalisation und seines anatomischen Aufbaus eine Grenze im
Gehirn zwischen Blut und Liquor (3). Zusatzlich werden ihm Funktionen im
Bereich der Homobostase, Metabolisation und Neuroregulation zugeschrieben
(4). Fur die Aufrechterhaltung dieser zentralen Aufgaben bedarf es einer

Vielzahl an Schranken- und Transportproteinen.

1.1 Anatomie des Plexus choroideus

Die Plexus choroidei (PC) befinden sich beim Menschen und bei der Maus in
jedem der vier Hirnventrikel. Sie setzen sich aus einer Lamina epithelialis
(Plexusepithel) und einer Lamina propria (Lamina propria und Lamina
epithelialis bilden zusammen die Tela choroidea), die mit den Blutgefal3en ins
Innere des Gehirns einzieht, zusammen. Die Aufhdngung und Befestigung der
Plexus an der Pia mater wird Taenia choroidea genannt. Der PC besitzt zur
Ventrikelseite hin eine durch Falten und Zotten vergrdl3erte Oberflache. In den
beiden Seitenventrikel erstreckt sich der PC vom Unterhorn und der Pars
centralis bis zum Foramen interventriculare, bei dem er in den PC des IlI.
Ventrikels tbergeht (Abb. 1) und von dessen Dach in den Ventrikel hineinragt.
Der PC des IV. Ventrikels befindet sich ventral des Cerebellums in der

Rautengrube. Als Bochdalek-Blumenkdrbchen werden Teile des PCs



bezeichnet, die im Bereich der Aperturae laterales in den Subarachnoidalraum
hineinragen (5).
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Abbildung 1: Intracerebrale Lokalisation des humanen PCs

Humanes Gehirn fixiert mit Formalin.
Oben: Horizontalschnitt mit Blick von oben auf die eroffneten Seitenventrikel.
Unten: Blick von lateral auf den er6ffneten rechten Seitenventrikel.



Mikroskopisch besteht der PC besteht aus einem einschichtigen,
isoprismatischen Epithel (Abb. 2, tbernommen aus (6)). Die
Plexusepithelzellen liegen basolateral einer Basalmembran auf und besitzen
apikal Mikrovilli. Sie bilden dichte Zellkontakte aus Tight Junctions (TJ) und
besitzen apikal sowie basolateral zahlreiche Transportproteine und
lonenkanéle. Stellenweise sind sie mit Kinozilien ausgestattet und an der
ventrikularen Oberflache befinden sich Makrophagen, die als Kolmerzellen oder
Epiplexuszellen bezeichnet werden (5). Reife Plexusepithelzellen weisen eine
hohe Dichte (bis zu 15 % des Zellvolumens) an Mitochondrien auf (7). Das
Bindegewebe unterhalb der Basalmembran besteht aus vielen Kollagenfasern
und ist sehr vaskularisiert. Die Kapillaren in der Tela choroidea enthalten ein
fenestriertes Endothel mit kontinuierlicher Basallamina im Gegensatz zu
Gehirnkapillaren mit dichtem Endothel (3). Im Bereich der Taenia choroidea
geht das Epithel des PCs direkt in Ependym Uber (5). Die Ependymzellen sind
mit Gap junctions und undichten Tight Junctions miteinander verbunden. Sie
stellen somit keinen dichten Verbund zwischen Gehirnparenchym und Liquor
dar (8).
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Abbildung 2: Schematischer histologischer Aufbau des PCs

Abbildung tlbernommen aus Ependymal Cells (Wolburg et al., 2015). Schematische
Darstellung der an die Ventrikel angrenzenden Gewebe. Das Epithel des PCs besitzt
undurchlassige Tight Junctions und eine Basallamina und geht flie3end in das Ependym mit
durchlassigen Tight Junctions Uber. Die BlutgefaRe im Gehirn werden von EndftiRen der
Astrozyten umgeben und sind nicht durchlassig. Im Gegensatz dazu sind die Blutgefalie in
den zirkumventrikularen Organen wie der PC durchlassig.

Bei Mausen zeigt sich der PC des Seitenventrikels als dinnes, wellenformiges
Hautchen, wéhrend hingegen der PC des IV. Ventrikels gelappter und gro3er
erscheint. Der PC im lll. Ventrikel befindet sich groRenmafig zwischen diesen
beiden Plexus (9).



1.2 Funktionen des Plexus choroideus

Dem PC werden folgende essenzielle Funktionen zugeordnet:

e Bildung der Blut-Liquor-Schranke
e Sekretion des Liquor cerebrospinalis
e Metabolische Funktion und Sekretion von Proteinen (5)

e Beitrag zur Immunschranke zum ZNS und Abwehr von Erregern

1.2.1 Bildung der Blut-Liquor-Schranke (BLS)

Der PC stellt eine Grenze zwischen dem Blut und Liquor dar, welche im
Vergleich zur Blut-Hirn-Schranke (BHS) weniger Dichtigkeit aufweist (10). Diese
innere BLS besteht aus den Plexusepithelzellen, der Basallamina des PCs, der
Basallamina der BlutgefalR3e im Stroma des PCs und dem fenestrierten Endothel
dieser Gefal3e. Die Plexusepithelzellen sind untereinander mit Zonulae
occludentes (Tight Junctions) verbunden und bilden somit eine kaum fur
parazellularen Transport durchlassige Grenze zwischen Blut und Liquor (5). Die
Basallamina und Tight Junctions sind Zeichen fir ein sehr stark polarisiertes
Epithel (11). Wéhrend Blut und Liquor durch die BLS getrennt werden, ist der
Liquor in den Hirnventrikeln vom Gehirnparenchym und von der interstitiellen
Hirnflissigkeit durch die Ependymzellen, die Pia mater und die Glia limitans

superficialis abgeschieden (12).

1.2.2 Sekretion des Liquor cerebrospinalis

Der PC ist fur ~70% der Liquorproduktion verantwortlich (13). Der Liquor
cerebrospinalis umfasst ca. 150 ml und wird 3-4 Mal am Tag erneuert, sodass
von einer Liquorproduktion von ca. 500-600ml ausgegangen werden kann (14).
Der restliche extrachoroidale Anteil des Liquors entsteht von einem Austausch
zwischen Gehirnkapillaren und interstitieller Flissigkeit (15, 16). Der genaue
Mechanismus fur die Liquorproduktion ist bis heute nicht vollstandig geklart und
es existieren verschiedene Hypothesen (17, 18). Na*, Cl- und HCOs" werden
Uber den basalen Pol der Zelle ins Zytoplasma transportiert (19). Ein Na*/HCOs

-Cotransporter und eine Na*/K*-ATPase, die beide apikal lokalisiert sind (20),



sorgen fur einen starken osmotischen Gradienten. Unterstitzt wird dies durch
einen ebenfalls apikal gelegenen Na*/K*/2CI- Cotransporter, der zusatzlich K*
und CI aus der Zelle nach luminal schleust (21). Diesem Gradienten folgt ein
Wasserfluss (22), welcher vorwiegend tber den Wasserkanal AQP1 stattfindet
(21). Man geht davon aus, dass die erhdhte Mitochondriendichte in den
Plexusepithelzellen dabei die Energieversorgung der Zelle und damit die
Sicherstellung der Liquorproduktion gewahrleistet (23). Der Liquor flief3t von
den Seitenventrikeln Uber den dritten Ventrikel und das Aquaeductus
mesencephali in den vierten Ventrikel, von wo aus er die inneren Liquorraume
Uber die Apertura mediana und die Aperturae laterales verlasst und in den
Subarachnoidalraum gelangt. Die Resorption erfolgt Giber die Granulationes
arachnoideae in die vendsen Sinus und tber Hirnnerven. Wahrscheinlich sind
vor kurzem beschriebene Lymphgefal3e innerhalb der Meningen ebenfalls in
der Resorption von Liquor beteiligt (24). Insgesamt sorgt der Liquor durch die
Zirkulation Utber die inneren und auf3eren Liquorraume fur eine Auftriebsfunktion

des Gehirns und damit auch zu dessen Schutz vor Erschitterungen (20).

1.2.3 Metabolische Funktion und Sekretion von Proteinen

Der Liquor sorgt fur einen Abtransport von katabolischen Abfallprodukten, die
bei Metabolisierung im Gehirn und synaptischer Aktivitat anfallen. Er unterstitzt
die Kommunikation innerhalb des ZNS, indem er Hormone und
Wachstumsfaktoren in unterschiedliche Regionen des Gehirns transportiert (25,
26). Es wird davon ausgegangen, dass der PC am Eisentransport ins Gehirn
mitbeteiligt ist, da er Proteine wie Ferritin und den divalenten Metalltransporter 1
enthalt sowie Transferrin-Rezeptoren an seiner Oberflache aufweist (27, 28).
Des Weiteren exprimiert er eine Fille an Rezeptoren fir Hormone wie Prolactin
(29), Vasopressin (30), Leptin (31) und Corticotropin-Releasing-Hormon (32).
AuRRerdem ist er fur die Sekretion von mehreren Wachstumsfaktoren
verantwortlich wie beispielsweise Insulin-like growth factor 1l (33), Vascular
endothelial growth factor (34) oder Fibroblast growth factor 2 (35). Somit ist der
PC weitaus mehr als lediglich Produktionsstéatte des Liquors, sondern er ist

auch an der Wasser- und lonenhomoostase des gesamten Gehirns beteiligt (3).



1.2.4 Beitrag zur Immunschranke zum ZNS und Abwehr von Erregern
Als weitere, bisher nur wenig untersuchte Funktionen des PC stellen sich
dessen Rolle bei der Immunschranke zum ZNS (36) und bei der Abwehr von
Erregern dar (37). Apikal auf den PC Epithelzellen werden
Zelladhasionsmolekule exprimiert, die in Zusammenhang mit der Migration von
Immunzellen stehen. So konnte nachweislich die Migration von TH-Zellen
(TH17) Gber den PC in das ZNS gezeigt werden (38, 39). Die genauen
zellularen und molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstéandig
geklart.

Des Weiteren ist der PC als Teil der Blut-Liquor-Schranke mitverantwortlich fir
das Abwehren von mdglichen krankheitsauslésenden Pathogenen, die Uber den
Liguor in das ZNS gelangen kdnnten (40). Dennoch kdnnen bestimmte Erreger
wie Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten dieses Abwehrsystem umgehen und
letztendlich eine Krankheit verursachen (41) wie z.B. Toxoplasma gondii die
cerebrale Toxoplasmose (42). Die wahrend dieser Arbeit aufkommende
Coronapandemie fuhrte zur Untersuchung der fur den Zelleintritt des SARS-
CoV2-Virus bendtigten Rezeptoren (siehe Kapitel ,ACE2 und TMPRSS2") am
PC.

1.3 Entwicklung, Proliferation und Altern

Der PC setzt sich aus Anteilen zusammen, die sowohl vom Ektoderm als auch
vom Mesoderm hervorgehen. Das Epithel des PCs stammt embryologisch wie
das Ependym von multipotenten Stammzellen des ZNS ab, dem sogenannten
Neuroepithel. Dagegen entsteht das Stroma aus mesenchymalen Zellen (43).
Der PC entwickelt sich entlang der dorsalen Achse des Neuralrohrs in Richtung
der spateren Hirnventrikel (44). In den Bereichen, in denen das Neuralrohr nicht
zu einer mehrschichtigen Wand gewachsen ist, sprie3en Blutgefal3e in das
Venrikellumen hinein. Diese Blutgefal3e ziehen Pia mater-Gewebe, von dem sie
umgeben sind und welches sich zur bindegewebigen Tela choroidea
differenziert, mit sich. Sie formen sich zu einem komplexen Gefal3bundel;

bedeckt von neuroektodermalem Epithel, das urspriinglich aus Ependymzellen



bestand (3). Als erstes erscheint der PC im vierten Ventrikel, gefolgt von den
Seitenventrikeln und zuletzt im dritten Ventrikel. Bei der Maus startet diese
Entwicklung am 11. Tag nach der Befruchtung (45), beim Menschen in der 9.
Gestationswoche. Die Entwicklung des humanen PCs lasst sich anhand der
Histologie in vier Stufen einteilen. In der ersten Stufe sind die Epithelzellen grol3
und pseudostratifiziert mit zentralem Nukleus und enthalten kein Glykogen. In
der zweiten Stufe zeigen sie sich als sdulenférmig mit apikalem Nukleus und
reichlich Glykogen. Die dritte Stufe zeichnet sich durch kubische Zellen mit
zentralem oder apikalem Nukleus und gemafigtem Glykogengehalt aus. Die
letzte Stufe enthalt kubische oder schuppenférmige Zellen mit zentralem oder

basalem Nukleus ohne Glykogen (46).

Im ausgewachsenen Gehirn verringert sich die Proliferationsrate im PC
drastisch, da ausgereifte Plexusepithelzellen als postmitotisch angesehen
werden (47). Wahrend Plexusepithelzellen von embryonischen Stammzellen die
Fahigkeit zeigten, sich in den PC eines Wirts zu integrieren (48), wiesen
postnatale Plexusepithelzellen wenig bis keine Proliferation auf (49). Beim
Menschen zeigte sich Proliferation im Plexuspapillom, einem gutartigen Tumor
des PCs (50). Bei in Kultur genommene postnatale Plexusepithelzellen von
Méausen konnte Proliferation durch extrinsische Signale wie Kratzverletzungen

und Gabe von IGF-1 und EGF hervorgerufen werden (51).

Es zeigte sich, dass der PC im gealterten Gehirn zahlreichen morphologischen
Verédnderungen ausgesetzt ist. Dazu zéhlen verminderte Liquorproduktion,
generelle Zellatrophie wie verminderte Lange von Mikrovilli und erhdhte
Permeabilitat (52). Bei neurodegenerativen Erkrankungen kénnen
Verédnderungen ebenfalls eine Rolle spielen. So zeigte sich bei Morbus
Alzheimer eine erhéhte 3-Amyloid-Akkumulation im PC (53) oder bei der
Multiplen Sklerose der Eintritt von Immunzellen tiber den PC in das Gehirn (54).
Lokal finden sich im humanen PC sogenannte Psammom-Kdérperchen im
Bindegewebe des PCs, die sich als perlenartige, verkalkte Strukturen darstellen
(55).



1.4 Transportproteine und Rezeptoren

1.4.1 Aquaporine

Wasser kann nur bis zu einem begrenzten Ausmald durch die Membran von
Zellen diffundieren. Aquaporine kdnnen eine deutlich grol3ere Anzahl an
Wassermolekilen entlang einem osmotischen und hydrostatischen Gradienten
durch Diffusion passieren lassen (56). Bisher sind insgesamt 13 Aquaporine
bekannt, die sich in klassische Aquaporine, unorthodoxe Aquaporine und
Aquaglyceroporine einteilen lassen. Zu den klassischen AQPs zahlen AQPO, 1,
2,4,5,6und 8. AQP 3, 7 und 9 sind Aquaglyceroproteine und AQP11 und 12
werden als unorthodoxe AQPs bezeichnet. Die klassischen AQPs lassen
lediglich Wassermolekile passieren mit Ausnahme von AQP6 (durchlassig fur
Anionen) und AQPS8 (durchlassig fur Harnstoff). Aquaglyceroproteine sind
zusatzlich zu Wasser fir kleine Molekule (Glycerin, Harnstoff, Ammonium)
permeabel. Die unorthodoxen Aquaporine sind heterogener und weniger
charakterisiert was ihre Permeabilitat betrifft (57, 58). Sie setzen sich aus 6
transmembranaren Untereinheiten (Helices) zusammen. Der Amino- und
Carboxylterminus befindet sich jeweils auf der intrazellularen Seite (59). Die
Helices sind mit Loops untereinander verbunden, von denen Loop B (zwischen
zweiter und dritter Helix) und Loop E (zwischen funfter und sechster Helix) in
die Membran hineinragen (60, 61). Diese sogenannten ,half-pore helices"
enthalten eine Asparagin-Prolin-Alanin Verbindung, welche die Kanalpore

definieren und die Selektivtat des Kanals bestimmen (61, 62).

1.4.1.1 AQP1

AQP1 kommt in vielen Bereichen des Kdrpers vor. Es wird sehr stark auf den
meisten mikrovaskul&ren Endothelien exprimiert wie beispielsweise Herz- oder
Skelettmuskulatur. Auf den Endothelien der GefalRe im ZNS wird es dagegen
nicht exprimiert (63). Die Plexusepithelzellen exprimieren AQP1 vor allem auf
der apikalen Membran, jedoch in geringerer Haufigkeit auch basolateral (21,
64). AQP1 spielt eine wesentliche Rolle in der Produktion von Liquor. Es konnte

gezeigt werden, dass bei AQP1 Knock-out Mausen die Liquorproduktion um



25% verringert war und die Plexusepithelzellen 80% weniger permeabel fur
H20 waren (65).

1.4.1.2 AQP4

AQP4 findet sich intracerebral vor allem in den perivaskularen Endfif3en von
Astrozyten und in Ependymzellen (66). In Astrozyten wird dieser Wasserkanal
entlang des Kaliumkanals Kir4.1 exprimiert, sodass bei neurogener Aktivitat
eine verantwortliche Rolle in der Wasser- und Kaliumhomdoostase vermutet wird
(67). Ultrastrukturell bilden mehrere AQP4-Wasserkanéle sogenannte
orthogonale Partikelkomplexe (OPKSs), welche elektronenmikroskopisch in
Gefrierbrichen identifiziert wurden (68). Diese OPKs konnten im Rattengehirn
in hoher Dichte in Ependymzellen nachgewiesen werden, wahrend sie im PC
komplett fehlten. In deutlich geringerer Dichte lie3en sie sich in

Ubergangsbereichen zwischen Ependym und PC identifizieren (69).

1.4.2 Weitere Transportproteine

Die Na*/K*-ATPase ist ein in der Zellmembran verankertes Transportprotein,
welches unter der Hydrolyse von ATP drei Na*-Molektle im Austausch fir zwei
K*-Molekile aus der Zelle schleust und auf diese Weise einen
elektrochemischen Gradienten fir weitere Transportsysteme aufbaut. Bei Gabe
eines Herzglykosids (Ouabain), welches zur luminalen Plexusoberflache in die
Ventrikel verabreicht wurde, zeigte sich eine deutliche Reduktion von 50% im
Na+-Transport und der Liquorsekretion (70, 71). Dies impliziert eine apikale
Lokalisation dieses Transporters im Epithel des PCs im Gegensatz zur

basolateralen Lage in den meisten anderen Transportepithelien (72).

NKCC1 entstammt der Solute Carrier Family und sorgt fir einen Transport von
1 Na*, 1 K* und 2 CI" Gber die Plasmamembran von Zellen. NKCC1 befindet
sich im PC in der apikalen Membran im Unterschied zur ansonsten typischen
basolateralen Lage in Zellen (21). Die Transportrichtung und damit Funktion
von NKCC1 in den Plexusepithelzellen ist unklar. Normalerweise ist NKCC1 ein
einwarts gerichteter Kanal und transportiert Na* und ClI- entlang ihrem

Gradienten in eine Zelle hinein (73). Jedoch zeigte die Inhibition dieses
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Transporters bei Gabe von Bumetanid eine Abnahme von ~50% der
Liquorsekretion (74). Dagegen wiederum deutet eine weitere Studie Uber
isolierte PC Zellen daraufhin, dass durch den Einstrom von NKCC1 in die Zellen
das fur die Liquorsekretion bendtigte Zellwasservolumen aufrechterhalten wird
(75).

1.4.3 ACE2-und TMPRSS2-Rezeptor

Im Zuge der Verbreitung der COVID-19 Pandemie seit November 2019, welche
durch das severe acute respiratory syndrome corona virus 2 (SARS-CoV2)
verursacht wurde, fallen bei Blick auf die epidemiologischen Daten
Auffalligkeiten bei der Altersverteilung auf. So erleiden Menschen alteren
Lebensalters (= 60 Jahre), basierend auf Daten zur ersten COVID-19 Welle in
Deutschland, gehauft schwere Verlaufe, werden intensivpflichtig oder
versterben mit oder an COVID-19 (76). Aul3erdem zeigten sich bei etwa 30%
aller an COVID-19 erkrankten Personen neurologische Symptome wie
Anosmie, Dysgeusie, Kopfschmerzen, Mudigkeit, Neuralgie, Desorientierung,
epileptische Anfélle, pyramidale Zeichen, Ubelkeit oder Erbrechen (77-79).
Durch das Binden des Spike-Protein (S-Protein) an ACE2 und das Priming der
S-Proteine mithilfe der Serin Protease TMPRRSS2 gelangt SARS-CoV2 in das
Innere der Zelle (80). Die bisherigen Proteinexpressionen dieser Rezeptoren
finden sich meist auf Epithelien, insbesondere auf Enterozyten des Dinndarms,
alveolaren Epithelzellen der Lunge, vaskularen Endothelzellen, proximalen
Tubuluszellen und glomerularem Epithel in der Niere (79, 81).

In bisherigen Arbeiten konnte bei Patienten mit neurologischen Symptomen
gezeigt werden, dass sowohl Coronaviren selbst in den Liquor gelangen
konnten (82) als auch dass die RNA von SARS-CoV2 im Liquor nachgewiesen
werden konnte (83). Jedoch ist bisher wenig bekannt, wie diese Viren in den
Liquorraum gelangen. Meist steht hierbei der Weg tber die BHS im
Vordergrund (82), jedoch fiihrt die Route aus der anatomischen Perspektive
uber die BLS in den zirkumventrikularen Organen und damit auch im Bereich
des PC (79). Durch diese strukturellen Uberlegungen sowie der Tatsache, dass
COVID-19 vor allem in alteren Personen stark symptomatisch wird, wurden

diese zwei Rezeptoren mit in dieser Arbeit herangezogen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Erste Vorarbeiten zeigten Aquaporin-4 positive Zellen im Plexusepithel von
humanen Koérperspendern, welche sonst nur auf Ventrikel auskleidenden
Ependymzellen vorkommen. Diese Beobachtung fuhrte zur Hypothese, dass
alternde Plexusepithelzellen ein Expressionsmuster aufzeigen, welches dem
der Ependymzellen entspricht. Da die erwartenden Expressionsveranderungen
iIm Zusammenhang mit der Blut-Liquor-Schranke stehen, wurden weitere
Transportproteine und Rezeptoren, die auf den vorherigen Seiten beleuchtet
wurden, mit hinzugezogen. Im Rahmen dieser Studie sollen diese
verschiedenen Proteine auf zellularer Ebene mittels konfokaler Laserscan
Mikroskopie und auf molekularer Ebene mittels quantitativer RT-PCR
untersucht werden. Hierflr stehen uns Gewebeproben von Kérperspendern aus
dem Anatomischen Institut Tibingen zur Verfiigung. Die Untersuchungen an
humanem Material gestalten sich sowohl aufgrund von ethischen Leitlinien als
auch wegen mangelnder Umsetzbarkeit von kontrollierten Studienbedingungen
als schwierig. Aus diesem Grund wurde zusatzlich zu den humanen Proben ein
Mausmodell hinzugezogen, welches anhand von verschiedenen Alterskohorten
eine durchgéngige, objektivierbare Untersuchung zulasst. Ziel dieser Studie soll
es sein, altersabhangige Veranderungen im PC aufzudecken und
Erklarungsansatze fur damit in Zusammenhang stehende Veranderungen der
Liquorproduktion zu geben. Im Hintergrund steht hierbei das Problem der

Ergebnisiibertragung von der Maus zum Menschen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mause

C57BL/6 Mause (Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld, Deutschland) wurden in
einer hauseigenen Tierhaltung des Instituts fur Klinische Anatomie und
Zellanalytik gehalten. Freier Zugang zu Futter und Wasser sowie weil3es
zyklisches Licht wurde wahrend der gesamten Zeit gewéhrleistet. Die
Organentnahme erfolgte anhand der vor Beginn der Experimente festgelegten
Alterskohorten. Fur die Histologie wurden die Mause in ein Stadium ,jung“ (2-12
Monate) und ein Stadium ,alt* (20-30 Monate) eingeteilt, bei der molekularen
Biologie wurden die Mause in 3 Alterskohorten (2 Monate, 12 Monate, 30
Monate) eingeteilt. Die Haltung der Tiere wurde entsprechend der Leitlinien der
Universitat Tubingen durchgefiihrt. Die Tétung der Tiere erfolgte gemaf 84
Abs. 3 des Tierschutzgesetztes vom 18. Februar 2019 fur die Experimente von
Dr. rer. nat. Peter Neckel. Die Organe (Gehirne) der dabei getoteten Mause
wurden uns Uberlassen. Die hierfur bendétigte Mitteilung (AT 01/19 M) mit dem
Titel ,Charakterisierung von neuronalen Progenitor- und Stammzellen des
enterischen Nervensystems® wurde am 18.02.16 vom Regierungsprasidium

Tubingen unterzeichnet (84).

2.1.2 Kdorperspender

Die durchgefiuihrten Handlungen erfolgen nach 842 Abs. 1-4 des
Bestattungsgesetztes des Landes Baden-Wurttemberg vom 21. Juli 1970. Nach
dem Tod des Korperspenders wird dieser so schnell wie mdglich in das Institut
fur Klinische Anatomie und Zellanalytik in Tibingen gebracht. Hier findet
unmittelbar die Gewebeentnahme statt. In einer zu Lebzeiten schriftlichen
Vereinbarung erklart sich der Kérperspender dazu bereit, seinen Koérper fur
medizinische und medizintechnische Wissenschaft zur Verfligung zu stellen.

Hierbei kdnnen Korper, Korperteile, Gewebe oder Zellen wissenschatftlich
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untersucht werden. Der Name des Korperspenders wird durch eine Nummer
ersetzt, um eine stetige Pseudonymisierung zu gewabhrleisten. Dieses Vorgehen
wurde am 18.10.2010 von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat
der Universitat Tubingen unter der Projektnummer 237/2007BO1 genehmigt
(84). In Tabelle 1 sind die untersuchten Korperspender mit weiteren

Informationen gelistet.

Tabelle 1: Korperspender

post-
mortem ) )
Nummer  Alter Geschlecht Zeit Molekularbiologie Todesursache*
eitin
Stunden
H38 85 m 11 X Nierenversagen
H65 83 w 15 X Lungenkarzinom
H70 89 m 12 X Nierenversagen
X Exsikkose, GlI-
H74 91 w 19
Blutung
H75 93 m 11 Ja(Nr.1) Pneumonie
Ja (Nr. 2)
H77 75 w 8 Schlaganfall
H78 74 w 9 Ja (Nr. 3) Multiorganversagen
H84 94 w 11 X Herzstillstand

*Todesursache Ubernommen aus der arztlichen Todesbescheinigung

2.1.3 Puffer und Chemikalien fur die Immunhistochemie

PBS — Phosphatgepufferte Salzlésung:

In 1 Liter destilliertem Wasser werden 7g NaCl (VWR International, Darmstadt,
Deutschland), 2,86g Na2HPO4 x 2H20 (Merck Chemicals, Darmstadt) und 0,49
KH2PO4 (Merck Chemicals) gelost. Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt.

PFA 4%ige Paraformaldehydlésung (Fixierlsung):
4g Paraformaldehyd (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) wird bei 60°C in 0,1
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| PBS eingeruhrt. Nach dem Abkuhlen wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und

die Losung filtriert.

Eindeckelmedium — MOWIOL® 4-88:
Wird nach Anleitung des Herstellers (Merck Chemicals) mit Glycerol und TRIS-
Puffer angesetzt.

30% Saccharose-Ldsung:

30g Saccharose (AppliChem) werden in 100ml 1x PBS gelost.

Prainkubationslésung/Blockierungspuffer:
4% NGS, 1% BSA, 0,25% Triton, 0,1% NaNs in 1x PBS

Fettstift: DAKO Pen (Dako Denmark, Glostrup, Danemark)

Immersionsol: Immersol™ 518F (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)

2.1.4 Antikorper fur die Immunhistochemie

Tabelle 2: Primare Antikbrper

Antikdrper Hersteller Wirt :]/:rdl'jnnu
AQP1 Santa Cruz Biotechnology, USA Maus 1:100
AQP1 Thermo Fisher Scientific, USA Kaninchen 1:100
AQP4 Santa Cruz Biotechnology, USA Kaninchen 1:100
PCNA Sigma-Aldrich, St. Louis, CA, USA Maus 1:500
KI-67 DCS, Hamburg, Deutschland Kaninchen 1:400
NKCC1 Abcam, Cambridge, England Kaninchen 1:100
NA/K-ATPase Hybridoma Bank, lowa, USA Maus 1:100
Laminin Abcam, Cambridge, England Kaninchen 1:50
ACE2 Abcam, Cambridge, England Kaninchen 1:100
TMPRSS2 Abcam, Cambridge, England Kaninchen 1:500
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Tabelle 3: Sekundare Antikdrper

Antikdrper Hersteller Wirt Verdinnung
Anti-mouse Alexa 488 Invitrogen, CA, USA Ziege 1:400
Anti-mouse Alexa 546 Invitrogen, CA, USA Ziege 1:400
Anti-rabbit Alexa 488 Invitrogen, CA, USA Ziege 1:400
Anti-rabbit Alexa 546 Invitrogen, CA, USA Ziege 1:400

2.1.5 Kits fur die Molekularbiologie
PerfeCTa qPCR ToughMix (Quantabio, Beverly, MA, USA)

Precellys® Lysing Kit CK28-R, hard tissue homogenizing (VWR International,
Radnor, PA, USA)

QIAxcel DNA High Resolution Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
QIAxcel RNA Quality Control Kit v2.0 (Qiagen)
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen)

Qubit™ ssDNA Assay Kit (Life Technologies von Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

RNeasy Plus Universal Mini Kit (Qiagen)

TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems von Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

2.1.6 Puffer und Chemikalien fur die Molekularbiologie
Natriumhypochlorid (1%):
Wird aus 12%igem Natriumhypochlorid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

durch Verdiunnung hergestellt.

DEPC-Wasser:
1ml Diethylpyrocarbonat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wird mit 11
demineralisiertem, nicht keimfreiem Wasser (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
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Deutschland) tber Nacht mittels Magnetrihrer vermischt und anschliel3end bei

121 °C fur 15 Minuten autoklaviert.

QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland)

2.1.7 TagMan®-Sonden

Die Sonden wurden aus dem TagMan® Gene Expression Assay von Applied

Biosystems der Firma Thermo Fisher verwendet. Sie sind jeweils gegen

humane und murine cDNA-Abschnitte spezifisch.

Tabelle 4: Humane TagMan®-Sonden

Name Gen-Name Assay-Nummer Amplicon-
Lange (bp)
Hypoxanthinphosphoribosyltransferase ~ HPRT Hs02800695_m1 82
TATA-Box bindendes Protein TBP Hs00427620_m1 91
Ubiquitin C UBC Hs00824723 m1 71
Aquaporin 1 AQP1 Hs01028916_m1 96
Aquaporin 4 AQP4 Hs00242342 m1 92
Solute Carrier Family 12 Member 2 NKCC1 Hs00169032_m1 97
Tabelle 5: Murine TagMan®-Sonden
Name cen- Assay-Nummer Amplicon-
Name Lange (bp)
Hypoxanthinphosphoribosyltransferase ~ HPRT MmO00446968_m1 65
TATA-Box bindendes Protein TBP Mm01277045_m1 138
Ubiquitin C UBC MmO01201237_ml1 92
Aquaporin 1 AQP1 Mm01326466_m1 94
Aquaporin 4 AQP4 Mm00802131_m1 69
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien
Deckglaser: Glasdicke 0,13-0,17 mm (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland)

Mikroreaktionsgefal3: Eppendorf Tubes®: 2 ml Safe Lock und 1,5 ml (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland)

Mikrotiterplatten: PCR Consumables 0,2ml 96 Well Semi-Skirted (VWR
International, Radnor, PA, USA)

Objekttrager: SuperFrost® Plus (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland)

Petrischale: Cellstar® (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)
Skalpelle: Bruno Baya GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Spitzen: TipOne (STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland)

2.1.9 RNase-freies Praparationsbesteck
Praparationsbesteck wurde bei 180°C fir 3 Stunden gebacken. Bei notwendiger
Reinigung wahrend der Praparation wurde Ethanol und RNase-freies DEPC-

Wasser verwendet.

2.1.10 Gerate

Binokularlupe: Leica 125M (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)
Fluorometer: Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

Homogenisator: Minilys personal homogenizer (Bertin Technologies SAS,

Montigny-le-Bretonneux, Frankreich)
Konvokales Mikroskop: LSM 510 Meta (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Kryotom: Leica CM3050 S (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland)
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Pipette: ErgoOne (STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland)

Real-Time PCR Thermocycler: Applied Biosystems Step One™ (Applied
Biosystems von Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, CA, USA)

RNA/DNA-Messung: QIAxcel Advenced System (Qiagen, Hilden, Deutschland)
RNA-Isolation: QIAcube (Qiagen, Hilden, Deutschland)
Thermoblock: Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Thermocycler: peqSTAR 96X Universal Gradient (VWR International, Radnor,
PA, USA)

Vortexmischer: Vortex Genie® 2™ (Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
USA)

Zentrifuge: Thermo Scientific™ Heraeus™ Fresco™ (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

2.1.11 Software
Bildbearbeitung: Adobe Photoshop CS2 (Adobe Inc., Mountain View, CA, USA)

Datenauswertung: Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corp., Redmon, WA, USA)
cLSM: Aufnahme durch Zen black 2009

Bearbeitung durch Zen blue 2012 (beide Carl Zeiss AG, Oberkochen, ”
Deutschland)

RT-qPCR: StepOne™ Software v2.3 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA)

RT-gPCR Datenevaluation: gbase + (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgien)
Kapillarelektrophorese: QlAxcel ScreenGel Software (Qiagen)

Statistik: GraphPad Prism 6.07 (GraphPadSoftware, San Diego, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Organentnahme und Praparation

Alle nachfolgend beschriebenen Praparationsschritte wurden mit RNase-freiem
Praparationsbesteck durchgefiihrt. Die Arbeitsflache wurde zuerst mit Ethanol,
dann mit 1%iger Natriumhypochlorid-Losung gesaubert und anschlieRend mit
DEPC-Wasser abgewischt. Bei dem PBS-Puffer handelte es sich um einen in
DEPC-Wasser gelosten RNAse-freien Puffer. Bei der Praparation fir die
Molekularbiologie wurde jeweils nach der Uberfiihrung des Gehirns in PBS und

Eréffnung der Ventrikel das Besteck gewechselt.

2.2.1.1 Praparation der Maus

Die Maus wurde mittels CO2 bis zur Bewusstlosigkeit narkotisiert und durch
einen Genickbruch getétet. Die Dekapitation erfolgte mit Hilfe einer Schere auf
Hohe der Halswirbelséule. Das Fell des Kopfes wurde mit Ethanol bespritzt und
bis zur Schnauze nach vorne tiber den Kopf gezogen. Unter einer Binokularlupe
wurde die Nacken- und Kopfmuskulatur entfernt und der Schadel median-
sagittal vom Foramen magnum bis auf Hohe des Bulbus occuli mit einer Schere
aufgeschnitten. Mittels einer Pinzette wurde dann die Schadeldecke
aufgebrochen und das Gehirn freigelegt. Es folgte die Durchtrennung der
Medulla oblongata sowie das Abtrennen der einzelnen Hirnnerven. Das Gehirn
als Ganzes wurde dann in eine Petrischale mit PBS-Puffer Gberfuhrt.

Mit einer feinen Schere wurde das Cerebellum abgetrennt und das Gehirn in
seine beiden Hemisphéaren geteilt. Flr die Histologie wurden die Seitenventrikel
von dorsal-kranial und der IV. Ventrikel von ventral mit einer kleinen Schere
eroffnet. Fur die Proben der Molekularbiologie wurden die Seitenventrikel mit
einer feinen Schere von dorsal-kranial und der IV. Ventrikel von dorsal-kaudal
eroffnet. Der PC wurde aufgesucht und von umliegendem Gewebe befreit,
sodass dieser moglichst frei zum Vorschein kam. Zuletzt wurde dieser dann
jeweils an seiner Aufhdngung abgeschnitten. Es wurde darauf geachtet, dass
lediglich Gewebe des PC entnommen wurde. Leider lasst sich jedoch keine
saubere CP Epithelpraparation durchfiihren ohne dass umliegendes Gewebe

mitentnommen wird. Aus diesem Grund wurde Parenchym aus dem Striatum
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als Vergleichsgewebe fur humane und murine Gehirne verwendet. Fir jede
einzelne Maus wurde der PC aus dem rechten und linken Ventrikel als Probe
zusammengefuhrt. Zusatzlich wurde der PC aus dem vierten Ventrikel als
einzelen Probe erfasst, sodass zwei PC Proben von jeder Maus erhalten
wurden. Korrespondierend zu jeder Maus wurde das Parenchym aus dem

Bereich des Striatums mit einer feinen Schere herausgeschnitten.

2.2.1.2 Praparation der Korperspender

Das Gewebe der Korperspender wurde 8-19 Stunden post mortem préapariert.
Der Korperspender lag hierbei auf dem Riicken, der Kopf wurde auf einen
Kasten gelegt. Zu Beginn wurden die Kopfhaare des Korperspenders mit einem
Rasierapparat entfernt. Dann wurde mit dem Skalpell auf H6he der Sutura
coronalis ein coronarer Schnitt bis zum Ansatz der Ohren auf beiden Seiten
gesetzt. Das Gewebe wurde bis auf den Schadelknochen durchtrennt und die
Haut mitsamt dem Unterhautfettgewebe und der Muskulatur vom Schadel nach
dorsal bis zum unteren Ende des Os occipitale abgezogen. Der Schadel-
knochen wurde mit einer Sage bis zur Dura mater eréffnet und entfernt. Die
Medulla oblongata und die Hirnnerven wurden mit einem Skalpell durchtrennt
und das gesamte Gehirn wurde aus der Kalotte entnommen.

Fur die Praparation des PC im Seitenventrikel wurde das Corpus callosum, das
Septum pellucidum und der Fornix von kranial mit einem Skalpell durchtrennt
und der lll. Ventrikel von oben erdffnet. Es wurde der PC im lll. Ventrikel
aufgesucht und entlang diesem durch das Foramen interventriculare in den
Seitenventrikel prapariert. Im Seitenventrikel wurde der PC am Ansatz
abgetrennt und in eine mit PBS geflllte Petrischale gegeben. Unter der
Binokularlupe erfolgte die weitere Feinpraparation. Fiur die Histologie wurden
Stlicke der Lange 1-2 cm abgeschnitten, fiir die molekulare Biologie wurden
Stiicke der Gro3e 5 mm x 5 mm prapariert. Um den PC im IV. Ventrikel zu
praparieren, wurde kaudal des Cerebellums auf Hohe der Apertura mediana
ventriculi quarti der Ventrikel eréffnet und der PC ebenfalls an seiner
Aufhangung abgetrennt. Die Feinpraparation erfolgte wie beim PC des

Seitenventrikels. Fir die Gewinnung von humanem Parenchym wurde jeweils
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korrespondierend zu jedem Individuum aus dem Bereich des Striatums Gewebe

mit einer Schere herausgeschnitten.

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Fixierung

Préaparationsmaterial wurde direkt nach Entnahme in Schraubdeckelglaser,
gefullt mit PFA, gegeben und fir 30 Minuten auf einen Kleinschittler (200 rpm)
gestellt. Danach wurden diese tber Nacht im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert, am
nachsten Tag in 30% Sucrose Uberfuhrt und fur weitere 30 Minuten auf einen
Kleinschattler (200 rpm) gestellt. In 30%iger Sucrose wurden die Proben fur 1-2
Tage im Kuhlschrank bei 4° C aufbewahrt, um anschlie3end eingefroren zu

werden.

2.2.2.2 Einbettung

Das Praparationsmaterial wurde in TissueTek unter einem Binokular mit einem
Skalpells zurechtgeschnitten und ausgerichtet. Mithilfe eines Holzquaders
wurden Aluminiumférmchen gefaltet und bis zur Halfte mit TissueTek gefiillt.
Isopentan wurde in einen Metallbecher gefullt und dieser in eine Schale, die
flissigen Stickstoff enthalt, gestellt. Das Praparationsmaterial wurde in die
Aluminiumférmchen gegeben und diese mithilfe einer Pinzette kontinuierlich fur
1-2 Sekunden in den Becher mit Isopentan getaucht. Dieser Vorgang wurde
solange wiederholt, bis das TissueTek vollstandig durchgefroren ist. Direkt im
Anschluss wurden die eingefrorenen Proben in der Gefriertruhe bei -80 °C

aufbewahrt.

2.2.2.3 Kryostatschnitte

Kryostatschnitte wurden an dem Kryomikrotom Leica CM3050 S angefertigt. Es
wurden 18 pm dicke Schnitte hergestellt und auf SuperFrost® Plus Objekttrager
gebracht. Auf jeden Objekttrager wurden je nach GroRRe der Proben 1-2
Schnitte aufgetragen. Die Schnitte wurden tUber Nacht bei Raumtemperatur

getrocknet und dann in der Gefriertruhe bei -20 °C aufbewabhrt.
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2.2.2.4 Immunfluoreszenzmarkierung

Die Objekttrager mit den Schnitten wurden 1 Stunde lang bei Raumtemperatur
aufgetaut und mit einem Dako Pen (Fettstift) umkreist. Dann wurde 1x 10 min
mit PBS zur Renaturierung gespult. Prainkubationslésung (Blockierungspuffer)
wurde fur 90 Minuten aufgetragen und die Schnitte danach mit der
Primarantikdrperldsung tber Nacht bei 4°C inkubiert. Diese Losung bestand
aus der Prainkubationslésung und der jeweiligen verdiinnten Konzentration an
Primarantikorper. Sie wurde fir einige Sekunden gevortextet und fir 30 s bei
10.000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen der Primarantikérperlésung wurde 3x
10 min mit PBS gewaschen und danach die Sekundarantikdrper hinzugegeben.
Diese wurden ebenfalls in Prainkubationslosung verdinnt, kurz gevortextet und
bei 10.000 rpm flr 10 min zentrifugiert. Nach 90 min Inkubation mit den
Sekundarantikorpern, wurde 3x 10 min mit PBS gewaschen und danach fir 10
Sekunden mit destilliertem Wasser gewaschen. Anschliel3end wurden die
Schnitte mit Mowiol eingedeckelt, fir eine Stunde bei Raumtemperatur
getrocknet und dann im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt. Fir jede Farbung
wurde eine Negativ-Kontrolle ohne Primarantikérper durchgefihrt und fur die

Analyse mit verwendet.

2.2.2.5 Mikroskopische Analyse der Immunfluoreszenzmarkierung

Die Kryostatschnitte wurden an einem Laser-Scan-Mikroskop 510 Meta von
Zeiss analysiert. Dieses war ausgestattet mit einem Argon-Laser LGK 7812
ML4 (Carl Zeiss AG) der Wellenlange 488 nm und zwei HeliumNeon-Laser LGK
7786 P (Carl Zeiss AG) mit einer Wellenlange von jeweils 543 nm und 633 nm
und dem dazugehdérigen Filterset. Fur die Aufnahmen wurde das Plan-
APOCHROMAT 40x/1.3 oil DIC Objektiv (Carl Zeiss AG) verwendet. Alternativ
wurden die Aufnahmen an einem Axio Imager Z1 Fluoreszenzmikroskop (Carl
Zeiss AG) mit einem Apotome-Modul erstellt. Die Bildaufnahme wurde durch
die Software Black and Blue Zen aquiriert. Die Bildbearbeitung und

Zusammenstellung der Plates erfolgte mit Adobe Photoshop CS2.
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2.2.3 Molekulare Methoden

2.2.3.1 Homogenisierung

Praparationsmaterial wurde direkt nach Entnahme in ein mit 900l QIAzol®
Lysis Reagent befllltes Precellys® Lysing Kit gegeben und auf Eis gestellt.
Dieses wurde fir 10 Sekunden bei 3000rpm in einem Minilys-System
homogenisiert. Bei unvollstdndiger Homogenisierung wurde dieser Vorgang
nach 5 Minuten Kihlung auf Eis wiederholt. Die homogenisierten Proben

wurden bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

2.2.3.2 RNA-Isolierung und Umschreibung in cDNA

Das gesammelte Gewebe in dem mit QIAzol® Lysis Reagent befillten Tube
wurde 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 100
ul gDNA-Eliminator, wurde das Homogenat in einen MaXtract High Density
Tube Uberfuhrt und 200 pl Chloroform hinzugefugt. Bei 12.000 rpm und 4 °C
wurde fur 5 Minuten zentrifugiert. Die obere wassrige Phase, welche die
Nukleinsauren enthalt, wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal’ (2ml
Safe-Lock) pipettiert und im QIAcube® automatisiert die RNA isoliert. Hierbei
wurde das RNeasy® Plus Universal Mini Kit verwendet und das Protokoll des
Herstellers befolgt.

Um sowohl die RNA-Integritat also auch RNA-Konzentration zu bestimmen,
wurde das QIAxcel Advanced System verwendet. Bei den murinen Proben
wurden lediglich RIS-Werte (RNA integrity score) von mindestens 6,0
verwendet, bei den humanen Proben RIS-Werte von mindestens 5,8 (siehe

Tab. 6 und 7 fur ausfihrliche Information).
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Tabelle 6: gPCR Koérperspender

Koérperspender Probe RIS Ratio Totale Konzentration
[ng/pl]
Plexus 5,8 0,61 1059,48
Human Nr. 1
Parenchym 6,1 n/a 187,42
Plexus 8,8 n/a 13745
Human Nr. 2
Parenchym 7 0,68 417,07
Plexus 8,1 1,07 577,31
Human Nr. 3
Parenchym 7,9 0,55 1093,26

Tabelle 7: gPCR Maus

Maus Probe RIS Ratio Totale Konzentration
[ng/pl]

MaLs Plexus 6,1-7,5 0,91-1,00  14,72-232,91

(2 Monate) Parenchym 6,3-8,1 0,81-1,27  55-559,92

Maus Plexus 6,3-7,1 n/a 11,73-183,28

(12 Monate) Parenchym 6,8-7,7 1-1,01 55,45-241,57

Maus Plexus 6,4-6,8 n/a 7,1-54,29

(30 Monate) Parenchym 6,5-8,2 0,9-1,3 10,41-502,91

Die Umschreibung von RNA in cDNA wurde mit dem QuantiTect Reverse
Transcriptase Kit nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Fir die negative
Kontrolle wurde die Reverse Transcriptase mit Nuclease-freiem Wasser ersetzt.
Mit dem Qubit 2.0 Fluorometer wurde die gesamte cDNA-Konzentration jeder
einzelnen Probe gemessen. Die Primer, die fur die Messung der mRNA
Expression verwendet wurden, wurden von dem TagMan®GenExpression

assays erworben (siehe Tabelle 4 und 5).

2.2.3.3 Quantitative Real-Time PCR (RT-PCR)
Mittels quantitativer PCR wurden mRNA-Abschnitte in einem Real-Time PCR
System nachgewiesen. Der TagMan® Gene Expression MasterMix, der

dazugehdrige TagMan® Gene Expression Assay und die cDNA mit einer
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Konzentration von 5 ng/pl wurden in eine PCR Platte von 20ul Volumen
pipettiert. Es wurden fur die Negativ-Kontrollen jeweils 2 Replikate und fur die
einzelnen Gene jeweils 3 Replikate angefertigt. Als Referenzgene zur
Normalisierung dienten HPRT, TBP und UBC (84). Als Vergleichsgewebe
wurde Parenchym aus dem Striatum verwendet. Die Parameter der Zyklen sind
in Tabelle 6 aufgelistet. Die Daten wurden mit der StepOne™ Software v2.3

aufgenommen und in Microsoft Excel exportiert.

Tabelle 8: Zyklusparameter fir qPCR

Stufe Temperatur Zeit Zyklus
) 50 °C 2 min
Holding Stage . 1x
95 °C 10 min
Ccveling St 95 °C 15s 20
cling Stage X
yelnd g 60 °C 1 min

2.2.3.4 RT-gPCR Datenevaluation

FU die Analyse der relativen mRNA-Expression wurde die Software gbase +
verwendet. Hierbei wurde die relative Haufigkeit (Rg-Werte) mit einer Abfolge
von Normalisierungsmethoden auf der Grundlage der Delta-Delta Ct Methode
und MIQE-konformen Methoden (85) berechnet. Die in gbase + eingegebenen
Daten dienten als RT-gPCR-Zyklusschwellenwerte (Ct). Die Berechnung der
Ergebnisse erfolgte bei 100%iger PCR-Effizienz und ungepaarter

Versuchsanordnung.

Fur die statistische Analyse der AQP4-Expression der Maus wurde GraphPad
Prism 6.07 verwendet. Hierbei wurden die gbase + RQ-Werte mithilfe eines
ungepaarten t-Tests verarbeitet. Als signifikant wurden p-Werte < 0,05

angesehen.

2.2.3.5 Kapillarelektrophorese
Nach der Amplifizierung wurden die PCR Produkte durch hochauflésende
Kapillarelektrophorese mit dem Qiaxcel DNA High Resolution Kit und der

Methode OM800 analysiert. Um die Amplifizierungsmenge zu bestatigen, wurde
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der QX Alignment Marker 15 bp/600 bp verwendet. Als Size Marker diente der
QX DNA Size Marker 25 bp — 500 bp in einer Verdinnung von 30 ng/ul. Fur die
Trennung wurden folgende Parameter nach der OM800-Methode des QlAxcel-
Systems verwendet:

4 kV und 5 Sekunden fur die Injektion des Alignment-Markers, 5 kV und 10
Sekunden fir die Injektion der Probe und 3 kv und 800 Sekunden fiir die
Trennung. Die Ergebnisse sind als Gelbilder dargestellt, welche mithilfe der

QlAxcel-System-Software erstellt wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Lokalisation
3.1.1 Aquaporine

3.1.1.1 Mensch

In einem ersten Schritt wurde der Ubergangsbereich zwischen Ependym und
PC Epithel untersucht und hierfir mit AQP1 und Laminin gefarbt (Abb. 3). Wie
bekannt, wurde AQP1 vorwiegend in der apikalen Membrandomé&ne von
Plexusepithelzellen exprimiert, teilweise fand sich in der basolateralen
Membrandomane zusétzlich eine schwache Expression. In einigen wenigen
Zellen konnte auch eine Verminderung und teilweise ein komplettes Fehlen von
AQPL1 festgestellt werden (86).

Laminin zeigte sich als durchgangige Expression, welche die Abgrenzung der
Basallamina zum Plexusepithel (epithelial) hin darstellt. Zusatzlich zur
Basallamina des Plexusepithels zeigte sich die Laminin-Expression auch in der
Endothelschicht der Kapillaren und der Tunica intima gré3erer Blutgefal3e
(endothelial). In zahlreichen Zotten des PC konnten so eine epitheliale und eine
endotheliale Basallamina nachgewiesen werden, die durch eine dicke
Bindegewebsschicht (Tela choroidea) voneinander getrennt werden (Abb. 4).
An der Taenia choroidea minden die Blutgefal3e als Gefal3stiel in den PC. Hier
konnte beobachtet werden, dass die endotheliale Basallamina durchgehend
erschien, wahrend die epitheliale Basallamina auf Hohe des Gefal3sstiel

verschwunden war (86).
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Abbildung 3: Ubersichtsaufnahme des humanen PCs und Ependyms

Abbildung tbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Humaner PC und Ependym im lateralen
Ventrikel immungefarbt fir AQP1 (rot) und Laminin (griin), Zellkerne markiert mit DRAQ5
(blau).

Uberblick der Ubergangszone zwischen dem PC und der ependymalen Auskleidung des
Gehirnparenchyms. AQP1 ist auf das Plexusepithel beschrankt und ist in ependymalen
Zellen nicht vorhanden. Laminin als Teil der Basallamina (BL) findet sich im PC in der BL des
Epithels und in der BL der BlutgefalRe (BG) im Stroma des PC und des Gehirnparenchyms.
Die ependymale Auskleidung besitzt keine Basallamina (auf3er dort, wo BG vorhanden sind).
BG, die den PC versorgen, sind von Astroglia und Ependym in der Ubergangszone umgeben
(Pfeile). MaRRstab: 200 pm.
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Laminin

Abbildung 4: Hochauflésende VergréfRerung mit DIC einer PC-Zotte

Abbildung tibernommen aus Deffner et al. 2022 (86). AQP1 (rot) wird kontinuierlich meist auf
der apikalen Seite der Plexusepithelzellen exprimiert. Die Farbung mit Laminin (grin) deutet
auf eine dicke stromale Bindegewebsschicht zwischen den beiden BLs hin, was auf eine
betrachtliche Diffusionsbarriere hinweist. MaRstab: 20 um.

Ahnlich hierzu zeigte sich auch die AQP1-Expression im Ubergang von
Plexusepithel zu Ependym. Sie wurde unregelmaRiger und diskontinuierlich und
fehlte im Bereich des Ependyms komplett. Dies stimmt mit den bisherigen
Ergebnissen eines Fehlens von AQP1 und einer Basallamina im Ependym und
deren Vorhandensein im PC Uberein (86).
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Im nachsten Schritt wurde AQP4 im humanen PC und Ependym gefarbt. In
jedem der untersuchten Korperspender liel3en sich hierbei AQP4-positive Zellen
im PC darstellen (Abb. 5). Diese Expression zeigte sich vor allem in der
basolateralen Membrandoméane der Plexusepithelzellen. Teilweise zeigte sich

zusatzlich eine schwachere zytoplasmatische Expression (86).

Abbildung 5: Humane PC-Zotte im lateralen Ventrikel

Abbildung tibernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Querschnitt einer Zotte gefarbt mit
AQP1 (rot) und AQP4 (griin). Die Pfeile zeigen Zellen, die sich im PC-Epithel befinden und
AQP4 meist basolateral exprimieren. Mal3stab: 10 um.

Es liel3 sich beim Vergleich aller Kérperspender kein bestimmtes Muster
feststellen. So fanden sich Regionen mit (1) einzelnen AQP4-positiven Zellen
(2) und Regionen mit AQP4-positiven Zellclustern (Abb. 6). In &hnlich gleicher
Anzahl fanden sich hierbei entweder AQP4-Zellen mit zuséatzlichem AQP1 oder
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AQP4-Zellen ohne AQP1-Immunoreaktivitdt. Des Weiteren existieren auch

Abschnitte, in denen Zellen mit AQP4-Expression nicht auftreten.

Betrachtet man einen Ausschnitt von 100x100 um, so machten in diesem
Bereich des PCs, in dem sich vorwiegend einzelne AQP4-positive Zellen
befanden, diese ca. 5% aller Epithelzellen aus. Befanden sich die AQP4-
positiven Zellen jedoch in Regionen mit hauptsachlich vorkommenden
Zellclustern, in denen sie als kontinuierliche Zellreihen auftraten, so machten
diese AQP4-positiven Zellen etwa 50% aller Epithelzellen aus. Bei der
Untersuchung von Psammom-Korperchen und verdicktem Bindegewebe
unterhalb des Epithels konnte kein Zusammenhang zur Verteilung von AQP4

festgestellt werden (86).
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Abbildung 6: Verteilungsmuster von AQP1 und AQP4 im humanen PC

Abbildung tbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Humaner PC im Seitenventrikel von
verschiedenen Koérperspendern. Dargestellt sind Bereiche (a und b) mit einzelnen AQP4-
positiven Zellen (ca. 5% aller Epithelzellen) und Bereiche mit Clustern von Zellen (b,c,e und
f), die AQP4 exprimieren (Uber 50% aller Epithelzellen). Bei der Untersuchung der zellularen
Lokalisation fanden wir Zellen, die sowohl AQP1 als auch AQP4 exprimieren (b und e;
Pfeile), sowie Zellen, die nur einen der beiden Wasserkanéle exprimieren (c und f;
Pfeilspitzen). Mal3stab: 10 pm.

3.1.1.2 Maus

AQP1 konnte sowohl bei der jungen als auch bei der alten Maus im PC
nachgewiesen werden (Abb. 7). Es zeigte sich als durchgangig apikale
Expression in den Plexusepithelzellen. Hierbei liel3 sich kein Unterschied
hinsichtlich Lokalisation und Intensitat der Farbung zwischen junger und alter
Maus feststellen. Das Ependym zeigte wie auch human keine AQP1

Expression.

Dagegen befand sich im Ependym eine starke AQP4-Expression. Die
Ependymzellen selbst zeigten eine basolaterale Expression auf. Die
subependymalen Zone wies ebenfalls eine starke AQP4-Immunoreaktivitat auf.
Der PC hingegen war sowohl bei junger als auch bei alter Maus frei von AQP4
(Abb. 7) (86).
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Abbildung 7: Muriner PC im Seitenventrikel

Abbildung tbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Muriner PC des lateralen Ventrikels
geféarbt mit AQP1 (gruin). Junge (2 Monate alt, links) und alte (30 Monate alt, rechts) Mause
zeigten keine Unterschiede in Lage oder Intensitat der Expression von AQP1. AQP1 wurde
immer apikal im Epithel exprimiert. AQP4-Immunreaktivitat wurde im murinen PC nicht
beobachtet. Mal3stab: 20 pm.
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3.1.2 NKCC1

Das Transportprotein NKCC1 zeigte sich als durchgangige apikale Expression
auf den humanen Plexusepithelzellen, die mit AQP1 kolokalisiert war.
Umgekehrt zeigten die meisten AQP1-positiven Zellen auch eine Expression
von NKCC1 (Abb. 8) (86).

Abbildung 8: Immunfarbung fir AQPL1 (rot), AQP4 (griin) und NKCC1 (gelb)

Abbildung Ubernommen aus Deffner et al. 2022 (86). NKCC1 zeigte eine fast durchgehende
homogene Expression auf der apikalen Seite des Plexusepithels, die mit AQP1 kolokalisiert
war. Umgekehrt zeigten die meisten AQP4-positiven Zellen auch eine Expression von
NKCC1 (Pfeile). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Maf3stab: 20 pum.
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3.1.3 Na*/K*- ATPase

Ebenso wie NKCC1 fand sich die Na*/K*- ATPase in der apikalen
Membrandomane der humanen Plexusepithelzellen (Abb. 9). Die Expression
zeigte sich hierbei jedoch weitaus weniger homogen: So liel3 sich die Tendenz
feststellen, dass Na*/K*- ATPase und AQP4 eine inverse Verteilung aufwiesen.
Es kamen Bereiche vor, in denen AQP4-positive Zellen exprimiert wurden und
Na*/K*- ATPase fehlte. AQP1 war hierbei durchgehend apikal exprimiert (86).

Na/K-ATPase
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Abbildung 9: Immunféarbung fir AQP1 (rot), AQP4 (grin) und Na/K-ATPase (gelb)

Abbildung tbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Die Na/K-ATPase wurde wie NKCC1
apikal exprimiert, aber nicht homogen. Es zeigte sich die Tendenz, dass Na/K-ATPase und
AQP4 invers verteilt waren: Bereiche (Pfeile), in denen AQP4-positive Zellen vorhanden
waren, zeigten eine schwachere oder fehlende Na/K-ATPase-Immunreaktivitat. AQP1 zeigte
eine kontinuierliche Expression. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengeféarbt.
MalRstab: 20 um.

3.1.4 Proliferationsmarker (KI-67, PCNA)

3.1.4.1 Mensch

Um eine mogliche Erklarung fir die Enstehung der AQP4-positiven Zellen zu
geben, wurden Proliferationsmarker wie KI-67 oder PCNA zur Analyse
hinzugezogen. Im humanen PC liel3en sich Zellnuclei post mortem mit KI67 und
PCNA anfarben (Abb. 10). Durch die Verwendung des Basalmembranproteins
Laminin konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um Zellen innerhalb des
Epithels des PCs handelt. Hierbei gab es allerdings Unterschiede zwischen den
einzelnen Korperspendern. So liel3en sich nicht bei allen Kérperspendern
proliferierende Zellen finden. Die Anzahl dieser Zellen war sehr gering, auf einer
Schnittflache von 0,5 bis 1 cm? befanden sich durchschnittlich etwa 5 positive
Zellen. Sie waren Uber den gesamten PC verteilt und kamen solitéar vor. Die
Zellen exprimierten hierbei apikal AQP1. AQP4 konnte nicht nachgewiesen
werden. Es liel3 sich kein Zusammenhang zwischen Proliferationsindex und

Korperspender festellen.
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Abbildung 10: Proliferierende Zellen im Epithel des Plexus choroideus

Die oberste Reihe mit den Aufnahmen a und b zeigt KI-67-positive Zellen (griin). Die mittlere
Reihe mit den Aufnahmen ¢ und d zeigt, dass sich PCNA-positive Zellen (griin) apikal der
Basalmembran (hier rot gefarbt mit Laminin) im Epithel des PCs befinden. Die untere Reihe
mit den Aufnahmen e und f zeigt eine Doppelfarbung von PCNA (rot) und AQP1 (grun).
PCNA-positive Zellen zeigen zusatzlich apikal eine AQP1-Expression. Maf3stab: 20 um.

3.1.4.2 Maus

Im PC zeigten sich sowohl bei der jungen als auch bei der alten Maus keine
positive Reaktionen mit KI67 oder PCNA. In der subependymalen Zone konnten
Zellen, die mit KI67 und mit PCNA angefarbt wurden, nachgewiesen werden
(Abb. 11).

Abbildung 11: Proliferation in der subependymalen Zone in der Maus

Der PC der Maus zeigt keine proliferierenden Zellen. Die Pfeile zeigen auf proliferierende
Zellen in der subenpendymalen Zone. Mal3stab: 20 pum.
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3.1.5 ACE2und TMPRSS2

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, werden dem PC
Schrankenfunktionen fur Immunzellen und Erreger zugeschrieben. Im Rahmen
der Corona-Pandemie wurden die beiden Membranrezeptoren ACE2 und
TMPRSS2, bekannte Bindungsrezeptoren fur den Eintritt des SARS-CoV?2, fir
diese Arbeit hinzugezogen. Diese beiden Rezeptoren lie3en sich in der
Mehrheit der Plexusepithelzellen mit einer starken Proteinexpression feststellen
(Abb. 12). Hierbei waren sie vorwiegend zytoplasmatisch lokalisiert, hierbei

maoglicherweise in Lysosomen oder grof3en Vesikeln (79).

41



Abbildung 12: Expression von ACE2 und TMPRSS2 im humanen PC

Abbildung tilbernommen aus Deffner et al. 2020 (79). (A) Uberblick mehrerer Zotten und
(B) hochauflésende VergrofRerung von humanen Plexusepithelzellen aus dem lateralen
Ventrikel in einer DIC-Aufnahme (links) sowie immunogefarbt mit ACE2 (griin) und dem
Zellkernmarker DRAQ5 (blau). Es zeigt sich eine deutlich positive Reaktitvitat fir ACE2.
(C) Ubersichtsaufnahme und (D) Hochauflésende VergréRerung von humanen
Plexusepithelzellen aus dem lateralen Ventrikel in einer DIC-Aufnahme (links) sowie
immunogefarbt mit TMPRSS2 (griin) und dem Zellkernmarker DRAQ5 (blau). TMPRSS2
zeigt eine nahezu identische Expression wie ACE2 in den Epithelzellen. MaRstab: (A,C) 20
pm und (B, D) 10 pum.
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Des Weiteren war ACE2 auch apikal oder basolateral in vereinzelten
Epithelzellen zu finden (Abb. 13). Es zeigte sich vorwiegend eine sehr
heterogene Intensitat, lediglich fir TMPRSS2 fanden sich wenige Zellen, die im
Vergleich zu ihren Nachbarnzellen, eine deutlich h6here Expression anzeigten
(79).

Abbildung 13: Unterschiedliche Expression von ACE2 im humanen PC

Abbildung tibernommen aus Deffner et al. 2020 (79). (A) zeigt ein DIC-Aufnahme der
Plexusepithelzellen. In (B) lassen sich die beiden Lokalisationen in Plexusepithelzellen mit
einer ACE2-Immunhistochemie darstellen: in intrazellularen Vesikeln (Pfeile) oder an der
Zellmembran (Pfeilspitzen). (C) zeigt das zusammengefiihrte Bild. MaRstab: 10 um.

Zusatzlich zum Plexusepithel wurden auch Abschnitte des Ependyms und der
Taenia choroidea auf Immunreaktivitat dieser beiden Rezeptoren untersucht
(Abb. 14). ACE2 war auf den Ependymzellen weniger exprimiert als auf den
Plexusepithelzellen. Auch auf den subependymalen astrozytaren Fortséatzen,
festgestellt durch GFAP, zeigte sich zwar eine gleichmafiig verteilte aber
schwache Immunoreaktivitat. TMPRSS2 war ebenfalls schwécher auf den
EndfuRen der Astrozyten exprimiert, auf dem Ependym sogar weitestgehend
nicht (79).
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Abbildung 14: Expression von ACE2 und TMPRSS2 an der Taenia choroidea

Abbildung tilbernommen aus Deffner et al. 2020 (79). (A) zeigt die Ubergangszone zwischen
PC und angrenzendem Gehirnparenchym (in diesem Fall der Tania choroidea und des
Ependyms) mit Farbungen von ACE2 (griin), GFAP (rot) und DRAQ5 (blau). Das weil3e
Rechteck zeigt einen vergréRerten Ausschnitt einer ACE2-Farbung im Ependym. ACE2 zeigt
eine deutlich starkere Reaktivitat auf Plexusepithelzellen als auf Ependymzellen oder
Astrozytenfortsatzen. (B) zeigt einen korrespondierenden Ausschnitt gefarbt mit TMPRSS2
(griin), GFAP (rot) und DRAQS5 (blau). Die Astrozytenfortsatze zeigen nur geringe bis keine
Immunoreaktivitat fir TMPRSS2. Mafl3stab: 50 um.
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3.2 Molekularbiologische Analyse des Plexus choroideus

3.2.1 Human

3.2.1.1 RT-gPCR

Mittels TagMan®-Assay wurde an drei Kérperspendern eine
Genexpressionsanalyse fur AQP1, AQP4 und NKCC1 durchgefihrt. Als
Vergleichsgewebe fiir den PC diente hierbei das Striatum. Die Menge an
jeweiliger mMRNA wurde hierbei in Relation auf den Mittelwert der drei
Referenzgene HPRT, UBC und TBP gesetzt. In allen drei Kérperspendern war
im PC AQP4 mRNA vorhanden, wenn auch eine niedrigere relative Menge als
AQP1 mRNA (Abb. 15). NKCC1 mRNA dagegen zeigte sich in zwei der drei
Korperspender (Nr. 1 und 3) auf dem nahezu gleichen relativen Niveau wie
AQP1 mRNA, bei einem Korperspender (Nr. 2) war NKCC1 mRNA im Vergleich
zu AQP1 mRNA deutlich vermindert. Bei allen drei Kérperspendern hatte
NKCC1 mRNA eine hohere relative Menge als AQP4 mRNA (86).
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Abbildung 15: Genexpressionsanalyse fur AQP1, AQP4 und NKCC1 im Plexus
choroideus

Abbildung tlbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Genexpressionsanalyse mittels
TaqMan®-Assay fir drei Kdrperspender im humanen PC. Neben der zu erwarteten AQP1
MRNA und NKCC1 mRNA, ist AQP4 mRNA in den Proben aller drei Kérperspender
enthalten.
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Im Gegensatz dazu zeigten sich im striatalen Gewebe hohe relative Mengen
von AQP4 mRNA und lediglich sehr geringe relative Mengen von AQP1 mRNA
(Abb. 16). NKCC1 mRNA wies ein deutlich niedrigeres relatives Niveau im
Gegensatz zu AQP4 mRNA und ein hoheres relatives Niveau im Vergleich zu
AQP1 mRNA auf (86).
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Abbildung 16: Genexpressionsanalyse fur AQP1, AQP4 und NKCC1 im Striatum

Abbildung ibernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Genexpressionsanalyse mittels
TagMan®-Assay fur drei Korperspender im humanen Striatum. AQP4 mRNA ist in hohem
relativen Ausmalf3 vorhanden, NKCC1 mRNA deutlich geringer. AQP1 mRNA zeigt nur sehr
geringe relative Mengen.

3.2.1.2 Kapillarelektrophorese

Um die Spezifiat der TagMan®-Sonden zu bestatigen, wurde eine
Kapillarelektrophorese am QIAxcel durchgefuhrt. Hierbei konnte eine
ausgepragte Bande auf dem jeweiligen Level von AQP1, AQP4, NKCC1 und

der drei Referenzgene nachgewiesen werden (Abb. 17) (86).
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Abbildung 17: Gelbild der humanen RT-PCR-Produkte

Abbildung tbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Das Gelbild wurde mithilfe der QlAxel-
Systemsoftware erstellt und zeigt die zu erwartenden Produktgréfen fir AQP1 (96 bp),
AQP4 (92 bp), NKCC1 (97 bp) HPRT (82 bp), TBP (91 bp), UBC (71 bp).

3.2.2 Maus

3.2.2.1 RT-gPCR

Da alle von uns untersuchten Kérperspender mehr als 70 Jahre alt waren,
wurde eine altersabhangige Ursache fur die AQP4 Expression nahe gelegt. Zur
Bestatigung wurde bei der Maus eine Genexpressionsanalyse bezlglich AQP4
MRNA in den Alterskohorten jung (2 Monate), adult (12 Monate) und alt (30
Monate) mit je 5 biologischen Replikaten durchgefihrt. Die Menge der AQP4
MRNA wurde hierbei in Relation auf den Mittelwert der drei Referenzgene
HPRT, UBC und TBP gesetzt. Es liel sich ein signifikanter Anstieg der relativen
MRNA-Menge von AQP4 mit ansteigendem Alter der Mause zeigen (Abb. 18)
(86).
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Abbildung 18: Quantitative RT-PCR-Analyse fir AQP4 bei der Maus

Abbildung Gibernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Quantitative RT-PCR-Analyse fir AQP4
mittels TagMan®-Assay fur die drei Alterskohorten der Méuse (jeweils funf biologische
Replikate). Gezeigt wird die relative mRNA-Expression von AQP4 auf der Grundlage der von
gbase + exportierten ,relative quantity” (RQ), berechnet aus den Cqg-Werten. Qbase +
Ergebnisse sind skaliert auf den Durchschnitt aller unbekannten Proben pro Ziel. Die RQ fur
AQP4 war in der 30 Monate alten Gruppe signifikant héher als in den jungeren Gruppen (* p
< 0,05, ** p < 0,0005).

3.2.2.2 Kapillarelektrophorese

Wie zuvor bei den humanen Daten wurde bei Mausen ebenso eine
Kapillarelekrophorese zur Bestatigung durchgefuhrt. In Abb. 19 sind die
Banden von AQP1 und AQP4 der jeweiligen Alterskohorte sowie die drei
Referenzgene aufgetragen. Es zeigte sich sowohl bei AQP1 wie auch bei AQP4

eine Bande in jeder Alterskohorte (86).
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Abbildung 19: Gelbild der murinen RT-PCR-Produkte

Abbildung ubernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Das Gelbild wurde mithilfe der QIAxel-
Systemsoftware erstellt und zeigt die zu erwartenden Produktgré3en fur AQP1 (94 bp),
AQP4 (69 bp), HPRT (65 bp), TBP (138 bp), UBC (92 bp). Dargestellt sind AQP1 und AQP4
von jeweils einer Maus aus jeder Alterkohorte.

Legende: y=young (2 Monate), a=adult (12 Monate), o=old (30 Monate)
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, altersabhéngige Veranderungen im Plexus choroideus
des Menschen und der Maus zu untersuchen. Basierend auf den vorbekannten
Verteilungsmustern von AQP4 basolateral im Ependym und AQP1 apikal im
PC, konnte sowohl in immunhistochemischen Farbungen eine AQP4-
Expression im humanen PC als auch die Lokalisation des humanen AQP4-
Gens auf mMRNA-Ebene gezeigt werden. Bei den Mausen liefl sich eine
Zunahme des AQP4-Verhéltnisses von PC zu Parenchym bei alten M&usen im
Vergleich zu jungen Méausen darstellen. Weitere Transport- und
Schrankenproteine wie NKCC1 und Na/K-ATPase zeigten eine Veranderung im
humanen PC auf. Zusatzlich konnten im Epithel des humanen PCs proliferiende
Zellen bei einigen Korperspendern post mortal gefarbt werden. AuRerdem
lieRen sich die beiden Rezeptoren ACE2 und TMPRSS2 auf dem Epithel des

PCs nachweisen.

4.1 AQP4 im Plexus choroideus

In allen acht von uns untersuchten Korperspendern konnte eine AQP4-
Expression im Epithel des PCs mittels Immunhistochemie nachgewiesen
werden. Zusatzlich zeigte sich AQP4 auch auf mRNA-Ebene mittels qPCR.
Dieses Ergebnis stellte sich als unerwartet heraus, da Plexusepithelzellen laut
der bisherigen Literatur lediglich AQP1 (3, 21, 56) aufweisen, wahrend
Ependymzellen AQP4 exprimieren (87, 88).

Die Altersverteilung unserer Koérperspender liel3 auf eine Ursache dieser
Beobachtungen durch einen Alterungsprozess schlie3en, weshalb ein Modell
mit unterschiedlich alten Mausen hinzugezogen wurde, um diese Hypothese zu

testen.

Bei der Maus fand sich zwar immunhistochemisch weder bei der jungen noch
bei der alten Maus eine Expression von AQP4 im Plexusepithel, jedoch konnte

auf mMRNA-Ebene eine Zunahme der relativen Menge von AQP4 gezeigt
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werden. Es gab zwar bisherige Studien, die das Vorkommen von AQP4 im PC
der Ratte immunhistochemisch zeigten. Diese stellten sich jedoch als
schwaches in-situ Hybridisierungssignal (89) oder als diffuse
immunhistochemische zytoplasmatische Expression im Plexusepithel heraus
(90). Allerdings konnte die Expression von AQP4 durch experimentelle

hypoxische Bedingungen am PC von Mausen induziert werden (86, 91).

Die Interpretation unser Ergebenisse erfolgte mithilfe zweier Hypothesen, die in
den Kapiteln 4.6 und 4.7 explizit beschrieben und in Abb. 20 eingearbeitet

wurden.

4.2 Verwertbarkeit der humanen qPCR-Daten

Die Analyse von humanem postmortalem Gewebe auf molekularer Ebene ist
bisher nur wenig durchgefihrt worden. Aus diesem Grund musste die
Einordnung der Ergebnisse sehr sorgfaltig angegangen werden.

Aus bisherigen Arbeiten liel3 sich beispielsweise an humanem PC post mortem
mittels Immunoblot der NCEB (Natrium getriebener Chlorid Bikarbonat
Austauscher) im Epithel des PCs nachweisen (21). Fur eine gPCR-Analyse aus
postmortaler mMRNA wie in dieser Arbeit mussten Faktoren, welche die Stabilitat
der RNA beeinflussen, prazise beachtet und eingeordnet werden. Bisherige
Untersuchungen beztiglich der RNA Degradation zeigten, dass diese von
verschiedenen Ursachen abhéngig ist. Zum einen spielte die Art des Gewebes
eine Rolle. Gewebe mit hohem Ribonuklease-Gehalt wie Pankreas und Leber
waren hierbei starker von einem schnellen RNA Zerfall betroffen als Gewebe
wie das Gehirn, welches bis zu 96 Stunden post mortem eine gute Stabilitat
zeigte (92). Des Weiteren stellte sich eine adaquate Normalisierung fur die
Proben als sehr wichtig heraus. Hierbei sollte eine Kontrolle mittels drei bis vier
endogenen Referenzgenen, die eine hohe transkriptionelle Stabilitat im
jeweiligen Gewebe aufzeigen, durchgefuhrt werden (93). Zuletzt trugen
insbesondere bei der humanen post mortem Gewebeanalyse andere Faktoren
wie individuelle Lebensumstande der Korperspender, Todesursache und

Umweltbedingungen zur Verwertbarkeit der Ergebnisse bei (92).
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4.3 Abhangigkeit der RNA-Integritat auf die RT-qPCR

Die Auswirkungen der RIS-Werte auf die Effizienz der RT-gPCR musste vor
allem bei der RNA-Isolation von Geweben mit einer langen post-mortem Zeit
mitbeachtet werden. Hierbei spielten die Korperspender, die bis zu 11 Stunden
nach Eintritt des Todes fur die RNA-Isolation prapariert wurden, eine erhebliche
Rolle. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Ct-Werte signifikant mit den
RIS-Werten zusammenhangen. So fuhrten erhdhte RIS-Werte zu niedrigeren
Cr-Werten. Generell wurden RIS-Werte von mindestens 5 empfohlen,
insbesondere bei langen Amplifikationsprodukten von tber 400 bp. Kleinere
Produkte zwischen einer Lange von 70-250 bp waren weniger abhangig von der
RNA Qualitat (94, 95). Daraus konnte nach Betrachtung der in dieser Arbeit
verwendeten RIS-Werte eine Auswirkung der RNA-Integritat auf die Effizienz

der RT-gPCR mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

4.4 Prozess des Alterns

Im Alter nimmt die Produktion der Liguormenge ab, was auch im
Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und
Parkinson diskutiert wird (96). Deswegen sollte insbesondere auf den Plexus
choroideus als Hauptproduktionsstatte des Liquors ein besonderes Augenmerk

hinsichtlich mdglicher altersabhangiger Veranderungen gelegt werden.

Die Korperspender unterschieden sich in Geschlecht sowie Todesursache und
Begleiterkrankungen (siehe Tab. 1). Demzufolge konnte eine Abhangigkeit von
einem dieser Kriterien mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
Auffallig dagegen zeigte sich das durchgehend hohe Alter (74 — 94 Jahre). Bei
der histologischen Untersuchung der Gewebe konnten tatséchlich
altersbedingte Auffalligkeiten entdeckt werden. Es fanden sich zahlreiche
Psammom-Kdorperchen sowie ein mit Bindegewebe ausgefllltes, verdicktes
Stroma zwischen Epithel und Blutgefal3en. Der hierbei deutlich verbreiterte
Abstand zwischen Epithel und BlutgefalRen spiegelte sich héchstwahrscheinlich

in einer erhohten Diffusionsbarriere wider.
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Bei Blick auf Altersveranderungen anderer Spezies, konnte bei 20 Monate alten
Ratten eine Abnahme von AQP1 (97) und der Na/K-ATPase (98) im PC
nachgewiesen werden. Aul3erdem zeigten die PCs bei alten Schafen (7-10
Jahre) im Vergleich zu jungen Schafen (1-2 Jahre) eine Abnahme der
Liquorsekretion mit einer Zunahme des Verhaltnisses von Protein im Liquor zu
Protein im Plasma bei gleichbleibendem Plasmaproteinspiegels (99).

Darlber hinaus wurde vermutet, dass eine Abnahme der Liquorproduktion in
Zusammenhang mit Morbus Alzheimer steht (100, 101) und dass ein
verminderter Liquorfluss Beeintrachtigungen auf kognitive Fahigkeiten haben
konnte (102). Es ist somit davon auszugehen, dass diese altersabhéngigen
Veranderungen des Liquorflusses eine erhdhte Auspragung bei einer

Alzheimer-Erkrankung nach sich ziehen (86, 96).

4.5 Unterschiede der AQP4-Expression zwischen Mensch und Maus
Bei der Betrachtung der AQP4-Expression auf zellularer Ebene von Mensch
und Maus im PC zeigten sich zwischen diesen Spezies Unterschiede. Die
Korperspender wiesen alle eine AQP4-Expression im Plexusepithel auf,
wéahrend bei den alten Mausen zwar AQP4 mRNA, jedoch keine AQP4-

positiven Zellen nachgewiesen werden konnten.

Die Grunde fur diese unterschiedlichen Expressionsmuster kdnnten vielseitig
sein. Ein genereller Unterschied zwischen einzelner Spezies, in diesem Fall
zwischen dem Menschen und der Maus, kdnnte Ursache dieser nicht
ubereinstimmenden Expressionsmuster sein. In bisherigen Arbeiten konnten
solche Unterschiede zwischen verschiedener Spezies auf Protein- und mRNA-
Ebene ebenfalls festgestellt werden. In den Speicheldriisen konnte bei der
Maus AQP1 und AQP4 wahrend der pré- und postnatalen Entwicklung auf
MRNA-Ebene festgestellt werden. Beim Menschen dagegen fand sich AQP1
auch als Protein, wahrend lediglich AQP4 mRNA detektiert werden kann, nicht
jedoch AQP4 als Protein (103). In einem weiteren sekretorischen Organ wie
dem exokrinen Pancreas liel3 sich bei der Maus nur eine sehr schwache
Expression von AQP1 feststellen, wahrend der Mensch AQP1 und AQP4
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MRNA aufwies, wovon wiederum nur AQP1 tatsachlich als Protein exprimiert
wurde (104).

Ein weiterer Grund fur die differente AQP4 Expression stellen die vermutlich
unterschiedlichen Alterungsprozesse von Spezies dar. So lasst sich eine Maus
mit Lebensspanne von 3-4 Jahren nicht unbedingt mit einem Menschen mit
einer maximalen Lebensspanne von Uber 100 Jahren vergleichen (105).
Insbesondere altersbedingte Verdnderungen und Prozesse wie beispielsweise
subepitheliale Stromaverdickungen und Ablagerungen konnten nur bei den

Korperspendern und nicht bei der alten Maus beobachtet werden.

Zusétzlich kdnnten auch die unterschiedliche Kérper- und damit auch
GehirngréRe sowie Druck- und Volumengréf3en einen moglichen Einfluss auf
diese Expression haben. Der makroskopische Aufbau vom PC der Maus
unterschied sich von dem des Menschen. Wahrend der murine PC sich als
dunnes Blatt Giberzogen von Zellen im lateralen Ventrikel zeigte (9), stellte sich
der humane PC als verzweigter Baum mit Zotten und einer ausgedehnten Tela

choroidea im lateralen Ventrikel dar.

Zuletzt sollte noch die Mdglichkeit miteinbezogen werden, dass die Translation
des AQP4-Proteins in der Maus im Gegensatz zum Menschen unterdriickt wird.
Einer Studie nach konnte gezeigt werden, dass die AQP4-Expression durch
mehrere miRNAs herunterreguliert wurde (106). Aul3erdem liel3 sich vor kurzem
das RNA-Bindeprotein DDX4 als negativer Regulatur fur die AQP4-Expression
in Mausen identifizieren (107). Des Weiteren liel3 sich in einer Studie unter
hypoxischen Bedingungen eine AQP4-Expression sowohl auf mMRNA-Ebene als

auch auf Proteinebene (hier geringer) beschreiben (86, 91).

4.6 AQP4-Expression als Kompensationsmechanismus

Unter der Berucksichtigung der zuvor genannten morphologischen und
funktionellen Veranderungen, die mit Alter und Krankheit auftreten, kénnte die
AQP4-Expression im Plexusepithel als kompensatorischer Mechanismus

aufgefasst werden, welcher der Liquorabnahme entgegen wirken soll (Abb.
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20C). Die Ergebnisse der AQP4-Expression unterstitzten hierbei diese
Hypothese. Dieser Mechanismus kdnnte einerseits als konstitutive Expression
erfolgen, andererseits ware ein regulierter Mechanismus ahnlich wie bei dem
ADH-abhéngigen AQP2-Einbau in der Niere vorstellbar. Hierbei fuhrt das
antidiuretische Hormon (ADH), welches im Hypothalamus produziert wird, Gber
eine Signhalkaskade mit der cyclischen Adenylatcylase, CAMP und der
Proteinkinase A zu einem Einbau von AQP2 in das Sammelrohr der Niere
(108). Solch ein @hnlicher Mechanismus kénnte auch bei AQP4 greifen, wenn
es zu einer Reduzierung der Liqourproduktion kommt. Daflr sprach die
intrazytoplasmatische Lokalisation, wie sie in dieser Arbeit in einigen Zellen

beobachtet werden konnte (86).

4.7 Ubertragung der ependymalen und astrozytaren Funktion von AQP4
auf den PC
Alternativ lie3 sich tGber die Funktion von AQP4 im Ependym und an Astrozyten
eine weitere Hypothese ableiten. AQP4 wird auf der basolateralen Seite von
Ependymzellen (6, 66) und an subpialen und perivascularen Endfiil3en von
Astrozyten exprimiert. Hierbei entspricht die basolaterale Lokalisation dem
Expressionsmuster von AQP4 im humanen PC. Daraus koénnte gefolgert
werden, dass sich Plexusepithelzellen im Laufe der Zeit zu Ependymzellen
differenzieren und dabei auch deren Eigenschaften annehmen. Demzufolge
wurde sich hierbei der Wasserfluss umkehren und Wasser aus den Ventrikeln
Uber das Plexusepithel in die BlutgefaRe des PCs zurlckflieRen (Abb. 20D).
Dies hatte dann eine Abnahme der Liquorproduktion zu Folge, was wiederum

konsistent zu den bisherigen Altererscheinungen ware (86).
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Abbildung 20: Grafische Darstellung der Hypothesen

Abbildung tbernommen aus Deffner et al. 2022 (86). Sie zeigt eine grafische Darstellung der
in dieser Studie untersuchten Kanéle und Transporter und deren vermuteter Einfluss auf den
Wasserfluss und die Liquorproduktion im Alter. (A) zeigt eine PC Epithelzelle eines
erwachsenen Menschen mit normalem Wasserfluss und Liquorproduktion. (B) zeigt eine
gealterte PC Epithelzelle mit reduziertem Wasserfluss und reduzierter Liquorproduktion ohne
basolaterale AQP4-Expression. Man beachte die vergréRerte Diffusionsdistanz zwischen
dem Blutgefal? und dem Epithel. (C) erklart unsere erste Hypothese: AQP4 wird exprimiert,
um die reduzierte Liquorproduktion im Alter zu kompensieren. Die PC-Zellen exprimieren
AQP4 basolateral, um einen héheren transzellularen Wasserfluss zu erzeugen. Dies fuhrt zu
einem normalen Wasserfluss und Liquorproduktion. (D) erklart unsere alternative Hypothese:
Die Expression von AQP4 fuhrt zu einem invertierten transzellularen Wasserfluss, der eine
reduzierte Liquorproduktion mit sich bringt.

4.8 Einfluss auf den ,,glymphatic pathway*“

Sowohl das Szenario der Kompensation als auch das Szenario Differenzierung
hatte Auswirkungen auf den ,glymphatic pathway“ zufolge. Dieser beschreibt
einen Austausch von Liquor und interstitieller Flissigkeit sowie anfallender
Metaboliten im Gehirn (109). Der Transport findet hierbei peri-arteriell und peri-
vends uber die mit AQP4 ausgestatteten Endfiiichen der Astrozyten statt.
Liquor wird mittels eines para-arteriellen Influx tber AQP4 von den Astrozyten

aufgenommen und Uber einen para-vendsen Efflux wieder iber AQP4
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abgegeben. Interstitiell geloste Stoffe werden hierbei mit aus dem Gehirn
gewaschen (110). AQP4 kbénnte bei einer solchen Liquorabgabe aus den
Ventrikeln und Liquoraufnahme in das Stroma des PC eine Rolle spielen. Eine
MRT-Studie mit AQP-Knockout-Mausen kam zu dem Ergebnis, dass AQP4 im
Vergleich zu AQP1 einen héheren Einfluss auf die Liquorproduktion hat (111).
Die Richtung der Durchlassigkeit von Aquaporinen fur Wasser erfolgte entlang
eines osmotischen und hydrostatischen Gradienten (56). Eine verminderte
Expression der Na/K-ATPase (97) (siehe Abb. 9 in dieser Arbeit) hatte einen
geringeren osmotischen Druck zur Folge, wodurch Liquor aus den Ventrikeln in
umgekehrter Reihenfolge absorbiert werden kénnte. Eine aktuelle Studie (74)
beschrieb durch Untersuchung des PC bei Ratten neben AQP1 auch einen
erheblichen Effekt des Co-Transporters NKCC1 auf den apikalen Wasserfluss
in die Ventrikel. Dagegen hielt eine andere Studie (75) Uber isolierte PC-Zellen
dagegen, dass NKCCL1 fiir einen Einstrom von Wasser verantwortlich ist. Dieser
Einstrom halt das Zellwasservolumen, das flr die Liquorsekretion benétigt wird,
aufrecht. Diese Debatte ist noch nicht abschlieRend geklart (hierfur siehe
Reviews: (18), (17)). Unsere Ergebnisse zum schnellen AQP4-Kanal (112)
legten nahe, dass der Wasserhaushalt Uber das Epithel verandert werden kann.
Allerdings ist ungewiss, ob sich dieser Kompensationsmechanismus als

vorteilhaft erweist (86).

4.9 Proliferation post mortem im Epithel des Plexus choroideus

In dieser Arbeit konnte post mortem eine Proliferation im Epithel des humanen
Plexus choroideus nachgewiesen werden. Bei der Maus dagegen lie3en sich
proliferierende Zellen lediglich in der subependymalen Zone und nichtim PC
selbst beobachten (113). Hierbei muss beachtet werden, dass das
Plexusepithel durch die Abstammung vom Neurothel als postmitotisch gilt (47).
Jedoch handelt es sich histologisch um ein Epithel, welches mit Basalmembran
und Polaritat die typischen Charakteristika eines Epithels enthalt. Epithelien
werden demzufolge auch als regenerativ angesehen, sodass hier Proliferation

eine Rolle spielt. Die Ergebnisse bestatigen diese Eigenschatft, jedoch zeigt sich
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eine sehr geringe Turnover-Rate und nicht alle Korperspender wiesen
Proliferation auf. Die Beobachtungen in dieser Arbeit geben einen Aufschluss,
dass in geringem Umfang Proliferation auch im hohen Alter noch im humanen
PC stattfindet. Da ledigich AQP1 und kein AQP4 bei den prolierenden
Epithelzellen exprimiert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass die AQ4-
Expression nicht durch die Entstehung von neuen Zellen getriggert wird,
sondern interne Zellkaskaden daftir verantwortlich sein missen, dass AQP4

von bestimmten Epithelzellen in die Zellmembran eingebaut wird.

4.10 Neuroinvasion von SARS-CoV2

SARS-CoV2 ist fur eine Vielzahl von neurologischen Symptomen sowie
neurologischen Langzeitfolgen verantwortlich (77). Um in den Ligourraum und
damit in das ZNS zu gelangen und solche Symptome auszulésen, nutzen
hierbei virale Erreger haufig die olfaktorischen Hullzellen des Nervus olfactorius
(114). Jedoch lassen die fehlende Expression des ACE2-Rezeptors auf
olfaktorischen Neuronen darauf schlief3en, dass zwar eine Vielzahl der COVID-
19 Patienten an Geruchsverlust leiden, diese aber in keinem Zusammenhang
mit dem Zugang von SARS-CoV?2 in das Gehirn steht (115, 116).

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist der PC mitverantwortlich fur das
Ausbilden der BLS und eignet sich mit seinen fenestrierten Kapillaren in der
Tela choroidea als eine mogliche Route fur Erreger darzustellen, um in den
Liguorraum und in das Gehirn zu gelangen (117, 118). Hierbei kdnnen zwei
maogliche Eintrittswege in Betracht kommen: [1] Uber die gefensterten Kapillaren
und [2] apikal Uber das Plexusepithel. Tatsachlich konnte in einer friilheren
Studie eine ACE2-Lokalisation im Blrstensaum des PCs nachgewiesen
werden, jedoch handelte es sich hierbei zum einen lediglich um eine
Enzymaktivitat und keine histo-morphologische Aufarbeitung und zum anderen
wurden diese Untersuchungen am PC von Schafen vorgenommen (119). In
dieser Arbeit liel3 sich zeigen, dass ACE2 und TMPRSS2 im Plexusepithel auf
Proteinebene exprimiert sind und so als mégliche Eintrittspforte fiur SARS-CoV2

ins Gehirn dienen kdnnen. Durch die fast ausschlie3lich zytoplasmatische und
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nur vereinzelt apikale Lokalisation dieser beiden Proteinasen, stellt sich die
Frage nach der physiologischen Funktionalitat. Moglich ware hierbei ein
zellularer Mechanismus, der einen Einbau dieser Proteine in die apikale
Zellmembran nach sich zieht. Um einen solchen Mechanismus genauer zu
untersuchen, mussten weitere Forschungen vor allem im physiologischen

Bereich erfolgen (79).

4.11 Schlussfolgerung
Zusammendfassend konnte in dieser Arbeit die Expression von AQP4 im

Epithel von humanem PC sowie altersabhéngig auf mMRNA-Ebene im PC der

Maus gezeigt werden. Diese Expression in alterndem Plexusgewebe hat einen

Einfluss auf die Modellvorstellungen tiber den Wasserfluss innerhalb des
Plexusepithels. So kdnnte AQP4 als Kompensationsmechanismus flr eine
sinkende Liquorproduktion im Alter dienen. Alternativ kdnnte AQP4 inkorrekt
exprimiert werden und dadurch die Liquorproduktion reduzieren (86). Die in
dieser Arbeit nachgewiesene Proliferation von lediglich AQP1 positiven
Plexusepithelzellen lasst auf eine moglicherweise interne Zellkaskade als
Ursache fur den Einbau von AQP4 schliel3en. Zuletzt konnte die Lokalisation
von ACE2 und TMPRSS2 im Plexusepithel gezeigt werden und damit eine
mogliche Eintrittspforte von SARS-CoV2 ins Gehirn bestimmt werden (79).
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5 Zusammenfassung

Der Plexus choroideus des Gehirns, welcher in die Ventrikel hineinragt, besteht
aus spezialisierten Ependymzellen, Blutgefal3en und Stroma und ist
mitverantwortlich fur die Produktion des Liquors. Die spezialisierten
Ependymzellen sind Teil der Blut-Liquor-Schranke und weisen einen
epithelialen Charakter mit Polaritat, Basallamina und Tight Junctions auf. Sie
enthalten eine Vielzahl von Transport- und Schrankenproteinen, die in einem
komplexen Zusammenspiel an der Liquorproduktion beteiligt sind. AQP1 wird
apikal auf den Plexusepithelzellen exprimiert, AQP4 kommt basolateral auf den
Ependymzellen, welche die Ventrikel auskleiden, sowie den Endflf3en von

Astrozyten vor.

Ziel dieser Studie war es, verschiedene Wasserkanéle, Transportproteine und
Rezeptoren auf dem Epithel des Plexus choroideus zu untersuchen, um so
altersabhangige Veranderungen und deren mégliche Auswirkungen auf die
Liquorproduktion aufzudecken. Die Analysen erfolgten mittels
Immunhistochemie am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop sowie auf
molekularer Ebene mittels gPCR. Es wurden 8 Kdorperspender flr die
Immunhistochemie und 3 Korperspender fur die g°PCR verwendet. Um die
Ergebnisse der Koérperspender besser beziglich des Alterungsprozess
einordnen zu kénnen, wurde ein Mausmodell mit Gehirnen von jungen (2

Monate), erwachsenen (12 Monate) und alten (30 Monate) Mausen etabliert.

Wie bereits bekannt, liel3 sich AQP1 apikal auf dem humanen Plexusepithel
finden. Zusatzlich konnte jedoch basolateral die Expression von AQP4 in allen
untersuchten Kérperspendern nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis konnte
mittels gPCR bestéatigt werden. NKCC1 zeigte ein identisches Muster wie
AQP1, hier lief3 sich keine Korrelation beztiglich AQP4 identifizieren. Na/K-
ATPase dagegen zeigte einen Trend flr eine inverse Korrelation mit AQP4. Des
Weiteren lie3en sich ACE2 und TMPRSS2, bekannt als Rezeptoren fir den

Eintritt von SARS-CoV2, sehr stark zytoplasmatisch in den Plexusepithelzellen
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feststellen. Auflerdem konnten proliferierende Zellen post mortem im Epithel bei

einigen Korperspendern nachgewiesen werden.

Bei der Maus konnte AQP1 ebenfalls in allen drei Alterskohorten apikal auf dem
Plexusepithel nachgewiesen werden. AQP4-positive Zellen im Plexus
choroideus konnten dagegen weder bei der alten noch bei der jungen Maus
identifiziert werden. Jedoch liel3 sich auf mMRNA-Ebene eine Zunahme von

AQP4 bei der alten im Vergleich zur jungen Maus zeigen.

Zusammenfassend konnten zahlreiche Veranderungen im Plexus choroideus
gezeigt werden, die einen Zusammenhang mit dem Altern nahelegen.
Insbesondere der Nachweis fir AQP4 im humanen Plexus choroideus sowie
altersabhangige Veranderungen von AQP4 auf mMRNA-Ebene bei der Maus

ziehen Konsequenzen fir den Wasserfluss durch das Plexuspithel nach sich.

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Liquorproduktion im Alter
abnimmt. Hieraus kénnen sich somit zweit Hypothesen fiir unsere Ergebnisse
ableiten. Zum einen kdnnte sich AQP4 als Kompensationsmechanismus
darstellen: Hierbei wird AQP4 Uber einen molekularen Mechanismus
basolateral in die Plexusepithelzellen eingebaut, um somit der nachlassenden
Liguorproduktionen entgegen zu wirken und diese aufrecht zu erhalten. Zum
anderen kdonnte AQP4 den Grund fur den verminderten Liquorfluss darstellen:
Hierbei wird AQP4 inkorrekterweise in das Plexusepithel eingebaut und fuhrt
Uber einen einwarts gerichteten Wasserfluss zu einer verlangsamten

Liguorproduktion.

Um diese Hypothesen konkreter auszubauen, sollten weitere Untersuchungen
an isoliertem Plexusgewebe oder isolierten Plexuszellen durchgefuhrt werden.
AulRerdem sollten weitere Experimente mit alterndem Plexusgewebe in Angriff

genommen werden.
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